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Résumé. Ce travail s'intéresse aux processus physico-chiesigsous-jacents a l'auto-
organisation du vivant, par lesquels une solutian réactifs chimiques, initialement
homogene, s'auto-organise spontanément pour leapgparaitre de l'ordre et des structures
macroscopiques. Des théoriciens ont prédit queaoFarganisation pouvait apparaitre lors
d'un couplage entre des processus réactifs et d@flsion moléculaire. La présence ou
I'absence d'un champ faible, comme la gravité, amament critique, précoce dans le
processus d'auto-organisation, détermine |'étavgse développer. La formatiam vitro de
microtubules, éléments essentiels du cytosquelstefait comme cela est prédit par les
théories mentionnées précédemment. Les préparatensiicrotubules s'auto-organisent
spontanément par des processus de réaction-dififusida morphologie qui se forme alors,
dépend de la présence de la gravité a un momdigfueri a une étape précoce du processus.
Dans nos expériences, hous avons montré qu'un piadoassocié dans les cellules vivantes,
le déplacement et I'ordonnancement de particullesediulaire, se faisait in vitro, au cours de
l'auto-organisation des microtubules. L'aspectqipal du travail expérimental présenté a
toutefois concerné I'étude de l'effet des champareas sur les préparations de microtubules.
J'ai montré que l'on peut obtenir des conditiorspebanteur au sol et que, dans ces
conditions, les microtubules ne s'auto-organisast eci peut étre corrigé grace a d'autres
facteurs externes. En paralléle, jai développénauéle numérique de réaction-diffusion,
fondé sur la dynamique d'une population de micndedy qui simule l'auto-organisation
microtubulaire. Dans ce travail sont présenté$dedements du modéle et nous discutons de
la facon dont un dialogue permanent, entre la stiar et les expériences, nous a aidé a
développer une compréhension microscopique dele&@somenes collectifs. Les simulations

numériques ont permis de reproduire I'ensembl®dssrvations expérimentales.

Mots-clefs: Réaction-diffusion / structures de Turing / syst@ndissipatifs / simulations
numériques / microtubules / bifurcation / champblés / gravité / champs magnétiques /

transport ordonné.






Abstract. This work is concerned with the physical chemicabgesses underlying
biological self-organisation by which an initialhomogenous solution of reacting chemicals
spontaneously self-organises so as to give risa poeparation of macroscopic order and
form. Theoreticians have predicted that self-orgation can arise from a coupling of reactive
processes with molecular diffusion. In additiorg firesence or absence of an external field,
such as gravity, at a critical moment early in sledf-organising process may determine the
morphology that subsequently develops. The formaimevitro of microtubules, a major
element of the cellular skeleton, shows this typeeahaviour. The microtubule preparations
spontaneously self-organise by way of reactiondiffdsion and the morphology of the state
that forms depends upon the presence of gravigyaiitical moment early in the process. In
our experiments, | have shown that an associatedgshenon in living cells, the transport
and organisation of subcellular particles, arisegmmicrotubules self-organige vitro. The
principal objective of the experiments presentedhis effect of weak external fields on
microtubule self-organisation. | have shown thaisitpossible to reproduce the results of
experiment carried in space using ground-basedraysa Under these conditions there is no
self-organisation. Self-organisation can be reghbt with other external fields and factors.
In addition, we have developed a numerical readtiffnsion scheme, based on the chemical
dynamics of a population of microtubules, that dates the experimental self-organisation.
In this work we outline the main features of thesmulations and discuss the manner by
which a permanent dialogue with experiment hasdtetfevelop a microscopic understanding
of the collective behaviour. The numerical simwas predict the major features of the

experimental observations.

Keywords: Reaction-diffusion / Turing structures / dissipgatsystems / numerical simulations /

microtubules / bifurcation / weak fields / gravitynagnetic fields / organised transport.
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Introduction générale

Le comte de Buffon étonne par son ceuvre davantageé sur des intuitions et un
grand nombre d'observations dans le domaine desmicgs naturelles, que sur de réelles
analyses scientifiques. Il partageait notammenidin d'Aristote en écrivaniun [autre] de
ses principes étoit que la matiere d’elle-mémadrdstme, & que la forme est un étre distinct
& séparé de la matiere[Buffon (a)]. Si Aristote et Buffon ne disposaierdrtainement pas
des connaissances que nous avons maintenant matikre, leur intuition ne les trompait
pourtant pas quand ils pensaient que la générdtmmdre et de formes est un phénoméne
indépendant des composants du systeme ou de lewengn tout cas, cela est souvent vrai
pour une catégorie importante de systemes orgad@sesla nature : les systemes complexes.
Dans de tels systemes, l'observation des composhitillés de la matiére n'apporte
effectivement pas de renseignements sur la facahsoforme et s'organise un systeme. La
génération d'ordre et de formes se fait par desgrhénes 'génériques’ qui tiennent davantage
a la facon dont les éléments d'un systeme réagiss@mmuniquent entre eux. On ne peut
par exemple pas comprendre comment se forme unanif@re a partir de la simple
connaissance d'une fourmi ou méme de celle de nbaes fourmis de cette fourmiliére. On
ne peut pas non plus expliquer la formation d'urtexodans une baignoire en étudiant la
molécule d'eau ni méme chacune des molécules deaienues dans la baignoire. De la
méme facon, les microtubules, éléments essentieldelette des cellules vivantes, s'auto-
organisent entre eux par ces processus non liséaioes équilibre thermodynamique, et non
par des interactions statiques, comme cela se plsseles solutions de cristaux liquides.
C'est justement la fagcon dont s'auto-organisentntasromolécules biologiques que nous

nous proposons d'expliquer.

Si la génération spontanée d'ordre et de formesirestcaractéristique essentielle et
facilement observable dans les systemes vivantgsil moins évident d'en saisir les
mécanismes sous-jacents. A force de cotoyer léérags complexes et leur non linéarité, et
d'observer la richesse des comportements du vigargn vient a douter systématiquement de
toute idée ou hypothese formulée sur les mécaniantiesigine de leur comportement. Il est
facile de se perdre dans la description d'un cotepwnt en se limitant a une compréhension

linéaire des séquences d'évenements qui ont lies da systeme. A partir de la simple



observation d'un systeme de ce type, il est doffccii de comprendre quels sont les
mécanismes mis en ceuvre pour y faire émerger dizd.o'approche non linéaire que nous
impose la compréhension des systémes auto-orgamiséstamment des systémes vivants,
fait donc davantage appel a un processus de r@flgeposant sur l'intuition. On ne peut en
général que se faire une idée approchée des mémmisipliqués, et ce souvent par analogie
avec d'autres systémes mieux connus et qui onbmpartement semblable. Par exemple,
nous le verrons, nous-mémes avons souvent faitcanmgaraison entre les populations de
microtubules et les colonies de fourmis. C'est dagadre théorique que la modélisation
permet d'établir un lien entre chaque élément dygtéme et le comportement global de ce
dernier. L'apport de la modélisation dans le domaile la complexité et des systemes
dynamiques, en permettant de vérifier par des almathématiques et des simulations
numeriques ces idées intuitives, a contribué & fde cette approche récente une science a
part entiere. C'est, nous le verrons, cette approgha fois théorique et expérimentale, qui
nous a amenés a une meilleure compréhension desnim®ES microscopiques qui
conduisent a une organisation macroscopique das@t de microtubules et qui impliquent

la réactivité des microtubules et leur ‘intercomination’'.

Les premiéeres descriptions et idées conceptusliese fonctionnement des systémes
dynamiques et plus précisément des systémes spat¢iat auto-organisés se sont faites a
propos des systémes vivants, des organismes ineigidux écosystemes plus complexes. Le
fonctionnement des systemes vivants et en paeicldiphysiologie des organismes, ainsi que
I'embryogenése et la morphogenése, sont des gquedjia se sont rapidement imposées
parmi les philosophes du XVIi® et du XVIIIF™ siécle (Voltaire [Voltaire, 1757], Buffon
[Buffon, 1747], Descartes [Descartes, 1648]), Sgapt a la vision mystique alors usuelle, de
ces phénomenes. Avant cela, toute explicationgiighconque phénomene été censée trouver
une origine religieuse. Par exemple, avant Galidmsgu'une pierre jetée en I'air tombait en
un endroit, on ne se posait pas la question de @nmelle tombait, mais pourquoi, et la
réponse était invariablement, parce que Dieu alééayir'elle devait reposer la [Stewart 1989].

D'ou proviennent les étres vivants ? Comment sendat t-ils ? Comment
fonctionnent-ils ? Buffon avec son idée du "moul&iieur”, suivi de Claude Bernard et
“'homéostasie du milieu intérieur" s'interrogeal€ja sur la dynamique interne, le
développement et la transformation progressiveodganismes. Cependant, on peut dire que
ce n'est vraiment qu'au début di™Giécle que la question de I'auto-organisationielodie

a pris un caractere formel et mathématique. Danssgrage intitulé "On growth and form"



publié en 1917 [Thompson, 1917], le naturalisteséas Thompson D'Arcy propose, pour
dépeindre la forme et le développement des étneentd, une description des formes en
procédant par analogie avec les systémes physiguesge explication du développement par
des transformations géometriques. Thompson d'Aaiy €n effet persuadé de la présence de
lois physiques et mathématiques dirigeant I'appariet la croissance des formes naturelles.
Sa démarche pouvait sembler peu rationnelle maisegart il est difficile, voire impossible
en biologie de fournir une preuve absolue de cel'qneavance, ce privilege restant l'apanage
des sciences dites exactes comme les mathématidaes,e part Thompson d'Arcy était
davantage un zoologue expérimentateur qu'un théoric

A partir des années 30, certains théoriciens oédipque certains systémes, de par
leurs dynamiques particulieres, pourraient étréorgine des formes et de l'ordre dans les
systemes vivants. En 1937, le mathématicien russlgeA N. Kolmogorov, accompagné de |I.
G. Petrovsky et N. S. Piskunov, décrit, quinze asrgvant Alan Turing, I'évolution de deux
phénotypes, dominant et récessif, dans une espéiogala en utilisant des équations
comprenant des termes 'réactifs' couplés a deesediffusifs' [Kolmogorov et al, 1937]. Les
termes 'réactifs' décrivent I'évolution localersambre d'individus en fonction des avantages
et inconvénients respectifs lies aux caractéresétgpres. Les termes 'diffusifs’, eux,
permettent de modéliser la dissémination des eifitsrphénotypes. Curieusement, alors qu'il
avait tous les éléments en main pour parvenir aémenrésultats que Turing, Kolmogorov
n'est pas allé plus loin que la description mathigma de ce comportement simple de
croissance associée a de la diffusion. Nicholag®e&y quant a lui, montre également, dans
les années 40, que des lois mathématiques simmasempt suffire a expliquer des
comportements biologiques complexes [Rashevsky ,13&shevsky 1948]. Ce n'est
cependant qu'en 1952 que le mathématicien angl@s Auring qui s'interrogeait sur le
probleme de la morphogenése, a démontré mathéreatent que des réactions chimiques
couplées entre elles et couplées a des processummort pouvaient, dans certaines
conditions, aboutir a la formation auto-organiséenbtifs de concentration des réactifs dans
une solution [Turing, 1952]. Une telle approche stdne un changement important de
paradigme, les réactions chimiques n'ayant hakgtment pas ce type de comportement et la
diffusion moléculaire ayant tendance a homogénéesesolutions chimiques, donc détruire
l'ordre qui pourrait s'y former.

Cette approche théorique ne s'est plus dévelogegeis la mort de Turing en 1954,
jusqu'aux travaux d'llya Prigogine, Grégoire Nisatit Paul Glansdorf dans les années 60 a

80. lls ont montré que la formation de ces stri@swauto-organisées se faisait hors équilibre



thermodynamique [Glansdorff and Prigogine, 197Xjgdgyine les a hommees 'structures
dissipatives' en raison de leur consommation peemand'énergie [Nicolis and Prigogine
1977, Nicolis and Prigogine 1989]. Ces auteurs audsi montré que ces systemes sont
capables de propriétés dites de bifurcation saesidh d'un faible effet externe, tel que la
gravité, a un moment critique, tét dans le procesdlauto-organisation. Ils ont ainsi
explicitement calculé que la gravité terrestre pagir sur des fluctuations de densité
apparaissant dans un systeme de réaction-diffusionjn moment précoce dans le
développement du systeme [Kondepudi and Prigoggé,1Kondepudi 1982].

L'ensemble de ces travaux reste cependant tresighéoDes systemes chimiques
oscillants avaient déja été observés ati"i§iecle dans les systémes en phase gazeuse et au
début du 28" siécle dans les liquides [Bray, 1921]. W.C Braypanmticulier avait proposé
gue ces réactions pourraient bien étre en rappect @ que A. J. Lotka avait montré de facon
théorique, a savoir la possibilité d'observer deétiues chimiques oscillantes dans le temps,
faisant intervenir toute une série d'espéces rscintermédiaires [Lotka, 1910]. En 1951, un
physicien russe, B. P. Belousov, découvre une der&actions chimiques 'contre-nature’,
ayant un comportement temporel oscillatoire [Betmys1951]. A I'époque, ses travaux sont
rejetés, sous prétexte qu'il ne pouvait s'agir djuee erreur ou d'un artéfact et Belousov ne
parvient a les publier qu'en 1958 [Belousov, 19B&]ns les années soixante, un autre russe,
A. M. Zhabotinski, a montré qu'une variation deréaction chimique de Belousov s'auto-
organisait dans un tube a essais selon une strigéoiodique [Zhabotinski, 1967]. C'est
Prigogine qui, enfin, cite cette réaction nomméetién BZ (Belousov-Zhabotinski) comme
le premier exemple d'une réaction auto-organisée ‘'tippe Turing', obtenue
expérimentalement. Malheureusement, la plupartsdesntifiques ont préféré ne pas croire
cette explication. Dans un contexte scientifiqueoea trés cartésien dans lequel toute action a
des conséquences qui lui sont directement proporeites, I'émergence spontanée d'ordre et
de formes a partir d'une solution de produits chimiinitialement homogene tient de I'erreur
expérimentale ou du miracle. Le philosophe anglain Locke disait quuh miracle est une
opération sensible, que le Spectateur regarde codiuiee parce qu'elle est au-dessus de sa
portée, contraire méme a ce qu'il croit, aux Ldebées de la Nature[Locke, 1702-1704].
C'est aussi souvent le cas en ce qui concerngdedes avancées scientifiques. Ce n'est donc
que 40 ans plus tard, en 1990, qu'une autre rdactiomique, la réaction CIMA, une
variation de la réaction de Briggs et Rauschere- des deux principales réactions chimiques
oscillantes avec la réaction BZ - effectuée dangelra enfin été reconnue comme le premier

exemple d'une structure de ce type [Castets €%, J0uyang and Swinney 1991]. Au méme



moment, J. Tabony et D. Job découvraient le pressemple de formation d'une structure

dissipative auto-organisée dans un systeme bialegigvitro [Tabony and Job 1990].

Si le vivant offre & nos yeux toute la richesse desportements prévus par ces
théories, il restait pourtant a prouver expériment@nt que de tels processus avaient bien
lieu dans les systémes vivants, et en particubemdntrer que des molécules biologiques sont
capables de s'auto-organiser entre elles pour fodeel'ordre macroscopique. Plusieurs
auteurs ont comparé les morphologies qui appardislsss les organismes vivants avec des
prédictions mathématiques reposant sur ces thddeishardt 1982, Harrison 1987, Murray
1990, Cox 1992, Harrison 1993]. La plupart de cagaux théoriques portent d'ailleurs sur la
morphogenése (ex: I'embryogenése de la mouchephitsdMeinhardt 1982, Hunding et al
1990, Papaseit 1998, Papaseit et al 1999]) etasiarination de motifs chez les étres vivants
[Bard, 1981] (ex: les rayures des poissons zel#sai[ 1999], du poisson angg@macanthus
[Kondo et Asai, 1995] ou encore les taches du léEhp&ertains ont méme montiré vivo,
l'apparition de structures probablement liées a plexessus de réaction-diffusion, par
exemple la formation d'ondes de calcium traverdantytosol des ceufs néo-fécondés
[Lechleiter et al 1991, Girard et al 1992, DupanGeldbeter 1992], mais aussi les motifs qui
se forment dans les colonies d'amibBestyostelium discoideurfCohen and Robertson 1971,
Martiel and Goldbeter 1987, Tyson et al 1989] oubdetéries [Ben-Jacob et al, 1994].
Cependant, jusqu'a récemment, il n'y avait aucemgie in vitro d'un systéme biochimique
simple s'auto-organisant dans un tube a essaigsgordcessus de ce type. En 1990, J. Tabony
et D. Job ont montré le premier exemple de formatikune structure dissipative auto-
organisée dans un systéme biologique in vitro.ebgmriences qui ont été réalisée par la suite
par I'équipe de J. Tabony ont montré que les swigin vitro de microtubules suivent le
comportement prévu par les théories mentionnéeségegnment, a savoir une auto-
organisation macroscopique due a des processusaddon et de diffusion nécessitant une
dissipation permanente d'énergie, et une nettelsidsvis-a-vis de la gravité.

Lorsque I'on met a assembler de la tubuline erepaesde GTP dans un tube a essais
a 35°C, des microtubules se forment et, dans cegatonditions, on observe la formation
progressive de morphologies microtubulaires augaoisées a un niveau macroscopique qui
présentent des alternances d'orientation [Tabomly Jatp 1992-a] et de concentration des
microtubules [Papaseit 1998, Papaseit et al 1988pfy et al 2000]. De trés nombreuses
expériences ont été faites sur ces structures @outéterminer toutes les caractéristiques.

Trés rapidement, il a été suspecté que ces momgikslese formaient par des processus de



réaction-diffusion comme des structures de Turlaffectivement, il a été montré que ces
structures microtubulaires possédaient des carstogéies et propriétés tres semblables a
celles des structures de ‘type Turing'. Tout d'dbales mesures de consommation d'énergie
chimique (GTP), faites par résonance magnétiquitaue du Phosphore, ont permis d'établir
que la formation de ces structures était dynamigae,elle nécessitait une consommation
permanente d'énergie chimique [Tabony and Job 1¥t§uite, les morphologies formées
dépendent de leur orientation par rapport a doactie la gravité. Elles sont donc sensibles
aux champs externes faibles [Tabony and Job 199249 structures possedent effectivement
des propriétés de bifurcation puisque les expéeiont montré que la gravité n'agissait qu'a
un moment critique, précoce dans le processusog@ganisation, correspondant a une
instabilité chimique dans la réaction. La morph@agui se forme progressivement a partir de
cet instant critique, dépend de l'orientation dehantillon vis a vis de la gravité au moment
d'instabilité [Tabony 1994, Tabony 1996-b]. Des @gnces faites en apesanteur dans une
fusée sonde de l'agence spatiale européenne dirmodrceci: les solutions de microtubules
s’'assemblent mais ne s'auto-organisent pas quéesl sint soumises a une courte période
d'apesanteur (13 minutes) couvrant cet instanigoet[Papaseit et al 2000, Tabony et al
2001-a]. Cette derniere expérience est égalemerglément important prouvant que ces
solutions ne s'auto-organisent pas par des intengcstatiques. Un dernier point important
pour dire que ces structures sont apparentéestauctuses de Turing est que leur formation
doit faire intervenir des processus réactifs casplées phénomenes de transport. En plus de
cela, les morphologies formées doivent correspoadides motifs de concentration. Un trés
grand nombre d'expériences visant a modifier learpatres réactifs et diffusifs de la solution
ont été réalisées [Papaseit 1998, Papaseit el Tabony et al 2000]. Toutes ont confirmé
que ces morphologies se formaient par des procassugaction-diffusion. De plus, des
mesures faites en diffusion de neutrons aux patigges, et confirmées par des expériences de
fluorescence des microtubules, ont révélé un naatitoncentration en microtubules corrélé
avec leur motif d'orientation [Papaseit 1998, Papa&s al 1999, Tabony et al 2000]. Un motif
strié, alternant périodiquement des zones de tmmeentration en microtubules et des zones
ou cette concentration chute de 30%, a été obskmmsemble de ces observations constitue
une grande avance en biologie car jusqu'alors,eceegd'exemples, montrant la formation
spontanée d'ordre et de formes a partir d'uneisolute molécules biologiques vitro,
demeurait inexistants.

L'étude de l'auto-organisation des microtubulesa®@onne malheureusement a une

vision globale des processus. Les bases moléculdéerivant la facon dont les microtubules



s'auto-organisent entre eux demeuraient inconrilesours des discussions au laboratoire,
une hypotheése est apparue plausible pour explijagio-organisation des microtubules.
Cette hypothése est que les microtubules s'aumagnt entre eux a la maniere des insectes
sociaux tels que les fourmis, c'est-a-dire en daisslerriere eux des traces chimiques que
d'autres microtubules pourraient suivre par unéesde chimiotactisme [Communications
privées (a)]. De plus, si l'action de la gravitédes autres champs externes faibles sur le
processus d'auto-organisation pouvait étre comprige niveau global, il restait difficile de
comprendre ses implications au niveau moléculdil@bjectif du travail présenté dans ce
manuscrit était donc double. Il s'agissait toubald d'utiliser cette approche conceptuelle des
trainées chimiques comme base pour élaborer un lenatlauto-organisation par des
processus de réaction-diffusion. Ce modele eseld soyen de vérifier I'hypothése faite,
concernant le mécanisme moléculaire de l'auto-@ésgian. Ensuite, il fallait s'employer a
déterminer, a la fois par les expériences et paulstions numériques, la facon dont les
champs externes interviennent et contrélent le gesues d'auto-organisation. Nous
montrerons que notre modele fondé sur des procedsuséaction-diffusion et faisant
intervenir la dynamique collective d'une populatiosle microtubules représentés
individuellement, permet de reproduire tous les portements observés au cours des
expériences que nous avons mené: auto-organisaéinsibilité vis-a-vis des champs externes

et des autres sources de rupture de symétrie, mmante ordonné de particules colloidales.

Les microtubules [Alberts et al 1983, Dustin 19&4)nt des tubes de 24 nm de
diamétre, pouvant atteindre une longueur de plusienicrométres. Ces macromolécules
biologiques sont des assemblages constitués dhaté&ine, la tubuline. Leur assemblage se
fait par ajouts successifs de molécules de tubul®ela consomme beaucoup d'énergie,
puisque I'ajout de chaque molécule de tubulinecstapagne de I'hydrolyse d'une molécule
énergétique de la cellule s'apparentant a la migébien connue d'ATP, le GTP (ou
Guanosine Triphosphate) en GDP (ou Guanosine Djtate). Le fait que la réaction de
formation des microtubules et que leur auto-orgaditia s'accompagne d'une consommation
permanente d'énergie en fait un processus didsjpabony and Job, 1990]. La fagon dont se
forment ou se détruisent les microtubules n'estdpase par des lois linéaires, rendant, de ce
fait, I'étude de leur comportement individuel ollexdif, difficile.

Ces longs assemblages dynamiques constituent)'agtige, un des éléments majeurs
du squelette des cellules, le cytosquelette. ltsunnrdle absolument vital dans les cellules,

puisqu'en plus de contréler leur organisation imgegt leur forme, ils contribuent activement a



un grand nombre de leurs fonctions. Le fuseau mietqui se forme lors de la division
cellulaire est constitué de microtubules. Ces @esnpermettent notamment la séparation des
chromosomes des deux futures cellules filles. landgport intracellulaire du matériel
biologique dans des vésicules lipidigues ou darss mtesomes, est un autre exemple de
processus cellulaire dans lequel les microtubudes iequis.

Il est maintenant établi que l'effet de substanoeslifiant la dynamique des
microtubules dans les cellules provoque leur désosgtion et de sérieux
dysfonctionnements [Alberts et al 1983]. C'est dipdu moment ou les expériences sur les
solutions auto-organisées de microtubufeyitro ont montré leur propriété de bifurcation
[Tabony 1994, Tabony 1996-b] et leur sensibilité-&ivis de la gravité [Tabony and Job
1992-b], que les biologistes ont commencé a regdaddistribution des microtubules dans
des cellules vivantes envoyées dans l'espace. Xiences faites en apesanteur sur des
cellules vivantes montrent également une désorgtmis du cytosquelette et un mauvais
fonctionnement des cellules [Hughes-Fulford et386, Cogoli-Greuter et al 1998, Lewis et
al 1998, Vassy et al 2001]. D'autres champs, corfamechamps magnétiques [Ueno and
Iwasaka 1996, Denegre et al 1998] ou les champgr@heagnétiques [Barnes 1989], ont des
effets biologiques sur les cellules vivantes. Lex@ssus mis en ceuvre dans notre sysieme
vitro, pourraient bien expliquer la gravisensibilité deules, les microtubules se comportant
in vitro comme des ‘gravirécepteurs’. Devant cette impagaron comprend donc tout
I'intérét que nous avons a déterminer quels senpilecessus microscopiques qui conduisent
a l'auto-organisation des microtubules a un niveaaroscopique, et la maniere avec laquelle
la gravité ou d'autres champs externes comme Bagh magnétiques, peuvent interagir avec
les solutions de microtubules et modifier leur congment.

Les objectifs de cette thése étaient de compredérguelle maniére se fait I'auto-
organisation microtubulaire, c'est-a-dire de comgre de quelle maniére une foule de
processus microtubulaires microscopiques peut abautine organisation macroscopique,
sous l'action d'une perturbation externe, s'apphtj@ la population de microtubules toute
entiere. Pour cela, ce travail de these a étéséeadilon deux approches complémentaires : une
approche expérimentale, et une approche plus théors'appuyant sur un modele et des
simulations numériques, l'ensemble de ce travahtéfondé sur les concepts d'auto-

organisation par des processus dynamiques évogéésdemment.
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Avant d'aborder la présentation des résultats erpétaux et la description de la
modélisation, il parait important d'établir le cadihéorique dans lequel se situe notre
approche de l'auto-organisation microtubulairet sam le plan de l'interprétation des résultats
expérimentaux que de la modélisation. Une prédentgénérale des systemes dissipatifs sera
donc préalablement faite, en insistant particutiemet sur une description et des exemples de
systemes collectifs, cas particuliers des systeantsorganisés. Nous verrons en effet que ce
sont nombre de réflexions sur des systemes audggisvgue les systémes collectifs et les
réactions chimiques hors équilibre, qui nous oneéraés a la mise en place progressive d’un
modele et qui nous ont conduits a notre vision eldudu processus d'auto-organisation
microtubulaire.

Cette partie introductive sera poursuivie par usscdption générale des microtubules
et de leur fonctionnement. Dans ce paragraphe, déasrons le comportement dynamique
des solutions de microtubules et leurs capaciggaorganisation, tel que tout cela est connu
actuellement.

La partie expérimentale de ce travail comporte despects. Nous nous attachons tout
d'abord & montrer qu'un phénomene associé, commeugement de particules en solution,
peut étre compris comme une propriété émergemegtdment liée a l'auto-organisation des
microtubules. Ainsi, nous nous sommes intérességdiire et quantifier le mouvement
ordonné et l'auto-organisation de particules deetaubcellulaire inertes, telles que des billes
micrométriques de polystyréne, dans les solutiensitrotubules. Ceci a été fait en filmant
le mouvement des particules, ainsi que l'auto-asgéion des microtubules, par une
technique de polarisation croisée. Les trajectaileshaque particule ont été tracées et des
données guantitatives concernant I'évolution deJ#esse de déplacement au cours du temps
ont été obtenues. Différentes conditions réactiv@sété testées afin de d'établir la relation
étroite qui existe entre l'auto-organisation desratubules et le mouvement ordonné de ces
particules. Habituellement, les biologistes con&de que les mouvements de vésicules
associés au cytosquelette sont dus a des moteuéculaires, protéines capables de se
déplacer le long des fibres du cytosquelette. Lenpmene que nous décrivons pourrait bien
constituer, dans les cellules vivantes, un nouveayen de convertir de I'énergie chimique en
mouvement et ce, méme en I'absence de moteursutaiés.

Nous avons ensuite étudié l'action des champs redesur les solutions de
microtubules. Aprés une étude systématique deet'ede différents champs sur l'auto-
organisation, nous montrons comment, dans certainaditions de gravité réduite, nous

parvenons a l'empécher. Nous montrons cependaiht egti’' possible de corriger I'effet
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'inhibiteur’ de l'apesanteur en appliquant d'auttemmps que la gravité. La plupart de ces
expériences ont été faites dans des appareilsanégnsupraconducteurs et résistifs, antennes
micro-ondes, simulateurs d'apesanteur (clinostatsen collaboration avec d'autres
laboratoires. Outre le fait de fournir un mécanigpossible expliquant la gravisensibilité des
organismes vivants au niveau cellulaire, une téliede permet d'envisager des moyens
thérapeutiques pour contrer les effets néfastéamiesanteur ou potentiellement ceux d'autres
champs externes.

Bien que I'approche théorique et les calculs aentomplémentaires des expériences
in vitro et menés parallélement durant le traval tdese, par souci de clarté, nous ne la
décrivons qu'a la suite de la partie expérimeni@kdte partie concerne la conception d'un
modéle d'auto-organisation des microtubules et isgplémentation par des simulations
numeriques. Le modéle que nous avons concu estpendautomate cellulaire, fondé a la
fois sur des processus de réaction-diffusion daes et sur la dynamique collective d'une
population de microtubules représentés individogdiet. Il répond a notre interrogation quant
aux mécanismes moléculaires sous-jacents aux faemtemde I'auto-organisation des
microtubules, en nous permettant notamment de iérifotre hypothése premiere: les
microtubules s'auto-organisent entre eux par psuseslynamiques de réaction-diffusion,
faisant intervenir une forme de communication chumi entre chacun des individus de la
population. Les effets des champs externes teldaggeavité ou les champs magnétiques ont
été simulés. Leur effet peut étre compris commdaied'introduire un biais global dans
l'orientation initiale de quelques microtubulesue phase précoce du processus d'auto-
organisation.

Les résultats des expériences, analysés dans kextenthéorigue des systemes
dynamiques hors équilibre et couplés aux résuliasssimulations numériques, donnent, nous
le verrons, de précieux renseignements sur la fapom s'auto-organisent les solutions de
microtubules. Une synthése intégrant I'ensembleaderéflexions a ce propos et faisant bien
ressortir la complémentarité entre expériencesimtilations dans ce travail, cl6turera le
manuscrit. Nous en profiterons pour justifier l@as®iologique d’une telle étude: en quoi les
processus collectifs de réaction-diffusion que nausns étudiés peuvent-ils jouer un role
dans l'organisation du cytosquelette dans les lesllet dans les fonctions qui lui sont

associées ?
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Chapitre 1 -Généralités sur les systémes complexes

Il'y a prés de trois siécles, Monsieur de Voltaliaterrogeait déja sur la fagcon dont
pouvait émerger le vivant et sur les lois qui gouneet cette émergence. Il ne connaissait pas
ces lois qui, a partir d'une matiére homogenergifee a la fois de tous les étres vivants et
des objets inertes, peuvent, dans certaines conglijtamener a la naissance d'ordre et de
formes et parfois de systémes vivants. En admiratelNewton, il suspectait le mouvement
d'étre en partie a l'origine de la génération d®dhns la nature, mais il savait bien aussi que
d'autres lois devaient gouverner ces phénoménsslLdis de la Nature’ que seul I&aitre
du Mondé détient. 'Si la matiére quelconque mise en mouvement suffiear produire ce
gue nous voyons sur la terre, il n'y aurait aucuaison pour laquelle de la poussiére bien
remuée dans un tonneau ne pourrait pas produirehd@smes & des arbres, ni pourgquoi un
champ semé de bled ne pourrait pas produire desired & des écrevisses au lieu de
froment. C'est en vain qu'on répondrait que les leoW& les filieres qui recoivent les
semences s'y opposent, car il faudra toujours rievenette question : pourquoi ces moules,
ces filieres sont-elles si invariablement déterra; i@ Or si aucun mouvement, aucun art ne
peut faire venir des poissons au lieu de bled damehamp, ni des neffles au lieu d'un agneau
dans le ventre d'une brebis, ni des roses au haut chéne, ni des soles dans une ruche
d'abeilles, &c. si toutes les espéces sont invéeiment les mémes, ne dois-je pas croire
d'abord avec quelque raison que toutes les espect®té déterminées par le Maitre du
Monde, qu'il y a autant de desseins difféerentsl qua d'especes différentes, & que de la
matiere & du mouvement, il ne naitrait qu'un cabtexnel sans ces desseins[Voltaire
()]

C'est de ces lois qui gouvernent la formation desséet structures auto-organisées
dont nous allons parler dans ce chapitre. C'eslepatruchement qu'apparaissent et évoluent
ces systemes complexes.

Toutes les notions et exemples qui sont préseratts ck chapitre, si différents soient-
ils de notre systeme, ont servi a la fois & concdeomodele et ont servi de base pour la
compréhension des processus que nous avons obsepdsmentalement et en simulation.
Car, dans le domaine des systemes complexes stggheralement, quand on s'attaque aux

problémes que nous pose la nature, c'est la caamais de nombreux exemples de ces
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différents systemes qui nous indique en quelleégeasgarder dans notre propre systéme et de
quelle fagon [Buffon (b), Bak 1996, Gleick 1987].
Dans ce chapitre, nous commencerons par décriresystemes, les lois qui les

gouvernent et leurs propriétés particulieres. Nmudonnerons ensuite quelques exemples.

1. Les systémes dynamiques : caractéristiques et praptés

1.1.Qu’est ce qu’un systeme complexe ?

Introduire les systemes complexes est une vastepeise. On peut dire simplement
gue ce sont des systemes dynamiques composésotimensuffisant d'entités (en général un
grand nombre) qui sont capables de montrer unedgraariété de comportements, naissant
notamment d'un couplage de quelque type que cesoé ces entités. Dans un tel systéeme,
malgré la simplicité des relations qui peuventtexiau niveau individuel, les comportements
du systéme pris dans sa globalité peuvent s'addrae grande complexité et d'une grande
variété. En effet, a la différence d'un circuitaflenique intégré par exemple, un systeme
complexe n'est pas compliqué, car chacun de se®Bté est simple et en général semblable
aux autres. Le fait qu'un circuit imprimé soit cdigpé ne vient que du nombre important de
composants différents et de leur enchevétrementrinable. Mais ce circuit imprimé est
dessiné et reéalisé selon un plan concu a l'avareejui n'est pas le cas des systéemes
complexes auto-organisés. Dans les systémes coesplaMcun plan du comportement futur
du systéme n'est nécessaire ni utilisé, car ceatedmerge de la dynamique collective des
individus qui le forment.

La complexité intervient dans l'organisation spaétimporelle de tres nombreux
systemes dans la nature, jusque dans les actinitéaines, par exemple en chimie [Castets et
al 1990, Ouyang and Swinney 1991, Whiteside andadgiov 1999], en écologie et
dynamique des populations [Helbing et al 1997, iBlarand Edelstein-Keshet 1999, May
1986], en économie [Arthur 1999], en médecine [Betder 1996], en météorologie [Lorenz
1963]. D’une facon plus générale, ce sont doncsgistemes dont on peut décrire I'évolution
de leurs comportements particuliers par des relatimn lin€aires, révélant le couplage qui
existe entre leurs constituants. Pour pouvoir ekistt présenter certains types de
comportements, ces systémes doivent avoir un nantanbre de propriétés. Leurs propriétés
générales, telles qu’elles ont été formulées pasi@lrs théoriciens, sont énumérées ci-

dessous.
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1.2. Propriétés des systémes complexes
1.2.1.Ce sont des systemes dissipatifs maintenus hordibogeithermodynamique

Dans la nature, les systémes complexes sont masitdors de I'équilibre
thermodynamique par une consommation permanentejie [Glansdorff and Prigogine
1971, Nicolis and Prigogine 1977, Nicolis and Pgige 1989]. Leur comportement s’oppose
en effet & la 2"®loi de la thermodynamique selon laquelle un systéend irrémédiablement
vers I'entropie maximale. Cela aboutit progressigrtra un état stable et homogeéene, dans
lequel regne un désordre moléculaire maximal ejibint I'équilibre thermodynamique. Et,
méme si on le perturbe un peu, il revient proguwessent a I'équilibre. Par exemple,
lorsqu’on dépose une goutte de colorant dans dau,d’ensemble de la solution
s’homogénéise peu a peu par diffusion, et il n’ésulte gu'une solution de colorant
uniformément dilué dans l'eau et non un motif ablorganisé. Dans les systemes dynamiques
hors équilibre, la 2™ loi de la thermodynamique reste vraie, mais laadyique du systéme
permet de générer suffisamment d’ordre pour s’oppada maximisation de I'entropie.

L’énergie consommeée est donc le moteur de cettardijue. Cette énergie peut étre
de plusieurs formes : elle peut étre chimique (8stémes chimiques de réaction-diffusion),
meécanique (motifs turbulents dans le systeme deet@sliaylor [Taylor 1923, Koschmieder
and Pallos 1974]), calorifique (cellules de conmettde Bénard [Bénard 1900, Rayleigh
1916, Velarde and Normand 1980])... Dans les syestede réaction-diffusion par exemple,
c'est le flux d’énergie chimique dissipée qui pernaux réactions de s’opposer a
I’lhomogénéisation du milieu par diffusion. Il est effet ‘plus aisé de détruire que d'étabjir
"La nature en général [me] paroit tendre beaucodpspa la vie qu'a la mort, il semble
gu'elle cherche a organiser les corps autant qgsil possible[Buffon (c)]. Des réactifs sont
consommeés de facon irréversible et permettent issaace de motifs chimiques. Quand la
solution vient a manquer de réactifs, la réactierpeut plus continuer et les motifs qui ne
sont plus entretenus disparaissent peu a peu. tie amemple est un systeme collectif
composé d’'une population d’animaux. Dans ce casgelgie est dépensée pour leur survie,
par I'effort que constitue le déplacement des imllis dans I'environnement et les relations
(communication, reproduction ...) qu'ils entretiennemtre eux. Si plus aucune source de
nourriture n’est disponible dans leur environnemeas animaux meurent et n‘'ont pas assez

d’énergie pour se déplacer et entretenir des oslatavec les autres individus. D’une société
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bien structurée d’animaux, on tend peu a peu veesindividualisation et une perte de la
cohésion de cette société. Plus généralement,ylénses vivants sont tous des systémes
dissipant de I'énergie pour maintenir leur intégét rester en vie. Leur mort coincide avec
l'arrét de toute consommation d’énergie. Peu a pleoganisme éteint se dégrade et sa
matiere constitutive est libérée dans la naturenB’forme organisée des constituants de cet
organisme, on passe a une forme entropique damslladgjs ont perdu toute cohérence.
Précisons toutefois que, dans la modélisation madkique de tels systémes, I'énergie
est souvent exprimée de facon implicite et les ésrahe dissipation d’énergie n‘apparaissent
pas dans les équations du systéeme. Effectivemerdherche en général a étudier I'évolution
d’'un systéme dans des conditions d’énergie nondmes, donc on suppose ce dernier en
exces d’énergie durant toute la durée de I'obsemvatC’est également le choix que nous

avons fait dans notre modeéle.

1.2.2.Leur évolution est dictée par des relations nondaires couplées

Ce qui caractérise avant tout les systémes conmgleeesont leurs dynamiques non
linéaires. Les systémes complexes sont en effetposés de plusieurs corps (animal,
molécule, planete...) qui interagissent entre euxcawrs de I'évolution du systéme. Le
couplage des différentes entités d’'un systéme aaxeme traduit par des termes croisés dans
les équations décrivant I'évolution de chacune e entités : I'évolution de l'une d’entre
elles dépend de I'évolution des autres et récipeotgnt. Par exemple, la non linéarité peut se
traduire par des termes d’auto-activation ou d'amkdbition, ou encore, dans le cas de
termes croisés, a de l'activation ou de linhibitionutuelle entre deux entités (ou plus)
composant le systeme. La dynamique de chacunentiessed'un systeme complexe peut étre
tres simple, mais c'est le fait que chacune deoB®s soit couplée avec les autres qui génére
une dynamique collective complexe [May, 1976]. Haspdes termes croisés, une autre
composante du couplage est due aux phénomenes adepdrt de matiére et de
communication entre les constituants du systeme.

Les couplages de ce type sont trés présents dansyséemes vivants. Citons par
exemple les sociétés animales ou les systemessgrmédateurs (ex: lynx et lievres
[Edelstein-Keshet 1988]) dans lesquelles les indisisont couplés entre eux, ou encore les
réactions métaboliques faisant intervenir un graothbre de constituants interagissant les

uns avec les autres de facon non linéaire [ThomdsDéAri 1990]. Dans ces systemes, on
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retrouve ces termes d’activation et d’'inhibition@ague ou hétérologue, ainsi que des termes
de transport (déplacement des animaux ou diffusiol&culaire).

En 1952, le mathématicien anglais Alan Turing aiprgue des réactions chimiques
faisant intervenir des molécules activatrices et nwlécules inhibitrices, couplées a de la
diffusion moléculaire pouvaient aboutir a la forroat de motifs chimiques stationnaires
spatialement auto-organisés [Turing 1952]. Il aléigant avancé que de tels processus
pourraient bien étre a I'origine de la morphogertsss les systémes vivants.

La molécule activatrice de la réaction est autadgtitjue : elle permet sa propre
formation ainsi que celle de son inhibiteur. La éwole inhibitrice, quant a elle, empéche
'auto-formation de l'activateur. La condition poujue ce systeme génere des motifs
chimiques est que la vitesse de diffusion de Ibiteur soit plus élevée que celle de
l'activateur. Dans ce cas, a partir d’'une petitectihation de la concentration en activateur
dans le milieu, un phénomene d’auto-amplificatiaih dugmenter localement la concentration
en activateur et, en conséquence, en inhibiteurhibiteur diffusant plus rapidement, il ne va
pas empécher 'auto-amplification de cette fluabraen activateur de se faire, mais va par
contre empécher sa propagation. Un pic de condmmiran activateur va apparaitre
progressivement, entouré d’'une forte concentratimimbhibiteur. Ce phénomeéne se répéte un
peu partout dans la solution et se transmet dehpr@n proche, aboutissant a la fin du
processus de réaction-diffusion a un motif régutienstitué de pics d’activateur et de pics
d’inhibiteur plus diffus (Figure 1) [Castet et #90, De Kepper and Dulos 1997]. Dans de
tels systemes de réaction-diffusion, la distancaatéristique entre les répétitions du motif
(pics de concentration) est déterminée par le nagdre la réactivité du systéme et la vitesse
de diffusion des molécules. Nous verrons que @&gsiement le cas en ce qui concerne le
motif microtubulaire strié.

Ce principe du couplage par réaction et diffuspmut trés bien s’appliquer a des
systemes différents comme la dynamique de plusespéces couplées (ex : lievres et lynx).
Pour la petite histoire, Turing cherchait initiakemb a expliquer les motifs de Fibonacci
spiraux et réguliers dans les pommes de pin et gdn€ralement la morphogenése dans le
vivant [Andrew Hodges 1992]. Pour imager les réaathimiques de sa réaction, il avait
associé les molécules a des cannibales (inhibjtearsse nourrissant de missionnaires) et a
des missionnaires (activateurs) venus convertircEmibales en nouveaux missionnaires
[Communication privée (b)]. Turing avait assurémaat’humour, mais cela révele aussi que,

dans sa pensée, ce genre de systeme pouvait B&lige dans la nature.
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Figure 1. Le couplage par réaction et par diffusion de molésuactivatrices et de molécules

inhibitrices permet I'émergence spatiale de picgagcentration périodiquement répartis (D'apres De
Kepper et al 1998) (A). De telles structures petnadffectivement apparaitre dans ces réactions
chimiques par des processus de réaction-diffusi)n I{'implémentation informatique du systéme de
Turing permet de vérifier I'émergence d'un mottishnaire formé de l'alternance périodique de pics
de concentration. La figure montre le motif de @nication en activateur obtenu par simulation

numeérique (C). La formation de tels motifs sur éage des animaux pourrait étre expliquée par ce
type de systeme (ici, un jaguar de Guyane et usspniange Pomacanthus imperator) (D).

1.2.3.Les systemes complexes ont des propriétés de hifiorc

L’existence de termes croisés dans la dynamiquesyigeémes complexes leur donne
les propriétés d'un systeme ayant une dynamiqudiméaire. En particulier, cela permet au
systéme d’adopter des comportements asymptotigeeslifférents lorsqu’'un des parameétres
de la dynamique varie faiblement [May 1976]. Un pomement asymptotique correspond a
I'état attracteur du systeme a un temps infinst@edire I'état vers lequel le systeme tend
irrémédiablement a se diriger durant son évolutioes effets provoqués par une faible
variation de l'état du systéme ne sont pas lindaérg proportionnels a leur cause. Les
cellules vivantes sont un bon exemple de systemiggegivent répondre a une petite variation
de leurs conditions environnementales par un brisgnangement de comportement
[Goldbeter 1990]. Les changements d'attitude démiaux (agressivité, stress, joie ...) en
sont un autre [Thom and Zeeman 1974].

Dans certains de ces systéemes, leur éloignementapport a I'équilibre et leur non

linéarité sont tels que le comportement qui enltésast imprévisible : une infime variation
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d’'un des parametres du systéme provoque des changemajeurs de son comportement.
Ces systemes, dits chaotiques, sont extrémemesibkeEnaux conditions initiales : deux de
ces systémes possédant trés exactement les ménmmastéstiques, verront leur
comportement diverger tres rapidement [Bergé a08H, Gleick 1987, Stewart 1989, Berge
et al 1994]. L'exemple le plus connu est probableimeelui du climat. Le climat est sans
cesse changeant et une petite perturbation de-aepeut potentiellement provoquer un
cataclysme climatique. C’est le fameux 'effet dapll C’est pour cette raison que le climat
est difficilement prévisible par les modeles auad#$ quelques jours. Une infime différence
entre le modéle climatique et la réalité s’ampldans la durée et fait completement diverger

les deux systémes [Lorenz 1963].
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Figure 2. Ce schéma illustre le phénomene de bifurcation siigtéme s'éloignant progressivement de
I'équilibre thermodynamique avec la variation dpsrameétred (A). On suit I'état de ce systeme avec
une de ses variables d'état, X. Au départ (a)ys&tesne est stable et a I'équilibre thermodynamique.
Quand/ varie (de (a) vers ('), le systéeme s'éloigne peesivement de I'équilibre. Lorsque ce
parametre atteint une valeur critiqde, le systéme devient instable et il est alors &bmsi de petites

perturbations comme le serait une boule en équlinstable sur une créte (B). Le moindre petitteffe
qui le perturbe le fait bifurquer vers I'un ou Ita@ des états asymptotiques possibles (branchgsfbl
(b2) du diagramme de bifurcation). D'une fagon igmgla boule instable tombe d'un c6té ou de
l'autre de la pente jusque dans la vallée ou edleséable a nouveau (C). Ainsi la symétrie du syste
est brisée et ce dernier évolue dans une voie lggiée stable & nouveau. D'apres Nicolis et

Prigogine, 1989.
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Ces systemes, tres sensibles aux petites variatidas leurs conditions
environnementales, sont pourvus de propriétés fiechtion. Quand un systéme devient
instable au cours de son évolution, il ne peut amt@nir dans cet état trés longtemps. A ce
moment d’instabilité, le systeme peut évoluer v@issieurs états asymptotiques différents
[Babloyantz 1986, Nicolis and Prigogine 1989]. Laindre perturbation du systeme le
contraint a bifurquer vers un de ces états asyngpies. La figure 2 est un diagramme de
bifurcation illustrant la bifurcation bistable agleelle est soumis un systéme dynamique dont
on fait varier un des parametres.

Une bonne image de ceci est celle d’'un skieurateant d’'une montagne le long
d’'une créte. Il est sans cesse en mouvement, maist idans une situation instable dans
laquelle la moindre perturbation (une bosse, urpamrivent ...) peut le faire bifurquer vers
I'un ou l'autre c6té de la montagne. En biologeesistéme immunitaire lui-méme, pris dans
son ensemble, est un excellent exemple de syst@meapt adopter différents types de
comportements asymptotiques dans I'organisme [farednd Weisbuch, 1997]. Un exemple
évident de bifurcation dans le systeme immunitaise sa différentiation (par exemple la
différentiation des lymphocytes T en CD4+ et CD&galement, dans certaines infections, a
partir d'un méme agent infectieux le systeme immainei peut répondre de plusieurs facons
différentes. Un bon exemple est celui de la lepre¢tion parMycobacterium lepraequi
peut se déclarer sous deux formes completemestrelifies : la lepre [épromateuse (réponse
hypersensible), grave et difficile a guérir, etdare tuberculoide (réponse humorale) qu'on
peut facilement soigner avec des antibiotiques ¢Feaulk and Greewood 1977, Harboe and
Closs 1980].

1.2.4.Ces systemes sont sensibles aux champs externes

Parmi les perturbations qui peuvent influer sudéeenir d’'un systéme au point de
bifurcation, il y a entre autres les champs exteffaédles, tels que la gravité ou des champs
magneétiques. Dans le cas particulier des systemeseédction-diffusion, Kondepudi et
Prigogine ont calculé que la gravité pouvait petraed un systeme de bifurquer lorsque
I'effet de l'interaction entre le champ externebfaiet ce systeme est supérieur a celui qui est
dd a l'agitation thermique des molécules qui lestibment [Kondepudi and Prigogine 1981,
Kondepudi 1982, Kondepudi and Prigogine 1983]. Danssysteme chimique éloigné de
I’équilibre thermodynamique, des fluctuations degi#® dues aux réactifs peuvent apparaitre

dans la solution du fait de phénomenes d’auto-ditggion dus au couplage des especes
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réactives en solution. C’est le cas dans le sysigraginé par A. Turing. Dans ces systémes,
la gravité agit parce que linteraction de la fogravitationnelle avec les fluctuations de
densité est supérieure a l'agitation thermique rggne dans le systéme ; autrement dit,
I'énergie d'interaction i est supérieure au produit de la constante dezimalin par la

température E,, >kT). Si cela est le cas, alors le systéme peut hitrrgers l'une ou l'autre

des morphologies vers lesquelles le systéeme pediriger. C’est le cas des solutions auto-
organisées de microtubules qui peuvent bifurquregriusieurs morphologies au moment ou

la solution est chimiqguement instable, au débyprdeessus de réaction-diffusion.

1.2.5.De leur dynamique peuvent émerger de nouvelles pigps

Une des particularités des systemes complexesuestdg leurs dynamiques peuvent
eémerger de nouvelles propriétés qui ne sont cdleascun des constituants du systeme pris
indépendamment. Elles résultent en fait du compwate de 'ensemble de ses constituants.

La génération d'ordre et de formes est une desriptép émergentes des systémes
dynamiques. Mais ceux-ci peuvent également mouieartres types de comportements. Au
lieu d'un ordre spatial, c'est un 'ordre tempayeal'peut apparaitre. lls peuvent osciller dans le
temps et méme montrer un comportement irrégulaspe’ct stochastique, bien que purement
déterministe. Ce comportement est nommé chaoshaesccontient lui-méme un ordre caché
important [Gleick 1987].

L'émergence de comportements oscillant périodiqnemérdre et de formes dans les
systemes complexes ne se fait pas dans les systhmeques, mais plutdt au voisinage du
chaos [Prigogine and Stenger 1984, Coveney andfigighl1995]. Le choix entre les
différents états asymptotiques possibles, appgékedment attracteurs, se fait aux frontieres
d’instabilité du systéme dans son espace d'étast@ ce moment que des perturbations
externes peuvent le faire bifurquer vers I'un @utre des états asymptotiques possibles.

La facon dont l'ordre et les formes émergent daes systémes n'est pas
particulierement lieée a la nature des éléments lgsi constituent. Comment, en effet,
expliquer le fait que I'on retrouve, dans des sye& aussi différents que des colonies
d'animaux ou d'organismes unicellulaires, dangégstions chimiques comme la réaction de
Belousov-Zhabotinski ou la réaction de Briggs-Raescou dans des mouvements turbulents
comme ceux de l'atmosphére, un niveau d'ordre eimd#ifs comparables ? De méme, les
comportements oscillants dans les systemes congpleset observés aussi bien dans les

réactions chimiques oscillantes, que dans les diynss de populations (insectes, systemes
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proies-prédateurs, microtubules). Ce sont davartsgeegles de fonctionnement du systeme
qui dictent la fagon dont cela se fait, c'est-& tlactivité propre des éléments du systeme et la
facon dont ces derniers communiquent entre euxplDg ce n’est pas en connaissant en
détail les constituants d’'un systéme (moléculemahi cellule...) que I'on peut expliquer
comment le systeme fonctionne. La connaissanceedinmlécule d’eau ne renseigne pas sur
la formation d’un vortex. Ce que I'on doit compresdc’est la fagcon dont les constituants du
systéme cooperent entre eux, se concertent padositer entre eux et donner a I'ensemble

un comportement collectif cohérent.

2. Importance des systémes complexes dans le vivant

La génération spontanée d'ordre et de formeswast des caractéristiques essentielles
des systemes vivants. Dans le systeme de Turisgmigifs stationnaires tachetés de la
concentration en réactifs émergent progressivempantéaction et diffusion. De nombreux
théoriciens ont fait I'analogie entre ces strucdude Turing et les motifs répétitifs observés
chez les animaux. Ces motifs sont des motifs den@ngation, comme par exemple les
rayures des zebres ou les fameuses taches du dé@pgure 1), ou bien des motifs
génétiques, notamment ceux des genes de segmerdatidnsectes. De méme, les réactions
oscillantes sont a rapprocher des oscillationsodérues fréquemment observées dans la
nature. Ces sujets ont inspiré I'élaboration de Im@ux modéles reposant souvent sur des
équations de reaction-diffusion telles que Turieg lavait décrites. Ces modeles font
intervenir la coexistence de boucles d'activatiotieeboucles d'inhibition couplées entre elles.

Générer spontanément de l'ordre et des formes gepi® un avantage considérable
dans la nature. L'obtention de motifs et de stmagtuauto-organisés demande au systeme
vivant de ne stocker que tres peu d’informationcemparaison de la quantité d’information
génétique équivalente qu'il faudrait pour généaemEme quantité d’ordre. C’est d'ailleurs un
des principaux arguments justifiant 'importance ads processus dans le vivant. En outre,
nous avons vu que ces derniers permettent l'oloierdie nombreux états asymptotiques
différents a moindre frais. Toutes les cellulesndrganisme possedent le méme capital
génétique, cependant elles existent sous de trabneases formes différentes. Ceci peut étre
vu comme autant d’états asymptotiques différenterals a partir d'un méme systéme placé
dans des conditions environnementales différentedess moments précis au cours du

développement. La différentiation des différentpety cellulaires pourrait étre représentée
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comme une suite de bifurcations sous l'effet de ifreadions environnementales et méme de
champs externes faibles comme la gravité.

Les systémes complexes, lorsqu’ils adoptent un atyimptotique, comme par
exemple la morphologie tachetée d’'un systeme dengurconservent leur morphologie,
méme lorsqu’on les perturbe légérement par deegetdriations. Par exemple, si I'on ajoute
un peu d’activateur ou d’inhibiteur en un point ke structure déja formée, la solution
perturbée va peu a peu absorber la variation eindke I'état asymptotique stationnaire
gu’elle avait avant. Cela permet au systeme de ter@imson état organisé et de se réparer en
cas de modification due a une perturbation extézie@u systéme. C'est I'hnoméostasie des
systemes vivants. Si I'on détruit une fourmiliereremuant la terre, celle-ci va peu a peu se
reconstruire grace a la colonie de fourmis pouraeglre un aspect semblable. La cicatrisation
d’'une plaie ou la récupération d'un organisme saitene maladie sont des phénomenes du
méme acabit. De plus, la fourmiliére, une fois féenévolue peu malgré les échanges
importants d'énergie (matériel et nourriture) qui@nt pour sa maintenance ; elle garde ainsi
son aspect dans le temps. Elle est dans un étatieégstationnaire.

Enfin, point qui nous intéresse particulieremeant,sénsibilité de certains systemes
complexes aux champs externes faibles pourraitrsudf expliquer la sensibilité des étres
vivants vis-a-vis de la gravité ou d’autres champeime les champs magnétiques ou les

champs électromagnétiques.

3. Exemples de systémes dynamiques

Les systemes complexes sont tres variés dans Uaen®prés en avoir explicité les
principales propriétés, il est intéressant d’erdiéuquelques-uns parmi les plus typiques.
Nous avons en effet dit que leur compréhensiongps@svent par de multiples analogies avec
d’autres mieux connus. C’est autant d’exemplesnquis ont servi de base de réflexion pour

les processus auxquels nous nous sommes intéresseés.

3.1.Des motifs stationnaires peuvent se former dans Iésides en mouvement

Dans les fluides en mouvement, des motifs hydrodymgaes peuvent apparaitre.
Deux expériences illustrent cet aspect de 'aug@anisation.
L’instabilité de Taylor-Couette est un motif hydypémique strié obtenu quand on

met en rotation turbulente un fluide entre dewinclyks. Un fluide est placé dans I'espace
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contenu entre deux cylindres concentriques. Lendydi externe reste fixe tandis que le
cylindre interne tourne a vitesse constante. Poeraertaine valeur critique de la vitesse de
rotation, une répétition de bandes horizontale®gsées et stationnaires apparait dans le
fluide [Taylor 1923, Koschmieder and Pallos 19#if(re 3). Lorsque la vitesse de rotation
est augmentée, on assiste a des dédoublementsstedes bandes de fluide, puis, a partir
d’'une certaine valeur de la vitesse de rotation,lndes disparaissent pour ne laisser place

gu’a un mouvement turbulent chaotique [Swinney @odub 1978].

Fluide

Figure 3. Instabilité de Taylor-Couette. Des stries apparargsdans un liquide visqueux maintenu
entre deux cylindres en rotation (Schéma A). Cesfoes de fluide apparaissent lorsque la vitesse de
rotation du cylindre interne atteint une valeur tojue (B). Les couches de fluides sont rendues
visibles par addition de poudre d'aluminium dandligde (d'aprés Koschmieder and Pallos 1974).

Elles peuvent aussi étre visualisées par dopplset&winney and Gollub 1978).

Les cellules de convection de Bénard [Bénard 1%dyleigh 1916, Velarde and
Normand 1980] sont obtenues en plagant un liquidgueux entre deux plaques planes
espacées d’'un millimétre et en chauffant ces déagues a deux températures constantes et
uniformes telles que la température de la plaqukbasusoit plus élevée que celle de la plaque
du haut. Quand la variation de température ensedeax plaques atteint une valeur critique,
des rouleaux de convection apparaissent, dispéggdiearement dans tout le plan de liquide
entre les plaques (Figure 4). Les mouvements deection transférent le fluide de la couche
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chaude en bas vers la couche plus froide selonauvement de rotation du liquide. C’est un
processus analogue qui se produit lors de la foomaties cyclones dans I'atmosphére

terrestre.
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Figure 4. Photographies des rouleaux de convection de Béf#grdt leur représentation schématique
(B). Des cellules hexagonales se forment par cdioredans une couche d'huile de silicone de 1 mm
d'épaisseur (d'aprés Coveney and Highfield 1990)&8). Schéma(B) d'aprés Babloyantz, 1986.

Il existe encore beaucoup d'autres motifs statioreade type hydrodynamique, par
exemple les tourbillons dans 'eau. Il suffit depmncher du haut d’'un pont de I'lsere (ou de
n'importe quelle autre riviere) pour y apercevas a¢hapelets de tourbillons en rotation sur
eux-mémes, mais dont la position absolue ne vamsiment pas. La fameuse tache rouge de
la planete Jupiter est un des nombreux tourbillstasionnaires qui se forment dans son
atmosphere turbulente.

Quels sont les enseignements que nous pouvongléraziles observations ? Eh bien
tout d’abord, ces phénomeénes illustrent la nécesigtla dissipation d’énergie pour obtenir
des motifs stationnaires. Dans le cas des celldde8énard, I'énergie est consommée en
chauffant les plagues et, pour l'instabilité de [baxCouette, il s’agit d’'une conversion en
énergie mécanique (frottement). Si I'on arréte algriir de I'énergie a ces systemes, les
motifs disparaissent. Le deuxieme point importasttque I'obtention de ces motifs ne peut
étre comprise en termes de molécules individualtesn ne se référant qu’aux propriétés

intrinseques des constituants du systeme.
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3.2.Les systemes de réaction-diffusion classiques : i&actions BZ et CIMA

Comme Turing lavait prédit en 1952, des systéemigisnicues sont capables de
s’auto-organiser par des réactions couplées a meggsus de transport. Les réactions de ce
type les plus connues sont les réactions de Belezisabotinski (BZ) [Belousov 1951, 1958,
Zhabotinski 1967] et de Briggs-Rauscher et sesawrans (CIMA) [Castets et al 1990,
Ouyang and Swinney 1991]. Ce sont des réactionfiandes qui, dans certaines conditions,
peuvent aboutir a la formation de motifs chimigstgionnaires de concentration des réactifs.

Les réactions oscillantes ne sont pas complétenmeonnues [Bray 1921, Lotka
1910] quand le russe B. P. Belousov découvre, &, Ifue la réaction d’oxydation de I'acide
citrique par du bromate de potassium, catalyséedearions cérium (C& qui jouent
également un role d’indicateurs colorés, préseete ascillations temporelles périodiques.
Belousov a mesuré ces oscillations par spectropiéitee. En laboratoire, on peut voir que la
solution alterne périodiquement d’un aspect trarsggion C&" & un aspect coloré au jaune
pale (ions C&). A I'époque, son travail n'a pas été acceptécedie réaction est jugée
impossible. Belousov ne parvient a publier qu’e®8@ans un compte rendu d'un obscur
congres de radiobiologie n'ayant aucun rapport asadravail. Quelques années plus tard, en
1964, un autre physicien russe, A. M. Zhabotinskifctme cette expérience et la modifie un
peu en remplacant I'acide citrique par de I'acid@lanique (une molécule trés proche) et en
ajoutant un colorant. La réaction présente ceftedes alternances rouges et bleues. Durant
toute la réaction, I'acide malonique est consomtriese forme de I'acide bromo-malonique,
du CQ gazeux et de 'eau.

Placée en fine couche dans une boite de Pétrpllaias oscille toujours dans le
temps, mais cette fois apparait en plus un mottialp Des ondes colorées se déplacent
rapidement dans la boite : ces ondes se formeptusieurs points dans la boite, traversent
I'échantillon de part en part & des vitesses dsiglus millimétres par seconde et se terminent
sur les parois du conteneur. Placée dans un telssaas fermé, la solution oscillante fini par
se stabiliser et un motif stationnaire strié appata motif est constitué d’'une alternance de
stries rouges séparées par une fine couche blaue.autre réaction d’oxydoréduction, la
réaction CIMA, effectuée dans un gel permet d'obtelifférents motifs stationnaires et
constitue une preuve que cette réaction est tekeTqring 'avait prédite (le gel permet de

s’assurer que les difféerents réactifs de la satubat des vitesses de diffusion différentes,
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comme cela est requis dans le systéme de Turiagjglre suivante montre différents motifs
obtenus avec cette réaction (Figure 5).

Dans le titre de cette section, nous avons géalds systemes de réaction-diffusion de
I'adjectif ‘classiques’. Classique ne signifie jgae c’est une réaction banale. En fait, il s’agit
juste de signaler qu’il existe d’autres types dst@yes de réaction-diffusion, qui, s’ils
integrent tous les aspects des systemes de Turiitgen plus certaines caractéristiques
particuliéres. C’est le cas de certains systemisotifs comme les colonies de fourmis ou les
populations de microtubules. Dans ces deux exeni@&sste une anisotropie spatiale dans la

réaction comme nous le verrons par la suite.

Figure 5. Des vagues concentriqgues ou spirales se déplacainveaallure quand la réaction de
Belousov-Zhabotinski est réalisée dans une boité@e (A). Dans un tube a essai, des bandes

horizontales stationnaires apparaissent progresaimet a partir d'une solution homogéne (B).

3.3.Les systémes collectifs

Les colonies de fourmis, les essaims de guép€alatiles, les bancs de poissons, les
nuées d'oiseaux ou de chauves souris, les pomgdat® lucioles ou de criquets au crépuscule,
les motifs extraordinaires formés par des colordesbactéries, d'amibes Dictyostelium
discoideum ou encore par une population de mictdésh sont autant d'exemples illustrant

comment des systemes constitués d'un grand nombrridividus ayant chacun leur propre
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activité, mais communiquant avec leurs congénétasio-organisent pour former des motifs
spatio-temporels.

Rares sont ceux qui n‘ont jamais observé ce genferthation. Buffon écritils [les
animaux]sont méme portés par la nature a demeurer enserabée réunir en familles, a
former des especes de sociéfes] On y voit méme des ouvrages faits en commun, des
especes de projets, qui, sans étre raisonnés, ggaai étre fondés sur des convenances
raisonnables, dont I'exécution suppose au moiresdal, I'union et le concours de ceux qui
s'en occupefit[Buffon (d)]. Dans ces groupes constitués d'uandr nombre d'individus,
apparaissent en effet des structures ou des oag@ms tout a fait complexes, comme par
exemple des nids et des réseaux de galeries m@dusés chez les insectes sociaux, ou
encore, chez d'autres espéces, des formationsnds ba de nuées trés organisées, de formes
particulieres et parfois caractéristiques (bouleses, spirales). Dans les systemes collectifs,
chaque individu ne connait pas, et n'a aucunemesaim de connaitre le plan des structures a
former. Par exemple, les fourmis ne connaissenigpatan de leur fourmiliére, ni avant, ni
apres qu'elle soit construite. De plus, ce n'estpaace qu'on comprend comment marche ou
se nourrit chaque fourmi d'une colonie qu'on pemmrendre comment elles cherchent leur
nourriture ou s'organisent entre elles pour faineer@er des structures et de nouvelles
propriétés dans la colonie. C'est de la somme aama individuelles et de la communication
entre les individus qu'émergent ces structureeatalivelles propriétés associées non pas a
chaque individu indépendamment, mais a la collgétioute entiére.

En fait, ce type de comportement se retrouve dauns les systemes collectifs, chacun
d'entre eux ayant ses spécificités liées a I'aétidu mode et a la vitesse de communication
des individus qui les composent.

Il existe de trés nombreux systemes collectifsnagsé observables dans la nature.
Ceux-ci peuvent avoir un nombre tres important tdé&s (il existe des termitieres géantes
comportant des milliards de termites), et des ddiy de taille variables allant des plus
grands (animaux), aux plus petits (bactéries, asnim®lécules).

Il est particulierement frappant de retrouver soivéies formations de méme type
dans des systémes pourtant trés différents. Panm&ela forme spirale s'observe au cours du
vol des colonies de chauves-souris du Nouveau-Mexicdans le cycle de l'amibe
Dictyostelium discoideum[Bonner 1967] et dans certaines formes d'organisat
microtubulaire [Harris and Clason 1992]. Dans laads de poissons [Parrish and Edelstein-
Keshet 1999], les nuées d'oiseaux migrateurs andease rassembler ou les rassemblements

de fourmis guerrieres [Deneubourg and Goss 1989]remmarque assez fréquemment une
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formation en tube ou en tore. Quant a la formeeastrelle découle la plupart du temps de
l'effet d'une perturbation externe sur le systérmkectif, suffisante pour induire un biais
directionnel dans les actions individuelles deméldts du systéme. Un nid d'insectes sociaux
peut en effet avoir une structure striée, s'il @gbosé durant sa construction a un flux
directionnel d'air. Les stries qui se forment salurs perpendiculaires a la direction de la
perturbation. Remarquons que ce type de morphaogpatio-temporelles est également
fréquent dans les systemes de type 'Turing' (ggsirat stries dans la réaction de Belousov-
Zhabotinski).

Les microtubules suivent ce type de comportemetieatd pour s'auto-organiser.
Dailleurs, en partant du principe que les micratab s'auto-organisent par des processus
collectifs, il est amusant de constater qu'on peément remplacer le mot ‘fourmi' par le mot
'microtubule’ dans les textes traitant de l'autganrsation des colonies de fourmis [ex:
Theraulaz et al, 1998]. Il est donc intéressant pows de constater que de tels processus ont
lieu a des échelles aussi diverses et dans denwmstaussi différents que des colonies de
fourmis, des populations de microtubules ou endeszamibes sociales.

Un tel parallele est tres instructif, car, indépgmndhent du systéme étudié, on retrouve
les mémes mécanismes et les mémes propriétés énexgen outre, dans tous ces systemes,
la taille des structures qui se forment est sanswane mesure avec celle des individus qui la
composent : les stries de microtubules sont beguptus grandes que les microtubules, un
termite est insignifiant dans la termitiere et, mgheon regarde une nuée d'oiseaux il est
impossible de suivre un oiseau en particulier.

Le cas de l'amibe sociale Dictyostelium discoideparmet de bien comprendre
comment, a partir de la simple mise en place d'comunication entre les cellules
individuelles, vont apparaitre des motifs spirgés un pseudo-organisme pluricellulaire.

C'est cependant I'exemple des sociétés d'insexipsne les fourmis ou les abeilles,

qui s'approche le plus de notre problématique.

3.3.1.L'amibe sociale Dictyostelium discoideum

Dictyostelium discoideunast un organisme vivant la plupart du temps souséd
unicellulaire. Pourtant, quand sa source de naueri{des bactéries) vient a manquer, cette
amibe adopte un tout autre mode de vie ; elle déhkiricellulaire. Le cycle complexe qui
lamene du stade unicellulaire jusqu'a la frudciiicn dure environ huit heures et fait

intervenir des processus collectifs de réactiofudibn dans la population d'amibes. Ces
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processus impliquent la production d'une petiteéauk, I'AMPc (Acide Monophosphate
cycligue) assurant la communication entre les asiae diffusion moléculaire.

Le cycle de cette amibe [Bonner 1967] est grossiend découpé en quatre phases. La
majeure partie du temps, D. discoideum disposeuffessamment de nourriture. L'amibe se
multiplie pendant cette phase de croissance. Lalptpn d'amibes n'existe alors pas encore
en tant que systeme collectif. C'est un stade lUmigige. En lI'absence de nourriture, les
cellules changent de comportement. On entre enepbagyrégation, durant laquelle les
amibes se rassemblent pour former un amas. Ellsudge d'une phase de migration de
'amas sous la forme d'un limacgon, et, enfin, d'phase de culmination, qui aboutit a la
formation de spores soutenues par une tige ddezltortes.

La phase d'agrégation constitue un bon exemple ramintomment, partant d'une
population de cellules individuelles communiquamire elles, apparaissent des motifs
cellulaires organisés et des propriétés collectéegrgentes. Au départ, les amibes sont
réparties de fagcon homogéne dans le milieu. Quantiinque de nourriture se fait sentir, Les
amibes cessent de se multiplier et commencent atrénsans le milieu environnant de
I'AMPc [Konijn et al 1967, Barkley 1969]. Cette réolle va agir principalement de deux
facons. D'une part, elle va auto-réguler l'actidééla cellule émettrice, ce qui provoque une
émission de type pulsatile. D'autre part, en di#fusdans le milieu environnant, elle assure la
communication intercellulaire en régulant I'acvites cellules voisines, ce qui va permettre
la synchronisation spatio-temporelle de la popaotatiTres rapidement, certaines cellules, plus
en avance que le reste de la colonie dans I'émisdidBMPc, deviennent des centres
pulsateurs d'’AMPc. L'émission périodique de I'AMPgartir de ces quelques centres, génére
des ondes concentriques d'activité des amibesnesisLes amibes activées vont, d'une part,
migrer par chimiotactisme vers le centre de l'aprasrain de se former et vers les zones de
relais, et, d'autre part, servir elles-mémes daigetn émettant a leur tour et de facon
synchrone de I'AMPc. Peu a peu, les amibes vodispmser en cercles concentriques autour
du centre pulsateur. L'onde concentrique se défgmmgressivement en onde spirale partant
du centre (Figure 6), et les amibes se rassemb&ptus en plus au centre de I'amas. C'est a
partir de ce moment, quand lI'amas a atteint uniinertaille, que commence la phase de
migration de I'amas sous la forme d'un limaconnt@aif auto-organisé est a rapprocher des
ondes spirales qui se forment dans la réaction eleuBov-Zhabotinski et des ondes de
concentration en microtubules [Mandelkow et al 1989
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Par la suite, il a été montré que le déplacemenintagon, ainsi que sa culmination
pour former les spores et la tige, sont égalementrélés par des pulsations d'ondes spirales
d'AMPc depuis l'avant vers l'arriére de la colonie.

Plusieurs modéles, fondés sur ce processus deioréddfusion, parviennent a
reproduire le comportement d'agrégation [CohenRwioertson 1971, Martiel and Goldbeter

1987, Tyson et al 1989], mais également la mignagila culmination.

Figure 6. Motifs d'ondes concentriques et spirales se formamtcours du cycle de l'amibe
Dictyostelium discoideum (d'apres Newell 1983).Nij)ifs formés par la répartition des amibes ; (B)

Motifs d'’AMPc émis par les amibes.

3.3.2.Les insectes sociaux. L'exemple des fourmis ettdesites

Sans réécrire un nouveau chapitre sur le comporiede ces insectes, la littérature
étant déja bien fournie et plus détaillée, nousnavjugé intéressant de décrire quelques
aspects caracteéristiques de leur organisation@atsaet de leurs constructions.

L'observation plus facile du comportement des iesesociaux (on peut étiqueter
chaque individu avec un numéro) est en effet unrhoyen pour appréhender les mécanismes
mis en ceuvre dans I'élaboration de structures @xeg] ainsi que les propriétés émergeant
des actions de la collectivité. Ces sociétés diese les hyménoptéres (fourmis, guépes,
abeilles et bourdons) et les isoptéres (termitm)stituent un excellent modele de systemes
collectifs. Les sociétés de fourmis constituentexnellent exemple de systeme collectif. Ce
systéeme est particulierement intéressant pour nagscomme nous le verrons plus tard, la
facon dont s'auto-organisent les fourmis est treshe de la fagcon dont s'auto-organisent les

microtubules dans notre modeéle.
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Soulignons tout d'abord que le comportement satgates insectes leur assure une
excellente adaptabilité, donc une capacité a sw@vimnpressionnante, puisqu'ils existent
depuis plus de 100 millions d'années et ont cofotuate la planéte jusqu'aux milieux les plus
extrémes. lls constituent ainsi 20% de la biomeamsienale et 75% de la masse totale
d'insectes [Holldobler and Wilson 1991]. Une sectdonie de fourmi ou de termite peut
comporter plusieurs milliards d'individus. Les auls géantes de fourmis peuvent s'étendre
sur plusieurs kilomeétres et les termitieres géapees/ent atteindre une dizaine de metres de

hauteur. Ce sont des échafaudages gigantesquesppart a la petitesse de leurs architectes.

Bien que le fonctionnement de ces sociétés soitéedment simple au niveau
individuel, les comportements et les structuresequiémergent sont toutefois d'une grande
complexité. Cette complexité provient essentielleime deux aspects. Tout d'abord, elle est
la résultante de l'ensemble des actions d'indivicmsplés entre eux par une forme de
communication (chimique, visuelle, sonore...). P@approcher ceci d'un systeme de Turing,
on peut dire que la réaction est représentée guivité individuelle de chacune des fourmis
et que la diffusion est représentée par la difftusimléculaire de substances chimiques et par
le déplacement des fourmis. Deuxiemement, les gremiformes organisées apparaissant du
fait de ce processus (ex : apparition des premerastures d'un nid) induisent elles-mémes
un contrdle sur le devenir de la colonie. Les tuxvque va effectuer un insecte vont guider

son activité future. C'est ce que I'on appelldigntergie [Grassée 1959].

Quand une fourmi se déplace, elle dépose derribreupe trainée de phéromones
attractives marquant ainsi son chemin. Ce sonffeh gincipalement grace a ces molécules
odorantes, les phéromones, que les fourmis diafdgergre elles. Elles peuvent étre de deux
types, soit attractives, auquel cas les fourmissiwes se dirigent vers la source de
phéromones, et, inversement, elles peuvent étrdsigps.

Une fourmi arrivant, au gré de ses déplacementsl|astrace laissée par une autre
fourmi, aura tendance a changer son chemin etw@iesae nouveau chemin. De plus, les
phéromones vont diffuser depuis la trace. Ainsg firirmis, méme distantes, vont pouvoir
"sentir" ces phéromones et dévier de leur route poivre le chemin laissé par cette fourmi.
En outre, les fourmis qui suivent ce nouveau chevoimt le renforcer, car elles vont elles-
mémes déposer leurs propres phéromones [HolldainiérWilson 1991]. C'est cette auto-

amplification qui permet la génération des struietuauto-organisées dans ces sociétés
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d'insectes, sans que celles-ci aient un quelcorpjale architectural dans la téte. Une
altération de la communication entre les fourmisodganise completement la colonie. On
peut tester cela en utilisant une molécule quiuitékes phéromones, comme le font certains
insecticides.

Comme conséquence de ce processus, on va voiradippates chemins préférentiels
suivis par les fourmis : c'est les colonnes derfosique I'on observe souvent dans la nature et

aussi trop souvent dans les cuisines (Figure 7).
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Figure 7. Les fourmis s'auto-organisent souvent en colonaeslcaque fourmi libere derriére elle

des phéromones qui indiquent un chemin préféreatielautres fourmis. Ces derniéres renforcent le
chemin qui se forme en libérant, elles aussi, d&sgmones. Cette trace se renforce et une colomne s
forme progressivement par des processus colle@ifs Lorsqu'il y a deux chemins menant a une

source de nourriture, I'un plus long que l'autre plus court chemin émerge de la collectivité (B).

Celles-ci en tirent un bénéfice, notamment pouwetzdherche de nourriture. Plusieurs
expériences en laboratoire et des modeles infogunedi ont démontré que la colonie
déterminait ainsi le plus court chemin entre lesrees de nourriture et le nid [Goss et al
1989, Beckers et al 1992, Bonabeau et al 1999, ubeneg and Goss 1989]. L'expérience
consiste a disposer une source de nourriture drpitéxd'une fourmiliére. Pour y accéder, il
existe deux chemins, dont I'un est plus court tuére. Au départ, les fourmis cherchent au
hasard la nourriture par lI'un ou l'autre des deusmmins. Quand une fourmi rencontre la
source de nourriture, elle revient au nid en dépodarriere elle des phéromones afin d'en
marquer le chemin. Les autres fourmis, vont pepe@t suivre cette trace entre le nid et la
source de nourriture, au lieu de marcher au hastaitd renforcer. On s'apercoit que c'est

toujours le chemin le plus court qui est privilédign effet, le nombre d'allers-retours étant
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plus élevé quand on prend le chemin le plus cdautrace de molécules qui lui correspond
sera d'autant plus vite renforcée par rapport la del I'autre chemin. On comprend aisément
gue ce systeme sélectionnant les plus courts clsgmeirmet une grande économie d'énergie a
la colonie toute entiére pendant la recherche derare notamment.

Suivant le méme processus, des propriétés de ifonc peuvent spontanément
apparaitre [Goss et al 1989, Beckers et al 1998aBeau et al 1999, Deneubourg and Goss
1989]. Cette fois, on dispose deux sources de ima@a distance égale de la fourmiliere. On
s'apercoit qu'aprés mise en place du réseau daifseule une des deux sources est utilisée,
méme si leur distance au nid est équivalente. Enda départ, les fourmis cherchent au
hasard et aboutissent sur I'une ou l'autre des deusces de nourriture. S'il y a le méme
nombre de fourmis dans les deux voies, le syst@raedss!|'équilibre. Il suffit d'une fourmi de
plus d'un coté pour faire basculer le choix dedmie sur une seule des deux voies. Cette
fourmi supplémentaire augmente l'intensité dedadrdans sa voie. A partir de ce moment,
les fourmis au départ du nid auront une légéreaecel a aller davantage dans cette voie
renforcée. Ainsi, le processus s'auto-amplifie jiBscce que toutes les fourmis choisissent
cette voie.

Enfin, l'auto-amplification joue un réle essenti@ns la survie et la détermination des
plus courts chemins en milieux hostiles. Considergrar exemple qu'il existe dans
I'environnement des sources de nourriture comestdél une source de nourriture
empoisonnée. Si une fourmi se dirige vers cettrides, elle meurt empoisonnée et ne revient
pas. Dans ce cas, aucune trace de molécules iattgEacie sera déposée sur son trajet de
retour. Sauf par hasard, les autres fourmis nérggbnt pas vers cette source empoisonnée,
donc aucun renforcement de ce trajet ne se ferdraziement aux trajets menant aux sources
de nourriture comestible. C'est un mécanisme deerebe des zones favorables que nous

retrouvons dans notre modeéle de microtubules.

La formation des fourmilieres repose sur ce ménmecipe d'auto-amplification. En
plus de ce processus local de communication chienigpire les fourmis, il faut un biais
global s'appliquant a I'ensemble de la colonie pguchroniser dans le temps et dans I'espace
les actions de tous les individus. Chez les fourgiest la reine qui remplit cette fonction en
émettant, lors de la formation du nid, des phérasaijui diffusent tout autour d'elle. Seule
une fourchette étroite de concentration en phér@sdni trop, ni trop peu) convient aux
ouvriéres. C'est seulement quand elles se trowdaTd une région contenant la concentration

idoine que celles-ci construisent. Cela déterminsi éa forme du nid.
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S'il n'y a aucun obstacle autour de la reine, flugslon est uniforme dans toutes les
directions. La base du nid aura ainsi une formdapiament circulaire. C'est cependant
rarement le cas ; des qu'un obstacle est présepieawapparait durant la construction, alors
cela modifie le profil de diffusion des phéromomesises par la reine, donc la forme du nid.
D'autres effets extérieurs, méme faibles, ont weséquence sur la structure finale de la
fourmiliére. Les courants d'air, les gradientsetaférature, la topologie du terrain initial sont
autant d'effets externes qui biaisent la constactlu nid. C'est I'ensemble de ces facteurs
induisant un biais global que I'on nomme le "gab#thauvin 1959].

Durant la construction du nid, on constate doncsiplus choses. Tout d'abord,
l'apparition des structures est liée aux activitéBectives des fourmis. Ces structures se
forment grace a un processus d'auto-amplification.fait méme de construire modifie
l'aspect du profil de diffusion des phéromones,cdtan forme du futur nid. En effet, la
construction d'une paroi ou d'une galerie par exengifecte et canalise le flux de
phéromone. Ceci induit une réponse des ouvriergs/ant alors ajuster leur construction en
fonction du nouveau gabarit. Les fourmis, par leaxtions collectives et par auto-
amplification, modifient leur environnement topalpge et chimique, et en retour, ces
modifications influencent le comportement global ldecolonie. Enfin, des effets externes
peuvent influer sur le comportement de l'ensemlde la colonie. L'ensemble de ces
observations est caractéristigue de l'apparitionpdmriétés émergentes dans la colonie.

Toutes ces caractéristiques se retrouvent darsieartement collectif des microtubules.

3.3.3.Les systémes collectifs en informatique : les st&s&le Robots et autres applications

Grace aux remarquables facultés d'adaptation dgamsgs collectifs et aux propriétés
qui en émergent, un grand nombre de travaux sedogés vers leur mise en application
dans des domaines tels que la robotique ou l'irdbgue [Bonabeau et al 1999]. En dehors
des remarquables capacités de ces applicatioest ihtéressant de constater que les mémes
propriétés émergentes apparaissent dans ces grapesmates, qui ne sont pourtant pas des
systemes vivants. L'étude des comportements "sdcidel tels systemes collectifs est tres
instructive, car les individus les composant s@auzoup plus simples que de vraies fourmis,
amibes ou autres, et pourtant leur activité "setils amene a des comportements tout a fait
réalistes, aussi complexes parfois que ceux gqa@bserve dans la nature.

En robotique, I'approche suivie jusqu'a récemmensistait a créer un robot unique

comprenant un grand nombre de fonctions, capaioigfer des informations et de réagir en
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conséquence de facon autonome. On peut citer naatnlies sondes spatiales (ex: sondes
Voyager). Le défaut majeur de cette approche e&nqgmilieu hostile (en dehors du
laboratoire), il existe une infinité de situatiooemplexes, et, pour chaque situation, une
infinité de variantes. Or, il est impossible deinigftoutes ces situations a l'avance et il est
tres probable qu'un robot se retrouvera vite conér@ une impasse décisionnelle, dont il ne
pourra se sortir sans intervention humaine.

Une facon de résoudre ces problémes est de doteoboé d'un réseau neuronal
intégrant les informations et contrdlant ses astiqgrour qu'il soit capable de résoudre lui-
méme cette situation par apprentissage, gracegaama nombre d'essais et d'erreurs a l'instar
d'un jeune enfant qui apprend beaucoup par essaiessifs. L'inconvénient de cette méthode
est que l'apprentissage peut étre parfois trés Daglus, il peut arriver que, lors d'un essai,
une erreur lui soit fatale, surtout s'il est issdés aide extérieure.

L'arrivée des systemes collectifs a donc été undgmas en avant en robotique. Le
principe de ces robots est tres différent. Au &wn unique robot se consacrant a une tache
complexe, avec toute la lourdeur de l'analyse datletion et de la résolution du probleme
que cela implique, on dispose maintenant de toujroape de robots individuellement trés
simples, mais pouvant communiquer entre eux. @esintelligence en essaim.

Le premier avantage d'une telle configuration &sigimentation de la capacité a
survivre. Comme dans tous les systemes colletifdisparition d'un individu ne modifie en
rien les capacités de la colonie, s'il reste saffisent d'individus, bien entendu. Par exemple,
si une fourmi meurt, cela ne remet pas en questotivité de sa colonie. Lors du transport
de nourriture entre la source et la fourmiliéredigparition de cette fourmi ne change pas le
processus de transport, car les autres fourmigrésngrand nombre, assurent aussi cette
fonction. Cette redondance est donc un gage dditgtate la colonie. Sachant cela, vaut-il
alors mieux utiliser un robot unique de faible cagaa survivre ou bien toute une population
treés résistante de petits robots simples, pounidssions spatiales par exemple ? Le codt de
telles missions plaide bien en faveur de la deugisoiution !

On peut alors se poser la question quant aux dépade tels systemes robotisés a
remplir une fonction. Prenons par exemple la ctdletinformations sur un terrain inconnu.
En fait, cela ne differe quasiment pas de la retteede nourriture dans le cas des fourmis.
Un robot qui trouve quelque chose va le communiguer autres. Ceux-ci vont alors venir
I'aider ou au contraire s'en éloigner pour cherelillrurs et se répartir ainsi plus efficacement
sur le terrain, selon les régles de réponse damode chacun. On montre ainsi qu'ils sont

capables d'effectuer rapidement le tri ou la ctdlele matériaux et ce, bien plus efficacement
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gue ne le ferait un robot unique voué a cette fondBonabeau et al 1999]. On constate que
cette méthode de tri émerge aussi dans les coldeidsurmis quand on dispose de fagon
homogéne, dans une boite, des fourmis vivanteesetalirmis mortes. Les fourmis trient de
la méme facon (avec un mode de communication diff¢les fourmis mortes et les disposent
en petits tas qu'elles regroupent peu a peu [Hdlkdoand Wilson 1991, Bonabeau et
Theraulaz 2000]. L'action collective de populatiadisxdividus individuellement simples

permet de déplacer efficacement et d'ordonner biessanertes (Figure 8). Nous verrons que,
dans les populations de microtubules égalemerig freiction émerge de l'auto-organisation.

Figure 8. L'intelligence en essaim. Des fourmis sont capahllesranger des objets pour les

rassembler en petits tas bien ordonnés (A). Desoteolrollectifs sont capables de la méme
performance avec des objets inertes (B). Les phapbies montrent en haut les objets inertes
répartis uniformément, en bas les objets une falsrmnés (des fourmis mortes en (A) et des plots en
plastique en (B)). L'auto-ordonnancement d'objetsrtes émerge spontanément de processus
collectifs (D'apresBonabeau et Theraulaz, 2Q0Qeci est a comparer avec I'auto-ordonnancement

des hilles de polystyrene dans les solutions mibrdhires auto-organisées (cf. Figure 19)

Enfin, la capacité des systemes collectifs a résondturellement et & moindre codt le
probléme du voyageur de commerce, c'est-a-diredaerche des plus courts chemins, a été
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utilisée pour optimiser plusieurs réseaux de comaation comme le réseau Internet. Un
gros probléme de ces réseaux est inhérent awnsgstae routage de l'information. Le réseau
Internet est une toile d'araignée dont les nceuds lee routeurs et les fils, les cables du
réseau reliant les routeurs. Pour accéder a ue audinateur, on parcourt le réseau de céable
en cable en passant par ces routeurs. Il existearasggrande quantité de chemins possibles
pour parvenir a ces fins. Le but des routeurs esiéerminer le chemin optimal a chaque
nceud. En effet, si un grand nombre de personnesoesiecté dans une partie du réseau,
celui-ci est vite saturé. Le chemin devra doncegviette zone. Cependant, les systemes de
routage ne fonctionnent pas toujours tres bienhodth parce qu'il n'est pas facile de
déterminer aisément les zones a éviter au niveahague routeur, mais surtout parce que le
systeme de routage fonctionne de fagon localechénin n'est pas déterminé d'un bloc du
début jusqu'a la fin, mais a chaque étape de chdaims ce cas, il est donc possible de suivre
des chemins trés complexes, voire aberrants, matne deux ordinateurs géographiqguement
tres proches. La gestion du routage par un systettextif offre une alternative trés efficace.
On lache pour cela des fourmis virtuelles dan®$=au [Bonabeau et Theraulaz 2000]. Ces
fourmis se déplacent alors librement de nceud endnpan les cébles du réseau, sans
contraintes de direction imposées par les routdtikss déposent sur leur passage, au niveau
de chaque routeur, des phéromones virtuelles qsiealdgres fourmis peuvent "voir".
Contrairement aux vraies phéromones, celles-ciéggadlent rapidement dans le temps, ceci
afin de pouvoir changer facilement et rapidementcdemin si la fluidité du réseau est
modifiée. Plus un chemin est fluide, plus le nomiegpassage de fourmis sur ce chemin sera
élevé ; la quantité de phéromones virtuelles skraéé en conséquence. Les fourmis vont
ainsi déterminer le chemin le plus rapide du réskas routeurs n’ont alors plus qu’a suivre

comme indication les chemins rapides marqués pdoilemis virtuelles.

Que peut-on retenir de tout cela ? Il est évidgat ces systéemes ne sont gu’artificiels,
cependant ils reproduisent sans peine les compentsmde leurs équivalents naturels.
Pourtant, ces populations d’automates sociaux rpast été programmees pour réaliser les
fonctions demandées et comportements observésuiGe&é programmeé, ce sont juste une
ou plusieurs activités individuelles simples, commar exemple la production de
phéromones, ainsi que les régles de communicatimine eindividus, notamment les
déplacements ou toute autre réponse en fonctiomjukesités de phéromones. L’émergence
de telles propriétés ne dépend donc pas de laendes individus, mais bien du couplage

entre les activitts de chaque individu d'un groupa une quelconque forme de



38

communication. Effectivement, on peut bloquer ceptage dans des systemes naturels
(inhibition des phéromones par exemple), comme demsystemes artificiels. On assiste
alors a linhibition totale d’'une quelconque advicollective. Ensuite, les particularités de
chaque systéeme, notamment la facon dont ils s‘arganisent, ne dépendent que des
activités spécifigues de chacun des protagonistas da colonie, ainsi que du mode

d’'intercommunication utilisé et de ses caractéysts.
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Chapitre 2 -Généralités sur les microtubules : comportement dgrique

et auto-organisation

"La fibre est pour le physiologiste ce que la liggst pour le géometretibrecht Von Haller

C'est un fait bien établi, les microtubules ne ésument pas a de simples tiges
statiques. lls sont pourtant encore trop souvesi@ss a des 'poutres' constituant la charpente
interne des cellules. Non, les microtubules sossiadles structures extrémement dynamiques
et au comportement particulierement complexe. @'asteurs probablement cette difficulté a
entrevoir toutes les facettes de leur fonctionnégmgana amené certains biologistes a ne plus
considérer que leur aspect de simple piece méoanku explicitant leur dynamique, nous
verrons dans ce paragraphe gu'il n'en est riest {'stement leur dynamique non linéaire qui
procure aux populations de microtubules les prtgsié'un systeme complexe, en particulier
la possibilité de s’auto-organiser.

Ce chapitre de présentation des microtubules nemiépas en étre une description
exhaustive, tant leur dynamique est compliquée agt gilleurs controversée. Nous nous
limitons donc a ne présenter que leurs principaggeets servant de pré-requis a la
compréhension des phénomenes que nous décriroria paite et a la modélisation de la
population de microtubules. Nous commencerons @ariré quelques aspects particuliers du
comportement des solutions de microtubules. Nossat&lrons ensuite au niveau de leur
dynamique individuelle, car c’est ce qui nous iesse particulierement pour comprendre

comment est construit et fonctionne le modele quesmproposons.
1. Description générale des microtubules. Réle des matubules dans les cellules

Les microtubules [Alberts et al 1983, Dustin 1984us l'avons rapidement
mentionné, sont de longs tubes de 24 nm de diameirse forment par auto-assemblage
d'une molécule dimérique, la tubuline (Figure 9tt€ molécule a une longueur de 8 nm et
est constituée de deux sous-unités nomneéext (3, d’'un poids moléculaire de 55 kDa
chacune. Le dimére de tubuline fixe sous sa foretesea une molécule énergétique, la

Guanosine Triphosphate (GTP); sa forme inactivéi@st la Guanosine Diphosphate (GDP).
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Figure 9. Structure d'un microtubule (d'apres Darnell et 4886). Les microtubules sont constitués
de l'assemblage en spirale de diméres de tubdliet[3. Les diméres de tubuline sont alignés selon
13 protofilaments (A). La polarité structurale descrotubules induit une difféerence de réactivité
entre ses deux extrémités (B). Dans des conditiéastives équivalentes, I'assemblage se fait
préférentiellement a l'extrémité positive (+) tamdiue le désassemblage se fait a son extrémité
négative (-). Il en résulte un mouvement du midrolel dans le sens de son extrémité croissantet c'e

le phénomene de treadmilling (cf. Figure 14).

Ces macromolécules sont des organites intracelslails constituent, avec deux
autres molécules fibrillaires, l'actine et les filants intermédiaires, la majeure partie du
cytosquelette. L’ensemble du cytosquelette perngetddnner aux cellules une cohésion
structurale, I'empéchant de n’étre qu'un sac flas@ans résistance ni réactions a la
contrainte. Le cytosquelette donne a chaque tyjhelaiee une forme qui lui est propre, par
exemple une forme en fuseau pour les fibroblastes,forme rectangulaire pour les cellules
intestinales ou encore la forme si caractéristiae neurones avec leur corps cellulaire
hérissé de longs prolongements, les dendritesebrie. Ce sont également les microtubules
qui constituent les cils, flagelles et autres eillés qui tapissent les faces de certaines cellules
comme les cellules sensorielles de l'oreille inkerou les cellules ciliées du conduit
respiratoire, et qui assurent la motilité d’auttgses cellulaires, comme les cellules tueuses
du systeme immunitaire ou les spermatozoides. Eng# ce réle structural, les microtubules
contrélent un grand nombre de fonctions dans Idlsles. Citons notamment la division

cellulaire, dans laquelle ils constituent le fuseaitotique assurant la ségrégation des paires
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de chromosomes, ou encore le transport contréléndegriel cellulaire stocké dans des
vésicules lipidiques.

Dans les cellules, les microtubules existent saus forme ‘libre’, le microtubule
évoluant a sa guise dans la cellule, et sous umeeféamarrée’ dans laquelle une de ses
extrémités au moins est retenue par des molécsgesiges. En général, les cellules disposent
d’'un ‘centre organisateur’ autour duquel s’étatdiite I'organisation interne de la cellule. Ce
‘centre organisateur’ est constitué par un groupengrotubules associés nommeés centrioles
(au nombre de deux en général), une forme de miontg¢ ‘amarrés’. Depuis les centrioles,
les microtubules s’allongent vers la périphéridutaire. Les cils sont un autre exemple de
structure cellulaire amarrée dans lesquels lesatuibules sont fixés entre eux en particulier a
la base du cil par des protéines associées (laiplhgsale). D’autres microtubules dans la
cellule ne sont pas fixés et peuvent liborement#mwlCes derniers renforcent I'organisation
interne des cellules en s’organisant autour dureesriganisateur (matériel péricentriolaire),
en se dirigeant du centre de la cellule vers lappérie, selon un turn-over permanent
[Alberts et al 1983, Keating and Borisy 1999, Vgesbet al 1999]. Ce sont ces mémes
microtubules qui servent au déplacement ordonrgadeules intracellulaires.

L’'importance des microtubules dans les processlislaiees est telle, qu'empécher
leur formation ou affecter leur fonctionnement pas drogues, comme la colchicine ou le
taxol est souvent un moyen de détruire certainksleg notamment les cellules cancéreuses
[Alberts et al 1983]. Leur implication dans de noeix dysfonctionnements cellulaires a été
démontrée. Un point qui nous intéresse particuti@rd est leur sensibilité vis-a-vis de la
gravité qu’ils transmettent aux cellules : dansp&ce, en absence de pesanteur, le réseau de
microtubule est désorganisé. La conséquence deseegiésente comme une altération des
processus cellulaires chez les sujets soumis assstte I'apesanteur [Hughes-Fulford et al
1996, Cogoli-Greuter et al 1998, Lewis et al 1988ssy et al 2001].

2. Comportement des populations de microtubules vitro

Quand elle est réchauffée de 4°C a 35°C en préesn€ETP, de la tubuline purifiée
peut s'assembler sous forme de microtubules dansihena essai [Weisenberg 1972]|cf.
Annexe 1]. Les solutions de microtubules vitro peuvent adopter des comportements
remarquables.

Dans certaines conditions réactives, la solutiatet@ntiere présente des oscillations

temporelles amorties, de la concentration en mibues. Selon les conditions, les
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oscillations ont lieu partout dans la solution aénme moment [Pirollet et al 1987, Carlier et

al 1987, Mandelkow et al 1988], ou bien, on pewtenber des vagues de concentration en
microtubules se déplacant a vive allure dans latisol ; dans ce dernier cas, les oscillations
temporelles ont, en plus, une dimension spatiakendélkow et al 1989].

Dans d'autres conditions réactives, les solutioss ngicrotubules adoptent un
comportement inhabituel pour un systémevitro. Ces solutions forment progressivement
des morphologies fortement organisées présentaist aleernances périodigues de
concentration [Papaseit 1998, Papaseit et al TR&8ny et al 2000] et d'orientation [Tabony
and Job 1992-a] des microtubules. Les nombreuge&riexces réalisées de 1990 a nos jours
ont montré que, contre toute attente, ces strustsmat des structures dissipatives [Tabony
and Job 1990], auto-organisées comme des struataré€sring et se comportent comme cela
est prédit par les théories évoquées précédemireninicrotubules s'auto-organisent par des
processus de réaction-diffusion [Papaseit 1998astap et al 1999, Tabony et al 2000].
Comme Kondepudi et Prigogine l'ont prédit pour $gstemes de réaction-diffusion, ces
solutions de microtubules s'auto-organisant pati@adiffusion, possédent des propriétés de
bifurcation [Tabony 1994, Tabony 1996-b] et sonis#igles a I'action de la gravité [Tabony
and Job 1992-b, Papaseit et al 2000, Tabony €(l-3, Glade and Tabony 2001, Tabony et
al 2002-a]. L'auto-organisation des microtubulesvitro constitue le premier exemple de
systeme biologique s'auto-organisant par des psasease réaction-diffusion dans un tube a
essai. Dans tous les cas, ces comportements (egdaaisation et oscillations) sont dissipatifs
car ils font intervenir la consommation permanetiémergie sous forme de GTP [Tabony and
Job 1990].

2.1.Les oscillations temporelles des solutions de midrudoules

Les oscillations temporelles de la concentratiomméerotubules ont été observées
vitro en suivant dans un spectrophotometre, la turbidit850 nm de solutions de
microtubules. Ces solutions ne contenaient que deduline purifiée a partir de cervelles de
bceuf et un tampon comprenant notamment du GTPysi@nse de régénération du GTP et du
magnésium. Durant environ un quart d'heure [Cadteal 1987] a une heure [Pirollet et al
1987], les solutions oscillantes de microtubulegsentent des variations périodiques de la
concentration en microtubules. La période des lasioihs est comprise entre une [Carlier et
al 1987] et dix [Pirollet et al 1987] minutes selt@s conditions et les écarts entre la

concentration maximale en microtubules (apres asisg®) et la concentration minimale
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(apres désassemblage) sont de I'ordre de 35 %i¢€Catlal 1987] a 90 % [Pirollet et al 1987]
du maximum de concentration mesuré. Les oscillatidisparaissent progressivement et la
solution se stabilise; la concentration en micrate$ atteint un plateau.

Ces solutions, quand on les observe présentenndeeds zones allongées concentrées
en microtubules se déplacant rapidement a dessegede l'ordre de 1 mm par minute et
traversant les échantillons de part en part comesevadgues [Mandelkow et al 1989]. Ces
vagues sont périodiguement remplacées par d’agtliese déplacent a la méme vitesse. Voila
un comportement qui rappelle fortement ce que dbserve dans la réaction de Belousov (cf.
section 3.2 du chapitre précédent) !

Plusieurs facteurs réactifs peuvent permettretdiafion d’oscillations temporelles
dans les solutions de microtubules. En particuliera été montré que la vitesse de
régénération de la tubuline-GTP a partir de la linBuGDP est un facteur critique : une
vitesse de régénération lente provoque des osmikat[Melki et al 1988]. Une forte
concentration en magnésium peut également permettee Le magnésium est un agent
augmentant la réactivité des microtubules (viteassemblage et de désassemblage) [Dustin
1984, Carlier et al 1987]. Pour obtenir des odailies, il semble falloir diminuer le rapport
entre la vitesse de régénération de la tubulifa edactivité des microtubules, c'est-a-dire le
rapport entre la vitesse a laquelle la tubulineresyclée et la vitesse a laquelle elle est
consommeée.

Au niveau moléculaire, la présence d’oscillatiomms les solutions microtubulaires
demande la synchronisation de l'activité¢ de I'engiemdes microtubules présents dans la
solution. Lors d’'une oscillation de la concentratidous les microtubules commencent par
s’'assembler en méme temps ; la tubuline-GTP egtaa@nt consommée et, quand elle vient
a manquer, tous les microtubules de la solutionedeent instables et se mettent a se
désassembler. Pendant ce temps, la tubuline-GC#ehes# par le fort désassemblage est
régénérée lentement. Un nouveau cycle peut alosmaencer. Si I'activité de I'ensemble
des microtubules n’était pas synchronisée, on meivepas apparaitre d’oscillations car la
moyenne des comportements individuels serait moeoto C'est dailleurs Ia
désynchronisation progressive des microtubules gQudvoque I'amortissement des

oscillations que I'on observe [Carlier et al 1987].
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2.2.Auto-organisation des solutions de microtubules

Dans d’autres conditions, ces mémes solutions aeotanbules peuvent adopter un
autre type de comportement. Ces solutions s’aujarisent progressivement en
morphologies macroscopiques présentant des alesapériodiques de concentration et
d’orientation des microtubules. Le processus dauganisation dure 5 heures environ, mais
la morphologie qui va se former est déterminéettiedans le processus, aux alentours de la
6°™ minute, par I'action de la gravité sur la solutia microtubules [Tabony and Job 1992-
b, Tabony 1994, Tabony 1996-b]. Une fois formées, morphologies restent stationnaires
tant que la solution ne tombe pas a cours d'un réestifs. En général, les solutions
contiennent suffisamment de GTP pour rester awgarosées durant 48 a 72 heures. Au-dela,
le milieu tombe en panne de GTP et la tubuline, egtiune protéine, fini par se degrader
progressivement.

Les conditions nécessaires a I'obtention de I'arfganisation sont trés proches de
celles qui aboutissent a des oscillations. Dansasecependant, la tubuline est régénérée tres
rapidement car on ajoute dans la solution soitxoe® de GTP (2 mM) soit un systeme de
régénération puissant a base d’Acétyle phosphat&eétate Kinase, ce, afin que la vitesse

d’échange du nucléotide sur la tubuline ne soi fiitante.

2.2.1.Description des morphologies microtubulaires autoganisées

Dans des cuves en verre rectangulaires de 4 cntrr X 1 mm, les morphologies
microtubulaires auto-organisées qui se forment soomposées de longues stries
macroscopiques de 0.5 mm de largeur (Figure 10)sttiation apparait lorsqu’on regarde
I'échantillon en lumiere polarisée (cf. Annexe 2.WUne alternance de bandes claires et de
bandes sombres trahit la forte orientation a 45184 ° des microtubules dans les stries
[Tabony and Job 1992-a]. Toujours en lumiére pséaj si I'on rajoute entre I'échantillon et
'analyseur une lame retardatrice placée a 45° par rapport a I'axe des polariseursgve la
dégénérescence d’orientation des microtubulesobserve ainsi une alternance de bandes de
couleur d'interférence jaune et de bandes bleues.hbandes bleues correspondent a une
orientation des microtubules a 45° (donc parall@lda lamel) et les bandes jaunes a une
orientation a 135° (perpendiculaird & La morphologie formée présente donc une alteman

de stries de microtubules orientés successivemébt puis a 135°.
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Figure 10. Morphologies microtubulaires auto-

organisées formées dans des cuves en verre del@Xkxl
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Une question importante était de savoir si, en glusnotif d'orientation, il y avait un
motif de concentration. En effet, la formation d'orotif de concentration est une des
caractéristiques essentielles des structures dmglubi les morphologies microtubulaires
sont obtenues par réaction-diffusion, elles doiwemhporter un motif de concentration. Deux
types d'expériences ont été faites dans ce sepagfia 1998, Papaseit et al 1999, Tabony et
al 2000]. Tout d'abord, des expériences de diffusie neutrons aux petits angles : un
balayage d'un échantillon de microtubules auto+usgs par un faisceau de neutrons a permis
d'obtenir par cette technique une visualisatiols &#icace du profil de concentration en
microtubules. Cette coupe de I'échantillon montre variation périodique de la concentration
en microtubules, alternant des zones de forte cwrat®n et des zones dont cette
concentration chute de 30 % environ. Chaque vanatie la concentration en microtubules
correspond au passage d'une strie d'orientaticautid. Cela a été ensuite renforcé par des
observations faites en fluorescence aprés marcg@gafique des microtubules au DAPI (cf.
Annexe 2.4). Encore une fois, ce motif strié rajgetlui que I'on obtient dans la réaction de
Belousov-Zhabotinski. Notons également que danddes cas, les conditions d’obtention de
motifs stationnaires sont tres proches de cellssdkitions oscillantes.

L’observation d’'une strie de 0.5 mm au microscapele I'existence d’autres niveaux
de striation [Tabony et al 2000]. On peut ainsiester a I'intérieur des stries de 0.5 mm, des
stries de 100 um de large dont le grand axe epepdiculaire au grand axe de la strie de 0.5
mm. A un plus fort grossissement, on peut encosemer une telle imbrication avec des
stries de 20 um, 5 um et 1 um (Figure 11). Les hmggies microtubulaires auto-organisées

sont donc des structures auto-semblables.
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Figure 11.L'auto-organisation se fait également a de petitelselles de distance. Les grandes stries
de 0.5 mm contiennent des petites stries imbrigaéegplusieurs niveaux. La photographie (A) prise
entre polariseurs circulaires croisés montre daes $tries de 400 um (a) des petites stries de 00 u
(b), 20um (c), 5 pm (d). A plus fort grossissen(&0x), la photographie (B) prise en DIC montre
également des stries de 1.5 um (e). L'imbricaties stries dans les stries, fait des morphologies
microtubulaires auto-organisées, des structureo-a@mblables, car, il est difficile de savoir geell
est I'échelle d'une strie sans disposer d'une eéfée d'échelle.

Selon les formes et dimensions des échantillomsitdés morphologies souvent striées

peuvent apparaitre.

2.2.2 Effet de la gravitation sur le développement desrptmlogies

Le motif qui se forme dépend aussi de la dispasitie I'échantillon par rapport a la
direction de la gravité [Tabony and Job 1992-blJafilla cuve rectangulaire est disposée de
facon verticale c'est-a-dire dans I'axe de la géava morphologie est composée d’'une série
de stries horizontales disposées les unes au-ddssuautres depuis le bas jusqu’en haut de
I'échantillon. Dans une cuve disposée a plat, doerpendiculaire a I'axe de la gravite, les
stries se développent de fagon concentrique paorapu centre de I'échantillon (Figure 10).

Kondepudi et Prigogine [Kondepudi and Prigogine1l38ndepudi 1982, Kondepudi
and Prigogine 1983] ont démontré mathématiquemeatles systémes de réaction-diffusion
étaient sensibles a la gravité parce qu'a un mopréosbce du processus d'auto-organisation,
ces systemes éloignés de I'équilibre pouvaienteptés une instabilité chimique et devenir

instables; en ce point d'instabilité, le moindrieteéxterne perturbe le systeme instable et le
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force a choisir une voie de développement (FigoreC@mme les solutions de microtubules
sont des structures dissipatives sensibles aofaate la gravité, il était possible qu'elles
possedent des propriétés de bifurcation. C'estteféeanent le cas [Tabony 1994, Tabony
1996-b]. L’échantillon n’est sensible qu'un coumstant a I'action de la gravité puisque la
morphologie qui va se former (stries horizontaleswies concentriques), est déterminée a un
moment précis, précoce dans le processus d’autmis@ion. Le motif futur est déterminé a
la 6™ minute du processus et si 'on change I'orientatite I'échantillon par rapport a la
gravité aprés cet instant, ce dernier conservedmaire de I'orientation qu'il avait & 1%
minute. Ceci a été montré grace a une expériemeplesi: 20 échantillons ont été préparés
dans des cuves de spectrophotomeétre (de 4 cm xxXLtlcmm) et numérotés de 1 a 20. Tous
ont été placés verticalement au méme moment enlireachaude a 37°C. Toutes les minutes,
un échantillon était basculé a I'horizontale (&)pldiéchantillon N°1 a la premiére minute, le
2°™ 3 la 2™ minute, et ainsi de suite jusqu'alf®ta la 26™ minute. Tous les échantillons
étant resté moins de 6 minutes a la verticalet{a'ere basculés horizontalement avant la
6émeminute) présentaient des morphologies en formeedees concentriques. Tous ceux qui
ont été basculés aprés '8minute présentaient des stries horizontales. Gmenbcritique
est corrélé a une instabilité chimique dans latiéaa’assemblage des microtubules qui se

produit a cet instant précis (Figure 12 A).
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Figure 12. La cinétique d'assemblage d'une solution de mitwdes peut étre suivie par densité
optiqgue a 350 nm (turbidimétrie). Dans les conditioappropriées, les microtubules s'auto-
organisent; leur cinétique d'assemblage présentesaline instabilité chimique (dit ‘'overshoot’) aux
alentours de la 8™ minute du processus (A). La réaction commenceupar phase d'assemblage
intense jusqu'a la®°minute. A ce moment |3, les microtubules devigrinstables et ils se mettent a

désassembler. Apres la phase de désassemblagententmtion en microtubules se stabilise
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progressivement. Si par contre on stabilise lesrahibules (taxol), la cinétique d'assemblage ne

présente plus 'd'overshoot' (B) et la solutiorsia@ito-organise pas.

Une fois le moment d'instabilité dépasse, la mdaafie est déterminée et devient
insensible a [l'action d'un quelconque champ extei®e un échantillon, développé
horizontalement pendant 8 minutes, est centrifug@ @ selon son grand axe (comme s'il était
vertical sous une pesanteur de 50 fois la gragit@stre), durant 10 minutes, la morphologie
qui se développe durant 5 heures est bien une mlogib horizontale (Figure 13). Bien
entendu, si cette opération est faite avant I'mstetique, la morphologie qui se forme est de
type vertical. Initialement cette expérience aesdt réalisée avec un tourne-disque en guise de

centrifugeuse, fournissant une accélération de @ [Tabony 1996 (a), Tabony 1996 (b)]

Figure 13. Effets de la centrifugation et détermination degphologies microtubulaires. Disposée a
plat, une solution de tubuline mise a assembles@3 1 g aboutit a la formation d'une morphologie
en cercles concentrigues (A). Si lI'on centrifugediution a 50 g, selon le grand axe de I'échaoniill

a partir du début de la réaction et durant 10 masjtune morphologie verticale se forme avec des
stries tres serrées et en grand nombre (B). Sidemtrifuge a 50 g durant 10 minutes, mais apres qu
la bifurcation ait eu lieu, la morphologie obtenapres 5 heures de développement, bien qu'un peu
déformée par la forte centrifugation, est une moipgie de type couchée (C). Apres linstant de
bifurcation, méme si aucune structure n'est encable, la morphologie future qu'adoptera

I'échantillon est déja déterminée.
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Ces expériences sont particulierement importactes,le fait que la solution posséde
des propriétés de bifurcation et qu'elle n'‘estibng la gravité qu'en cet instant précis (le
moment de 'l'overshoot’), signifie qu'il suffit xt@ser I'échantillon a une période d'apesanteur
couvrant tout juste ce point d'instabilité, poumpécher I'auto-organisation de se faire.

Une expérience embarquée dans une fusée sondegdade Spatiale Européenne I'a
confirmé [Papaseit et al 2000, Tabony et al 20012&lux séries de préparations dans des
cuves de spectrophotométre, placées dans le mtuedmostaté d'une fusée sonde, ont été
envoyées dans l'espace durant une quinzaine deewirua période d'apesanteur n'a duré que
13 minutes. Une série était dans un compartimemngoa |'apesanteur durant le vol, tandis
que l'autre était dans un compartiment centrifugé @ au cours du vol. La réaction n'a
commencé qu'une fois le module en apesanteurctemtllions a 4°C n'ayant été réchauffés a
35°C qu'une fois le module en apesanteur. Au regauterre, les échantillons ont continué a
se développer au chaud et ont été analysés apregrés. Les échantillons en apesanteur ne
s'étaient pas organisés, tandis que les échanpilbaés dans la centrifugeuse a 1g embarquée
présentaient des morphologies ‘terrestres' toaftanérmales (cf. Figure 23). Notons que la
période d'apesanteur ne faisait que couvrir lefgges premieres minutes de la réaction avec
le moment d'instabilité, non pas tout le développeindes échantillons. Un autre point
important est que, lors de la traversée de I'atimrgpau retour du module, les échantillons
ont subit d'intenses vibrations (environ 50 g) durd minute; cela n'a pas pour autant

déclenché l'auto-organisation des solutions enaaypesr.

2.2.3.L'auto-organisation des microtubules est due a geecessus de réaction-diffusion

Plusieurs expériences montrent que le phénoméenaitodaganisation des
microtubules n'est pas di a des interactions segigntre les microtubules comme dans les
cristaux liquides. L'auto-organisation des microfes est la conséquence de processus de
réaction et de diffusion couplés comme dans uresystde Turing. Citons quelques-unes de
ces expériences visant a déterminer l'importance tdeames réactifs et de la diffusion
moléculaire dans ce phénomene [Papaseit 1998, &aphal 1999, Tabony et al 2000] :

Une expérience faite en diffusion de neutrons aetigpangles et ciblant une petite
zone d'une préparation au cours de son auto-oajamsa montré que la formation des stries
passait par un processus durant lequel les miant#slassemblés et orientés se désassemblent

partiellement, puis se réassemblent en changeargrdation.



50

D'autres expériences plus simples ont été faitesmtordent toutes pour dire que ce
systeme s'auto-organise par des processus deoréddfusion.

Une expérience tres simple consiste a placer as&Csolution de microtubules auto-
organisée, puis a la réchauffer & nouveau a 35°€CA les microtubules se désassemblent et
la structure disparait. Lorsqu'on la réchauffe aveau, une nouvelle structure se forme. La
température contrble I'assemblage des microtubuless ne s'assemblent pas a 4°C. Cette
expeérience prouve que l'auto-organisation est wineent dépendante de l'assemblage des
microtubules.

La réactivité des microtubules est liee a la temjpee. Si I'on chauffe a 40°C, l'auto-
organisation se fait plus vite et la dissipationdrgie augmente considérablement.
Inversement, des préparations placées a 30°C ®agaidisent mal et surtout se développent
trés lentement. A cette température, la dissipatiénergie est moindre [Tabony 1994].

Lorsqu'on détruit l'organisation en mélangeant sokition de microtubules déja
organisée et qu'on laisse la réaction se pours@ives°C, une certaine réorganisation de
I'échantillon apparait progressivement. Cela peatfare parce que la réactivité des
microtubules continue. En effet, si lorsqu'on mgkama solution organisée, on rajoute, en
plus, une substance modifiant leur réactivité,akoka 45 uM, la solution reste désorganisée.
Le taxol stabilise les microtubules et empéche sassemblage. Les microtubules ainsi
stabilisés, ne peuvent plus se réorganiser ene eu

Au lieu de stabiliser les microtubules, on peutraegter leur réactivité en ajoutant du
magneésium. Dans ce cas, des concentrations crtassde magnésium (2 a 10 mM de
magnésium contre 1 mM habituellement) inhibentadmih croissante I'auto-organisation. A 5
mM de magnésium, l'auto-organisation a pratiquerdéjit disparu.

Il apparait donc évident que l'auto-organisatidrliés a la réactivité de la solution de
microtubules. Il est par contre plus difficile déterminer expérimentalement si la diffusion
de la tubuline libre joue un réle. C'est, ne I'oad pas, un critére obligatoire pour qualifier
les morphologies microtubulaires de systeme de Typimg.

Des expériences ont quand méme pu étre faitesgiduer la diffusion moléculaire.
Dans le processus d'auto-organisation, la diffusis la tubuline libre assure la
communication entre les microtubules donc la symmisation dans le temps et dans I'espace
de leur réactivité. En augmentant la viscositéadeolution, on peut réduire considérablement
la diffusion de ces molécules. Cela peut étrediaigélifiant la solution avec de l'agarose a 0.1

% ou en ajoutant une grosse molécule, le Ficoll 408 %, qui ralentit la diffusion
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moléculaire. Dans ce cas on observe avec la dimmute la diffusion, la perte de l'auto-
organisation.

Il reste que cette sensibilité des solutions deotibules vis-a-vis de la gravité, a un
moment d'instabilité chimique précoce dans le @®gg, est encore une caractéristique des
systemes de type 'Turing'. Lorsque l'instabilitémegue ne se fait pas au cours de la réaction
(en stabilisant les microtubules), I'auto-orgammsan’a pas lieu (Figure 12B).

En commencant cette étude, nous savions déjaapte-brganisation des solutions de
microtubules était due a des processus dissipd#efsréaction-diffusion. Il restait a en
déterminer les fondements moléculaires, c'est&-dir comprendre ce processus, dont
I'aboutissement est macroscopique, en termes detotcles individuels, s'auto-organisant
entre eux par des processus de réaction-diffu§ieta nécessite tout d'abord de connaitre le

comportement individuel des microtubules et, quspst, de leur cinétique réactionnelle.

3. La dynamique réactionnelle des microtubules individels

Un microtubule se forme par assemblage successiflit@res de tubuline-GTP.
Durant cette réaction, I'hydrolyse du GTP en GDirih I'énergie nécessaire a I'assemblage
de la tubuline. Une fois qu'un microtubule est férna réaction se poursuit & ses deux
extrémités par ajout de tubuline-GTP (assemblage) par rejet de tubuline-GDP
(désassemblage). La tubuline inactive ou tubuliDdR@ui est rejetée, peut étre régénérée en
tubuline active (tubuline-GTP), par simple échamye GDP lié a la tubuline avec une
molécule libre de GTP. La tubuline, ainsi régénémgeut étre utilisée a nouveau dans
l'assemblage d'un microtubule. C'est ainsi quiln@ consommation permanente d'énergie

chimique dans le systeme. Les solutions de mictdésbsont donc dissipatives.

Les microtubules sont des structures dynamigusspassent leur temps a s'assembler
ou a se désassembler. En conséquence, leur duvée mleut étre trés longue pour certains et
ephémere pour d’autres. Ces deux réactions neodeipent qu'au niveau de leurs extrémités.
Bien que les deux extrémités d'un microtubule aiewet réactivité différente, elles sont toutes
les deux capables d'assemblage et de désassemRlagelénote cependant une nette
préférence d'une extrémité nommée extrémité ‘p@sjtia croitre par assemblage,
consommant localement de la tubuline-GTP, tandis Bautre a davantage tendance a

décroitre par désassemblage, libérant localemelat tdéuline-GDP.
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Le probleme de la cinétique des microtubules ragtesimple si les réactions
d'assemblage et de désassemblage de la tubulifeesagent de facon linéaire, c'est-a-dire
proportionnellement aux concentrations locales dectifs. L'ensemble des observations
expérimentales qui ont été faites sur les micrdegmontre que ce n'est pas le cas.

Selon les conditions réactives dans lesquelles reeveént les solutions de
microtubules, on peut observer des comportemedigiduels différents.

Dans l'un de ces comportements caractéristiquesmngotireadmilling' [Margolis et
Wilson 1978], les microtubules, une fois formésassémblent continuellement d'une
extrémité tandis qu'ils se désassemblent de l'auttes vitesses semblables. L'assemblage a
une extrémité et le désassemblage a l'autre ex&énduit le mouvement du microtubule.
Précisons toutefois, qu'en fait, si I'entité gus lhomme microtubule semble se 'déplacer
dans la solution, la tubuline qui s’assemble emfoie microtubule ne se déplace pas elle-
méme. Elle reste a I'endroit de la solution ou ali&té assemblée, ne faisant que passer d'un
état libre a un état associé au microtubule qusgasans pour autant se déplacer. Nous
Vverrons que ce comportement caractéristiqgue eshtiska l'auto-organisation spatiale de la

population de microtubules (Figure 14).

Sens de
Désassemblage de Migration Assemblage de
la Tubuline-GDP - la Tubuline-GTF

Figure 14.Ce schéma illustre le phénoméne de treadmillingjer@actionnel fréquemment adopté
par les microtubules. Dans ce phénoméne, la tubudiassemble a une extrémité et se désassemble de
l'autre. Si I'entité 'microtubule’ avance, la tulmé qui le compose ne se déplace pas elle-méme,

comme le montre la zone de tubuline marquée en noir

Dans d'autres conditions, l'observation directe ndierotubules individuels peut
montrer un comportement d'aspect stochastique :nhiesotubules alternent d'une fagon
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aléatoire des phases d'élongation et de raccoencesd, de rapidité et de durée variable. Ce
comportement ainsi nommé 'instabilité dynamiquet¢Mson and Kirschner 1984] révele la
dynamique non linéaire des microtubules individuélse erreur trop souvent faite est de
considérer que ce comportement stochastique esis@éfue aux microtubules, c'est-a-dire
que les passages rapides d'une phase de croisaamnce phase de décroissance, et
inversement, se produisent de facon aléatoire augreités [Holy and Leibler 1994, Odde et
al 1995]. C'est en oublier la dimension spatiaolis pensons que le comportement d'un
microtubule individuel est déterministe et non &mé, car il parait difficile de concevoir
gu'une population d'objets se comportant de mamiéatoire puisse agir de facon concertée
et faire émerger de l'ordre et des formes. Lesgdraents brutaux de phase réactive sont dus
au fait que les extrémités des microtubules exptotsmn milieu dont la concentration en
réactifs, en l'occurrence la tubuline-GTP et lautute-GDP, varie en tout point de I'espace.
C'est la réponse non linéaire des extrémités rémctux variations de concentration des
réactifs qui provoque ces changements. Par exerophesidérons un microtubule évoluant
dans une solution contenant de la tubuline librd'&itres microtubules. Lorsqu'une de ses
extrémités passe dans une zone contenant une padgertion de tubuline-GTP, ce qui peux
survenir quand plusieurs microtubules consommeitd tigbuline-GTP au méme endroit de la
solution, elle se trouve dans des conditions d'abkaye tres défavorables et peut se mettre a
se désassembler brutalement. Inversement, si ureneté, a force de se désassembler, finit
par se retrouver dans une zone riche en tubulin@;Gdn désassemblage peut s'arréter net et
son assemblage commencer.

Quelle est l'origine de la non linéarité de leuéaations ? En ce qui concerne
I'assemblage, la non linéarité provient essentigfiet du fait que I'extrémité en croissance
traverse un milieu dont les concentrations en tnbuGTP et en tubuline-GDP sont sans
cesse changeantes. La tubuline-GTP favorise I'asisg®. La forme inactive de la tubuline,
la tubuline-GDP entre en compétition avec la tule#GTP et peut ralentir, voire empécher
'assemblage du microtubule [Martin et al 1993, Werandelaere et al 1995]. Le
désassemblage d’'un microtubule est plus complelensemble des études faites sur la
cinétique microtubulaire s’accordent pour dire tggemicrotubules sont la plupart du temps
protégés du désassemblage par une couche pratedtritubuline active a leurs extrémités,
une ‘cape’ de tubuline-GTP, intrinséque au micratab[Carlier and Pantaloni 1981,
Mitchison and Kirschner 1984, Chen and Hill 1985alkér et al 1989, Caplow and Shanks
1995]. Effectivement, le désassemblage efficacetuotubule passe, avant, par I'absence de

tubuline-GTP a son extrémité, comme cela a été magoar utilisation d'analogues non-
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hydrolysables du GTP [Weisenberg and Deery 197&[fidure 15 montre une représentation

schématique d'une extrémité d'un microtubule.

Extrémité Tubuline-GTP assemblée
Croissante a I'extrémité croissante
(Cape protectrice)
Corps du microtubule
formé de Tubuline-GDP
Extrémité

Tubuline-GDP libre
provenant du microtubule

\
:f% & cn train de se désassembler

Décroissante P

Figure 15. Schéma de l'extrémité d'un microtubule. Dans leglitions favorables, I'extrémité d'un
microtubule posséde une petite portion de tubuBd?, la ‘cape' (en bleu), qui s'hydrolyse
progressivement en tubuline-GDP formant le 'comhs' microtubule (en violet). Cette portion de
tubuline-GTP prévient le microtubule d'un désasdag® brutal. Si cette portion est absente,
I'extrémité du microtubule n'est plus protégéeeemicrotubule peut se désassembler rapidement en

tubuline-GDP libre (en rouge). Celle-ci est régé&eensuite en tubuline-GTP (en vert).

Lorsque I'extrémité d’un microtubule croit, une session de molécules de tubuline-
GTP (active) est ajoutée. Le GTP du complexe tabuBTP n’est pas hydrolysé
immédiatement. Sa vitesse d’hydrolyse peut, er,eff@vérer plus lente que la vitesse d’ajout
des dimeres de tubuline-GTP. Il en résulte une raatation de quelques molécules de
tubuline-GTP a I'extrémité du microtubule. La tubeltGTP se désassemble moins vite que
la tubuline-GDP, donc, quand I'extrémité d’un mictmule se trouve dans une zone contenant
tres peu de tubuline-GTP, son désassemblage dsird'&rés lent jusqu’a ce que la portion
protectrice de tubuline-GTP ait été convertie emulime-GDP, forme qui compose
majoritairement le microtubule. Il existe plusielrgpothéses quant au réel aspect de ces
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capes de tubuline. Certaines études concluentelodgueurs de capes extrémement courtes,
voire constituées d'une seule molécule de tubuBr&. D’autres, au contraire, penchent

pour des capes de longueur variable, pouvant &tpmrtantes, donc pouvant assurer une
protection plus longue. Il N’y a actuellement emcaucun consensus sur ce point.

Bien entendu, une description rigoureuse est entmre de voir le jour, car le
comportement individuel réel des microtubules edtéenement difficile a définir. Leur
observation au niveau individuel en est la prin@plamitation, ceci pour deux raisons :
d'abord les microtubules sont d'une échelle narmomét donc hors de portée des
microscopes optiques, ensuite parce qu'il estcddfid'observer un microtubule dans une
population dense et parce que, quand on en isolgamndilution), on le place dans des
conditions réactives différentes. C’est pour cedfeon qu'il existe une pléthore d’hypothéses
et de modeles différents, parfois contradictoires aujet.

Lors de la description des cinétiques réactioesetle notre modele, ces éléments

seront repris et davantage détaillés.
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Chapitre 1 -Mouvements de particules subcellulaires induits pauto-

organisation des microtubules

Une trés importante partie des activités cellutaiest liée aux mouvements de
particules subcellulaires, telles que des orgamiteges vésicules lipidiques. Le transport de
vésicules est essentiel aux activités cellulaitas,il permet d'amener des métabolites ou des
produits de synthése d'un endroit précis de lauleela un autre compartiment. Il est
maintenant bien reconnu que ce transport de phesicast lié au cytosquelette et, en
particulier, au réseau de microtubules. Par exentjales les neurones, on peut observer un
véritable flux de vésicules contenant des neurstratteurs depuis le soma jusqu'a la
terminaison neuronale [Nixon 1998].

Un autre aspect important est que ces vésiculeg wirigent pas au hasard et ne sont
pas distribuées au hasard dans les cellules. ld&pisicements sont dirigés vers des zones
précises de la cellule. Par des marquages on [ieatieement suivre des vésicules et on
observe un ensemble de flux ordonnés de vésicales ld cellule. On peut en outre constater
dans certains cas que ces particules sont ségréggescumulent dans a des endroits précis,
ceci étant lié a des déplacements induits par lesotabules. On peut bien évidemment citer
le cas bien connu de la ségrégation des chromossunds fuseau mitotique dans la cellule
en anaphase, c'est-a-dire au cours de la diviseblmlaire. Un autre exemple concerne
'accumulation progressive de vésicules lipidiquess les cellules végétales en voie de
division, sur une zone plane constituant la futséparation de la cellule mere en cellules
filles [Pickett-Heaps and Northcote 1966, Albeitslel983].

L'explication donnée couramment, concernant lesuveiments de particules
subcellulaires liés au cytosquelette dans les lesllvivantes, est fondée sur l'existence de
moteurs moléculaires. Les moteurs moléculaires édt identifies comme étant des
macromolécules capables de modifier leur structmreénydrolysant du GTP. lIs font partie
d'une famille de molécules capables de se fixer cgtosquelette, notamment aux
microtubules. En consommant en permanence du A¥Ppeuvent se déplacer sur les
microtubules en alternant des phases de fixatiateaelachement du support. Des moteurs
moléculaires comme la kinésine ou la dynéine omtolssibilité de véhiculer des vésicules le
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long des microtubules en se fixant, d'un coté,@&wésicule et, de l'autre, au microtubule. Ce
sont également des molécules associées d'un typdad®es qui sont supposées ordonner le

cytosquelette microtubulaire dans les cellulesviga.

Dans les cellules vivantes, en plus de s'orggrsemicrotubules contrdlent la plupart
des phénomeénes de transport (vésicules, chromosomessorsqu'en 1990, J. Tabony et D.
Job ont montré que des préparations ne contenantigla tubuline parfaitement purifiée et
du GTP étaient capables de s'auto-organiser sansa@iécules associées, ils prouvaient que
l'auto-organisation était une propriété émergeri® gbpulations de microtubules. Dans les
années qui ont suivi, il est apparu possible qujprpriété émergente associée a l'auto-
organisation et a la formation d'ondes de conckotraen microtubules puisse étre le
déplacement et méme I'ordonnancement de particiéesjuelque type que ce soit, comme
des vésicules lipidiques, noyaux cellulaires, biltee polystyréne inerte... (Communication
privée (c)). Des expériences préliminaires ont eélisées en ajoutant des billes de
polystyréne dans les solutions de microtubulesa #t¢é montré que les billes bougeaient
uniquement au cours de l'auto-organisation. lléacdtservé que les billes commencaient a
bouger au début de l'auto-organisation, qu'elledémacaient d'une maniere ni aléatoire, ni
liée a de l'agitation thermique, que leur trajeetosuivait la direction d'orientation des
microtubules et qu'enfin, elles ralentissaient poeiplus bouger une fois l'auto-organisation

des microtubules terminée (Communication privég (d)

Nous avons montré que des billes de polystyréngemgSigma] pouvaient non
seulement se déplacer de facon ordonnée, maiségaie'auto-organiser dans des solutions
de microtubulesn vitro capables de s'auto-organiser. En plus d'une étudiaiive, nous
avons fait un grand nombre de mesures pour quamt phénomene. Ces solutions ne
comportaient aucun moteur moléculaire. Sans reenettr question I'existence des moteurs
moléculaires et leurs fonctions, il se pourraitnbigue les mouvements de particules
uniquement induits par l'auto-organisation des aotityules constituent un mécanisme
fondamental présent dans les cellules. Les motew&culaires dans un tel contexte
constitueraient une spécialisation ultérieure dahiiles pour un contréle fin des transports

vésiculaires.

Les expériences que nous avons faites consistaiesmjputer a nos solutions de

tubuline et de GTP, des billes de polystyrene genlde diamétre, biochimiquement inertes.
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Les solutions d'un volume de 200 pl étaient misemssembler dans les cuves en verre
couramment utilisées (4 cm x 1 cm x 1mm), placéaszbntalement sous l'objectif du
microscope dans un support thermostaté chauffait@. Nous avons filmé les mouvements
des billes en méme temps que l'auto-organisatisnrderotubules en prenant des images de
I'échantillon a des intervalles réguliers de 3 sdes. Les observations ont été faites en
polarisation croisée en intercalant une lame ratame A'. En utilisant l'objectif de
grossissement 20x on identifie sans peine lessbillee a une et on peut suivre l'auto-
organisation sur un champ de vue assez large ten@00 pum x 420 um (cf. Annexe 2).
Apres chaque expérience, une quarantaine de billE® suivie sur chaque enregistrement.
Leurs trajectoires ont été tracées en portant leosgions sur des feuilles transparentes a des
intervalles réguliers de 10 minutes. A partir de tajectoires, les mouvements des billes ont
été quantifiés: leur vitesse et leur accélératidiffarentes périodes de l'auto-organisation ont
été calculées. Ce travail est trés long et fastidiet a exigé un grand nombre d'expériences
répétées de nombreuses fois.

D'autres expériences et observations ont été faves des méthodes différentes,

notamment pour I'observation des morphologies atganisées de particules.

A. Le mouvement des billes de polystyréne est li@at-organisation des
microtubules

Lorsque I'on met a assembler, a 37°C, dans une enweerre disposée a plat, une
solution de tubuline contenant 10 mg'mile tubuline, 2mM de GTP et des billes de
polystyrene de 1 um de diametre [Sigma - d], onstaia que la solution s'auto-organise
normalement en morphologie '‘couchée’ et que léssksk déplacent d'une maniére ordonnée.
Le fait que les billes se déplacent d'une facomipst pas aléatoire et qu'elle ne bougent plus
lorsque l'auto-organisation est terminée indiques deur mouvement est lié a l'auto-
organisation des microtubules. Cela peut étre ieéeifi ajoutant des réactifs qui empéchent
l'auto-organisation de se faire mais qui n'empécpan la formation des microtubules, par
exemple du magnésium a 10 mM ou du Taxol. Dansasglassemblage des microtubules se
fait mais il n'y a ni organisation des microtubuleise moindre mouvement de bille.

Au vu d'une telle observation, sachant que latswluest exempte de moteurs
moléculaires et que les billes sont inertes vissades microtubules (aucune interaction

chimique), on peut alors s'interroger sur les pses qui gouvernent le mouvement des



60

billes. Il est connu que les microtubules isolésveat générer une force de poussée sur des
objets inertes [Roberts and Hyams 1979, Hill 198il and Kirschner 1982]. D'autres
mécanismes sont pourtant a envisager, en partidaelifait que des ondes de concentration
puisse déplacer des objets inertes. Ceci est cenmhysique : des ondes de concentration
peuvent déplacer des objets inertes. Dans |'étuditafive et quantitative qui suit, nous nous
attachons a montrer que ce processus est effeaitedirectement lié a l'auto-organisation

des microtubules.

1. Description du mouvement des billes au cours de l#@o-organisation microtubulaire

D'une facon générale, si I'on prépare une solu®tubuline & 10 mg.mlavec 2 mM
de GTP et des particules comme des billes de podyst, et qu'on met cette préparation a
assembler en position horizontale sous microscope/a pouvoir suivre l'auto-organisation
des microtubules (en stries concentriques) et msvements des particules.

Si la solution s'assemble et s'organise corregienadors les particules se déplacent
dans I'échantillon de fagon ordonnée durant legesus d'auto-organisation.

Au début du processus, les microtubules s'assemivlais les billes ne bougent pas.
Aprés le point de bifurcation du systéme, aux alerst de la 8" minute, les microtubules
commencent leur auto-organisation et de la birgémnte apparait. Le mouvement ordonné
des billes commence aux alentours de "finute. Au début, la vitesse des billes est trés
lente, puis elles accélerent peu a peu jusqu'mdteeleur vitesse maximale de I'ordre de 5

pum.min® aprés environ une heure et demi & 37°C. Ensuite Hiles ralentissent

progressivement et s'arrétent quand I'auto-orgamimsast enfin complete (Figure 16).
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Figure 16.Evolution de la vitesse moyenne de déplacemeng diilie au cours du temps. La vitesse
de la bille augmente progressivement & partir d@0&'® minute et elle est maximale au bout de 1h30.

Ensuite, elle diminue lentement pour s'arréter ci@temnent une fois I'organisation terminée.

On peut vérifier cela en se mettant dans des dondittelles qu'on n‘empéche pas
I'assemblage des microtubules mais uniquementalgia-organisation. En utilisant du Taxol
a 45 uM [Tabony et al 2000], une molécule qui s$isdbies microtubules formés, on inhibe la
formation des structures auto-organisées. De mé&nen ajoute aux préparations du
magnésium. Le magnésium empéche les microtubulédialeguer' entre eux correctement
en augmentant la réactivité des microtubules. Wreentration en magnésium de 10 mM
suffit a inhiber completement l'auto-organisatioas dmicrotubules sans empécher leur
assemblage. Dans ces conditions, les billes neépaaknt pas du tout. Dans un simple

tampon ne contenant pas de microtubules, les Inilese déplacent pas non plus.



62

C

Figure 17. Déplacement de particules colloidales durant I'aotganisation des microtubules. Ces
photographies ont été prises en biréfringence awvecompensateur de longueur d'onld différents
instants au cours du processus d'auto-organisat{gy;a 20 min, (B) a 40 min, (C) a 60 min, (D) a 5
heures. Les nombreux points noirs que l'on peut sont des billes de polystyréne de 1 um de
diametre. Certaines d'entre elles, ainsi que lewagectoires, ont été colorées. Durant la premiéere
heure de l'auto-organisation, les particules se ldépnt dans la méme direction, selon l'axe des

microtubules. Quand les microtubules se réorganjdardirection des billes change en conséquence.

Un argument supplémentaire qui sera développé Eaparagraphd3, est que les
billes elles-mémes finissent par s'auto-organiseure motif strié superposable au motif strié
des microtubules. Il est ainsi difficile de concevque la formation de ces deux motifs ne soit

pas intimement liée.

2. Quelle est I'origine du mouvement ?

Le fait que le mouvement des particules soit li@@éto-organisation des microtubules
n'en donne pas pour autant le mécanisme. Nous adoms effectué toute une batterie
d'expérience vitro, a la fois pour quantifier le mouvement des paltis et pour éliminer
un certain nombre d'hypothéses. Cette étude gativtitdonne de précieux renseignements

qguant au mécanisme impliqué.
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2.1.L'influence du type de particule, une possibilité dnteraction avec les microtubules?

On peut d'entrée de jeu éliminer I'hypothése dimteraction spécifique entre les
billes et les microtubules. Tout d'abord les billess polystyrene sont chimiquement inertes,
ensuite le mouvement des particules induit patd-auganisation des microtubules ne se
limite pas aux billes de polystyréne et fonctionres bien avec d'autres types de particules
comme des particules métalliques de taille semblggigma - b].

2.2.Les déplacements ne sont pas la conséquence de mmdénes de convection

Parmi les mécanismes envisageables, des flux dieunpourraient naitre de
phénomenes convectifs et entrainer les particules.

Des expériences antérieures, faites au laboratawaient déja montré, a l'aide de
colorants, que l'auto-organisation n'était pas @wkes phénomenes de convection [Tabony
and Job 1992-b]. Les solutions de microtubulesrnaBk®s sont trés visqueuses et rendent
difficile I'apparition de phénomeénes de convectioeur viscosité a été mesurée et elle est de
I'ordre de 5000 poises [Buxbaum et al 1987].

Une expérience permet toutefois de s’assurer quéesepas le cas en ce qui concerne
le mouvement des billes. Un échantillon constite@edux parties différentes a été prépare. La
partie basse de I'échantillon contient de la tuirith 10mg.mt et 2 mM de GTP ; la partie
haute de la tubuline & 10mg:mi2 mM de GTP, des billes en concentration suffsaour
une observation aisée ainsi qu'un traceur fluoreas®® M de rhodamine. La rhodamine est
un traceur ne fixant aucun des composants prédants la solution. Elle sert ici a tracer le
milieu, c'est-a-dire le milieu constitué des molésuibres de diffusion.

L'expérience consistait a regarder le comporterdestbilles au niveau de l'interface
entre les deux parties de la cuve décrites précdsert) et de veérifier avec la rhodamine que
ni l'auto-organisation, ni d'autres phénomenes cerdenla convection, ne donnent lieu a des
mouvements du milieu qui induiraient le déplacenuss particules.

L'interface a été suivie au microscope en fluoeese pour observer I'évolution des
fronts de concentration en rhodamine et en fond pmir suivre le front de déplacement des
billes. Des photographies de linterface ont étésgs en fond noir et en fluorescence

rhodamine & partir de la Y% minute & des intervalles de temps réguliers dmiddtes.



64

A la quinzieme minute apres avoir mis I'échantillbassembler a 35°C, l'interface est
uniforme quelle que soit la méthode d'observatlan.répartition des billes est homogéne
dans la partie haute de I'échantillon. Tres rapa@mon observe une déformation de
I'interface et peu a peu des invaginations de tdephaute pénetrent dans la partie basse de
I'échantillon. Ceci peut étre vu en suivant lesebilen fond noir. En revanche, le profil de
diffusion de la rhodamine reste uniforme, sans g d'invagination dans l'interface.
Quand la morphologie de I'échantillon est enfimieée, les invaginations persistent (Figure

18). Ce résultat indique qu'il n'y a pas de flapidiens déplacant les billes dans la solution.

Figure 18. Photographies d'une zone de l'interface réaliséesdane solution de microtubules & 10
mg.ml* de tubuline et 2 mM de GTP. La partie gaucheideetface (haut de la cuve) contient en plus
95 uM de rhodamine et des billes de 1 um de di@mEm (A), les photographies faites en fond noir
montrent la distribution des billes. En (B), on peair le profil de rhodamine vu par fluorescence.
Ces photos ont été prises au début (1)(20 minuets la fin (I1)(5 heures) de l'auto-organisaticdn

voit que les billes traversent l'interface selors devaginations. Par contre, la rhodamine diffuse
progressivement depuis l'interface de fagon unieorndiquant que les billes ne se déplacent pas a

cause de mouvements liquidiens dus a de la coowecti
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2.3.Etude quantitative du mouvement des billes de polygéne

L'enregistrement de la trajectoire des billes aurs@u temps permet non seulement
de connaitre leur direction en fonction des dimedides microtubules, mais également de
quantifier ce mouvement. Une telle étude indiquesdguelle mesure le mouvement des billes
est lié a la réactivité de la solution de microfebwet & d'autres facteurs comme le diametre
des patrticules. La réactivité de la solution pdte éhangée en utilisant des concentrations
différentes de tubuline ; plus la concentrationtelnuline est élevée plus la réactivité du
systeme augmente. De méme, si on augmente la temedans des limites raisonnables
pour un échantillon biologique. Lorsque la réatfividu systéme est augmentée, les
morphologies se développent plus vite et ellesuordispect tres travaillé avec des stries plus
resserrées et plus biréfringentes. Au contraire,osi diminue la température ou la
concentration de tubuline, l'auto-organisationasenhoins bien et moins rapidement.

Dans les trois types d'expériences suivantes, aooss tracé la trajectoire d'une
trentaine de billes dans chaque échantillon et,r pthaque bille, nous avons mesuré
I'évolution de la vitesse instantanée au coursedups. La moyenne des vitesses des billes
ainsi que leur écart type ont été ensuite calqubés chaque expérience. Chaque expérience a
été doublée. De ces données ont été notammenitext@s types de valeur : la vitesse
maximale des billes, I'accélération maximale d#edjiet la durée de réaction nécessaire pour
que les billes atteignent leur vitesse maximaleéspe début de la réaction. Ce sont ces deux
dernieres valeurs qui sont les plus significatites vitesse maximale atteinte par les billes,
telle qu'elle a été mesurée, est difficile & cemrélhvec les différentes conditions d'expérience.

On peut, nous le verrons, avec de tels résuléafaie une bonne idée sur l'origine du

mouvement des particules.

2.3.1.Vitesse des billes en fonction de la température

L'auto-organisation des solutions de microtubules fait dans les conditions
habituelles a 35°C. Cependant elle peut aussiise dales températures plus faibles ou plus
élevées. A 30°C, l'auto-organisation est moins bagintres lente, alors qu'elle est beaucoup
plus rapide a 40°C. Nous avons reéalisé les mesdegsites précédemment a trois
températures différentes, c'est-a-dire a 30°C,°& & a 40°C.

Comme on pouvait s'y attendre, un tel changememteainfluence importante sur le

comportement des particules. Le maximum de vitested'autant plus vite atteint que la
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température est élevée : de presque 4 heures a@fCatteindre la vitesse maximale de
déplacement, on passe a 1 h 40 a 35°C et a 40 eniguiand on est a 40°C. Cela est en
accord avec le fait que la durée nécessaire @{@ganisation des échantillons est fortement
diminuée avec l'augmentation de la températureplDg, la vitesse maximale qu'atteignent
les billes est multipliée par un facteur d'envi@h fois entre 30°C et 40°C. Cependant, ce
maximum n'augmente pas fortement entre 35°C et.408Ci est visiblement di au fait que la
vitesse maximale est trés vite atteinte a 40°C¢ awe trés forte accélération dés le début de
la réaction. De ce fait, il est plus intéressantreigarder la vitesse qu'ont les billes a un
moment fixe pour les trois cas différents. Nousrasvmesureé les vitesses des billes durant
leur phase d'accélération, c'est-a-dire apres #Qtes. Dans ce cas, on voit que la vitesse des
billes augmente fortement avec la température gpioa passe de 0.1 pm.ilia 30°C a 7
pum.min* & 40°C.

Ces résultats concordent avec le fait qu'une antatien de la température augmente
la réactivité du systéme que l'on peut associer Eveonsommation d'énergie chimique (dans
notre cas, le GTP) dans la solution de microtubdlabony 1994].

TABLE 1. Vitesse du mouvement de billes en polystyréne gemlde diametre apres 40
minutes ; Durée de la réaction nécessaire poumndtte la vitesse maximale des billes ;
Accélération des billes ; en fonction de la tempéed'assemblage des microtubules ou de la
réactivité (consommation de GTP mesurée par RMN¢hg 1994]) pour une concentration

en tubuline de 10 mg.ml

Température °C 30 35 40
Vitesse des particules aprés 40 minutes (um'min0.1 3 7
Durée jusqu'au maximum de vitesse (min) 220 100 40
Accélération des billes (nm.mfh 1 75 | 176
Vitesse de consommation du GTP (UM ®)in 8 16 -

2.3.2.Influence de la concentration en tubuline sur lateisse des billes.

La réactivité de la solution de microtubules augmmesussi avec la concentration

initiale de tubuline, comme cela peut étre encor fois montré en suivant la consommation
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d'énergie chimique (Communication privée (e)). tdanrganisation est meilleure et plus
rapide pour des concentrations élevées de tubuline.
Dans cette expérience, le comportement des pladicast analogue a celui de
I'expérience précédente. Ainsi, la vitesse descpdes est multipliée par 7 entre 6 mg neit
22 mg.mt*. De plus, lorsqu'on passe d'une concentration mhg.él* & 22 mg.mif, la durée
nécessaire pour atteindre la vitesse maximaleitles passe de 2 h a 50 minutes seulement.
Augmenter la concentration en tubuline aboutit @&mm résultat qu'une augmentation

de la température. Dans les deux cas, cela prowaggiaugmentation de la réactivité.

TABLE 2. Vitesse du mouvement de billes en polystyréne gemlde diamétre aprés 40
minutes ; Durée de la réaction nécessaire poumdite la vitesse maximale des billes ;
Accélération des billes ; en fonction de la condian en ou de la réactivité (consommation

de GTP mesurée par RMN (Communication privée @Vr une température d'assemblage

de 35°C.

Concentration en tubuline (mg h)! 6 10 14 22
Vitesse des particules aprés 40 minutes (ummin 1 3 6 7.1
Durée jusqu'au maximum de vitesse (min) 120 100 630
Accélération des billes (nm.mif 22 |75 |150]| 177
Vitesse de consommation du GTP (UM ®)in 11 16 23 51

2.3.3.Influence du diamétre des billes.

La reactivité des solutions de microtubules, emé&de consommation du GTP, est un
reflet de I'ensemble des réactions de consommeéada tubuline, a savoir 'assemblage de la
tubuline sous forme de microtubules, en particudigrant leur élongation. Etant donné que le
mouvement des particules est lié a la réactivitésysteme et qu'il se fait dans la méme
direction que les microtubules, on est en droitsdpposer qu'il est induit par la poussée
directe des microtubules en croissance sur lessbilles microtubules sont effectivement
capables d'exercer une forte poussée sur des ahgetes [Roberts and Hyams 1979, Hill
1981, Hill and Kirschner 1982]. Selon une telle biyyg@se, les caractéristiques quantitatives

du mouvement des particules devraient donc chagmydonction de leur diamétre : plus les
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particules ont un diametre élevé, plus la surfage®ée aux microtubules est élevée, donc,

dans ce cas, le nombre de microtubules pouvangrcexune poussée, augmente.

TABLE 3. Vitesse du mouvement de billes en polystyrenesap@eminutes ; Durée de la
réaction nécessaire pour atteindre la vitesse na&iohes billes ; Accélération des billes ; en
fonction du diamétre de ces particules pour comagah de tubuline de 10 mg.thket une

température d'assemblage de 35°C.

Diametre des particules (Wm 08 (11 |32 | 64
Vitesse des particules aprés 40 minutes (ummin| 2 3 2 2.4
Durée jusqu'au maximum de vitesse (min) 100 100 1180
Accélération des billes (nm.mif 51 |75 |48 | 61

Tel n'est pas le cas comme on peut le voir datebla 3. Les valeurs obtenues sont du
méme ordre pour les quatre diametres de billesr B'en assurer nous avons mélangé des
billes de diametres différents dans une méme solytine solution contenant a la fois des
billes de 1.1 um [Sigma - d] et des billes de @1 [$igma - f] et une solution contenant des
billes de 0.8 um [Sigma - a] et des billes de 312[Bigma - €]). Les quatre types de billes se
sont comportés de la méme fagon (courbes de vitessdifférentiables).

Contrairement a ce que l'on pourrait penser, ildesic peu probable que ce soit la
poussée directe des microtubules qui provoque lavement des billes. L'explication du
mouvement des particules se trouve, nous le vergmrsla suite, probablement dans
I'existence d'ondes de densité se déplacant aulsé@solution.

B. L'auto-organisation des microtubules provoque I'asdnancement des billes.

Au cours des expériences visant a déterminer if@igu mouvement des billes, il
nous a semblé qu'une fois le processus d'auto-isedam terminé, la distribution des billes
n'était plus homogene. Nous avons vérifié cettematsion qui avait été faite premiérement
en simple lumiére transmise par d'autres méthawesme la microscopie en fond noir ou en
utilisant des billes fluorescentes (cf. Annexe pus avons pu montrer que les billes, une
fois l'auto-organisation terminée, formaient unerphologie striée superposable au motif
microtubulaire strié. De plus, comme pour les ntidnales, la morphologie observée pour les

billes comportait plusieurs niveaux de striatiorg(ife 19).
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Pour cette expérience, nous avons utilisé, comme |[@s expériences précédentes,
des solutions de tubuline & 10 mgmavec 2 mM de GTP. Nous y avons ajouté des billes
fluorescentes de 1 pm, ré-émettant & 610 nm, &'dse dans la longueur d'onde des filtres
utilisés pour la Rhodamine (rouge). Par fluoresegepohacune des billes en solution peut étre
observée et on n'observe que les billes, contraiménaux observations que l'on fait

habituellement en biréfringence ou I'on distingegbilles parmi les stries de microtubules.

1 mm

Figure 19. L'auto-organisation des billes de polystyréne se dans les solutions de microtubules
auto-organisés. La photographie suivante priselearéscence (A) montre la distribution de billes
fluorescentes de 1 um de diameétre a deux grossssen®.5x et 32x (encart)). Les stries de billes

vues en fluorescence (B) concordent avec les steasicrotubules vues en biréfringence alV&g).

Pour lever tout doute possible, nous avons fait expérience supplémentaire. Dans
un premier temps, la solution non assemblée, taiejsortie de la glace, a été observée en
fluorescence. Comme attendu, la distribution déesbétait homogene. Ensuite, I'échantillon
a été observé une fois le processus d'auto-orgamsaerminé a 37°C. Des stries
microtubulaires et des stries de billes étaient hiisibles, respectivement en polarisation

croisée et en fluorescence DAPI pour les microedhet en fluorescence 'Rhodamine’ pour
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les billes. L'échantillon a alors été placé a 4%urpfaire désassembler les microtubules.
Aprés une heure, I'échantillon a été observé etfriigence, en fluorescence DAPI et en
fluorescence Rhodamine. Aucune trace des micragglnlétait observable, I'exposition d'une
heure a 4°C les ayant fait complétement désassentbfe revanche les stries de billes
fluorescentes étaient encore bien visibles, leeshih'ayant eu beaucoup le temps de se

déplacer par agitation thermique dans la solution.

La preuve que le mouvement des particules esttdireent lié a I'auto-organisation
des microtubules n’est plus a faire, cependanstildifficile de se faire une idée quant au
mécanisme exact qui permet a la fois le mouvemestbiles et leur ségrégation sous forme
de stries. Une déformation mécanique de la solg@éifiée de microtubules pourrait bien sOr
expliquer simplement le déplacement de particulemabilisées dans ce gel, mais en aucun
cas cela ne permettrait d’expliquer le fait quend’uépartition initialement uniforme on
aboutisse a la fin du processus a une distribud@mnparticules qui n’est plus aléatoire mais
sous forme de stries.

Pour gqu’il y ait une forte concentration en bilkegertains endroits et une déplétion a
d’autres, il faut que les billes se déplacent dmrfiadifférente selon I'endroit ou elles se
trouvent dans la solution. Une accumulation ddesdsous forme de stries ne peut provenir
gue de leur mouvement différentiel. Cela est irdlément lié a la réactivité adaptative des
microtubules.

Nous l'avons vu précédemment, méme si I'hypotlesteséduisante, il ne semble pas
gue ce soit la poussée des microtubules par codiemtt qui provoque le déplacement
différentiel des particules, car des billes de digiens différentes se déplacent a la méme
vitesse moyenne.

Au vu de toutes ces observations et apres élimimaes autres hypothéses concernant
ce processus, il est fort probable que ce sodmdtion progressive d’ondes de viscosité ou
d’'ondes de densité qui est a l'origine du mouvenstrde I'auto-organisation des billes de
polystyrene. Au cours de l'auto-organisation, ifeene progressivement des inhomogénéités
de densité dans la solution, correspondant augsstte microtubules. Ces différences de
densité sont équivalentes a des différences desiiéc En effet, les différences de densité
sont essentiellement dues aux microtubules tresederAu cours de l'auto-organisation, la
formation et le réarrangement des stries microtaiteg accompagnent la réorganisation des
microtubules. Sous biréfringence, on observe famlat le réarrangement des stries. On voit

notamment les stries se resserrer peu a peu. @gldies que des ondes de densité et de
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viscosité se déplacent dans la solution, pouvatiaieer le mouvement différentiel des

particules qui s’y trouvent. Les particules se déeht plus vite dans les zones les moins
visqueuses alors gu’elles sont ralenties dansdassza forte teneur en microtubules. Il en
résulte une accumulation des particules dans lasszoontenant le plus de microtubules.
C’est effectivement ce qui est observé expérimentaht quand on suit, a la fois I'évolution

des microtubules marqués en fluorescence DAPI, efle ades billes en fluorescence

rhodamine (cf. Annexe 2.4).

Figure 20. Ondes de densités se déplacant dans une populddomicrotubules simulés.
Cette figure montre le résultat d'une simulatioméuique, d'une population de microtubules évoluant
dans un espace de réaction de 100 um x 100 um apnesires de temps de réaction simulé. Les 4
images (A, B, C, D) sont prises a 2 minutes dvaie. L'échelle de couleur représente la
concentration en microtubules. Au cours du procgsses regroupements de microtubules alignés
apparaissent sous forme de stries. Les microtubata® tous orientés dans le méme sens de
croissance dans ces stries. Ces derniéres se dgpl@aomme des vagues, selon un front collectif, a
une vitesse de 4 um.irLa ligne jaune indique la position d'un de cesnfs avancant au cours du

temps, la référence étant la ligne rouge marquamgdsition du front sur la premiére image.

En parallele des expériences, les simulations ngoes obtenues avec notre modéle
d'auto-organisation des microtubules nous ont liunérésultat saisissant. Les résultats des
simulations numériques montrent la formation dimuogénéités de densité et leur
réarrangement progressif en zones striées, au deufauto-organisation des microtubules.
Quand les inhomogeénéités présentes dans la sokitimriée commencent a se reformer en
stries, elles se déplacent de facon coordonnée aitesse de I'ordre de 5 um.nfiDans ces

zones striées, les microtubules sont disposéscoa faarallele, perpendiculairement au grand
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axe des stries, et se déplacent de fagcon synchmsion un front d'onde régulier (Figure

20). Cette observation, faite sur les résultatsgil@silations numériques, suggére fortement
gue le mouvement, ainsi que l'organisation desiqaes, est bien du a leur déplacement
différentiel lié a la formation, au réarrangemenae déplacement d'inhomogénéités spatiales

de concentration dans les préparations de micrtgabu

C. Conclusions des expériences sur le mouvement desgodes

Nous avons clairement montré que le mouvement dgcyias subcellulaires est
directement associé a l'auto-organisation danssdégions de microtubules in vitro ne
contenant pas de moteurs moléculaires. Nous awmss montré que ces particules, disposées
d'une facon initialement homogéne dans la solusernrépartissaient finement et d'une fagon
non aléatoire sous forme de stries corrélées auf matrotubulaire. Ce phénoméne est
également directement lié & I'auto-organisationndiesotubules.

N'étant pas a la place d'une de ces particulest itlifficile de conclure précisément
guant a un mécanisme. Cependant, L'ensemble de ahservations et mesures
expérimentales, ainsi que les résultats des simnfanumériques, concordent parfaitement
pour expliquer ces phénomenes en faisant intendawsr ondes de densité ou de viscosité
présentes dans la solution sous formes d'ondesraemtrations en microtubules. Ces ondes,
en se déplacant de fagcon ordonnée, pourraientrandieiidéplacement des particules et leur
organisation progressive. Les simulations concdrdavec ceci de facon qualitative
(déplacement d'ondes de concentration en micragpukt quantitative (vitesses de
déplacement), a ceci prés glm,vitro, les billes ne bougent plus quand I'auto-orgaicisat
des microtubules est terminée; en simulation, m@usommes pas encore parvenus a obtenir
de structure spatiale composée de stries stati@snaExpérimentalement, des ondes de
concentration en microtubules se déplacant & graitdsse (environ 1 mm.nif ont été
observées par l'équipe de Mandelkow [Mandelkow lett989] dans des solutions de
microtubules présentant des oscillations spatipteriles de la concentration en
microtubules. Les conditions qui permettent cesllaions spatio-temporelles sont proches

de celles que nous utilisons pour obtenir I'augaarsation des microtubules.

Un tel mécanisme constitue un nouveau moyen pomvertir efficacement de

I'énergie chimique (ici sous forme de GTP) en mauset, dans un systéme biologique. Le
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métabolisme cellulaire repose en tres grande pantide transport de matériel biologique,
stocké en général dans des vésicules lipidiquas, ehdroit a I'autre et de fagcon ordonnée
dans la cellule. Ce type de transport est paréoeinent vital dans les cellules de grande taille
comme les neurones ou les cellules végétales|ezlhe pouvant assurer la distribution des
métabolites entre les différents compartimentsutagtes uniquement par diffusion comme
c'est le cas dans les bactéries ou les petitadehinimales. Le mécanisme que nous avons
mis a jour pourrait bien constituer un mécanismelé&mental pour les mouvements internes
dans les cellules, l'apport de systémes spécialisésime les moteurs moléculaires,
permettant un contrdle plus fin du transport detiqdes.

Des éléments tendent a montrer qu'une telle affioman'est pas déraisonnable
[Alberts et al 1983]. Tout d'abord, les vitessesiéplacements des vésicules dans les cellules
sont du méme ordre de grandeur que celles que axars mesurées dans notre systéme
vitro. Dans les neurones par exemple, le transport &ximsavésicules se fait a des vitesses
comprises entre 100 et 300 pm.thirpour les transports les plus rapides, et, entet
pum.min’, pour les transports les plus lents. Par ailledes)s les cellules végétales, les
microtubules permettent de disposer de facon o@®mies vésicules issues de l'appareil de
golgi, le long d'un plan qui constitue la futurgpaeation entre les deux cellules filles, lors de
la division cellulaire. Les vésicules se déplacgibn I'axe des microtubules, paralléles aux
microtubules du fuseau mitotique et répartis de @lad'autre perpendiculairement a ce plan.
L'accumulation des vésicules golgiennes en cetoénda amener a la formation de ce que
I'on appelle la plague cellulaire. Cette derniédtead ensuite peu a peu par addition de
nouvelles vésicules apportées par de nouveaux mimrtes qui s'assemblent a la périphérie
alors que les microtubules les plus centraux seodient. Cet exemple de transport organisé
dans les cellules végétales fait partie de ce tunredppelle le ‘cytoplasmic streaming’, ou
courant cytoplasmique, et qui décrit I'agitatiagstrmportante du cytoplasme de ces cellules a
cause de la circulation des matériaux.

Autorisons-nous une vision un peu osée de ce neraniransposé dans les cellules
vivantes : nous savons que ce phénoméne est @djaconsommateur d'énergie puisqu'il
nécessite entre autre l'assemblage et la maintenaes microtubules. Un systéme
comprenant en plus des systemes spécialisés, cdesnmoteurs moléculaires, devient
extrémement gourmand en énergie, ces derniersgiigcegsle grandes quantités d’Adénosine
TriPhosphate (ATP) pour leurs déplacements sugtiesquelette. Sans rejeter I'existence ni
I'efficacité des moteurs moléculaires, on peut pegsi'une cellule a le moyen de faire une

economie considérable d'énergie en utilisant, axirmanm, la potentialité offerte par le
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mécanisme fondamental que nous décrivons. On estddr supposer que si I'évolution tend
vers I'amélioration des organismes, souvent paspgeialisation des processus, elle aura tout
de méme tendance a choisir entre deux systemestsivie résultat équivalent, le plus
econome des deux. Cette remarque est bien enteradaiele pour I'ensemble des autres
processus que le transport intracellulaire, comna pxemple la ségrégation des

chromosomes ou l'organisation du cytosqueletiatarieur des cellules.
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Chapitre 2 -Effet des champs externes faibles sur I'auto-orgsaion

des microtubules

Buffon, dans Histoire naturelle générale et particulierécrivait, je cite il est évident
gue ni la circulation du sang, ni le mouvement dasscles, ni les fonctions animales ne
peuvent s'expliquer par l'impulsion, ni par lesrastloix de la méchanique ordinaire, il est
tout aussi évident que la nutrition, le développein® la reproduction se font par d'autres
loix; pourgquoi donc ne veut-on pas admettre desd®rpénétrantes & agissantes sur les
masses des corps, puisque d'ailleurs nous en al@sexemples dans la pesanteur des corps,
dans les attractions magnétiques, dans les affiitg/miques [...] "?[Buffon (e)]

Dans ce court paragraphe, Buffon affirme son imnitjuant a l'influence des champs
externes, comme la gravité ou les champs magnétigue les systemes vivants, bien qu'il ne
l'ait pas lui-méme vérifiée expérimentalement. Dgpwnous savons effectivement par
I'expérimentation que de tels champs agissentesuptganismes, en particulier la gravité.
Une constatation s'impose quand on observe I'étaadté des astronautes en mission dans
I'espace. Depuis au moins vingt ans, on sait qguedpurs dans I'espace provoquent une forte
diminution d'efficacité du systéme immunitaire fvpar exemple Cogoli-Greuter et al 1998,
Lewis et al 1998), un vieillissement accéléré dakiles, et enfin une nette perte musculaire
et osseuse (voir par exemple LeBlanc et al 1998 Bxplication possible de ces deux
derniers symptomes, serait l'absence des appuisang@es qu'ils auraient sur terre.
Cependant, les exercices auxqguels ils sont soymis, palier a ces symptémes, sont loin de
suffire pour rétablir un fonctionnement physiolaggq De plus, cela n'expliquerait en rien les
problémes liés au vieillissement cellulaire et Igstéme immunitaire déficient. Des
expériences d'apesanteur ont été faites sur daseslicellulaires d'origine immunitaire ou
osseuse. Ces expériences ont souligné l'originelaiet des dysfonctionnements liés a
I'apesanteur dans les organismes vivants.

Des expériences anciennes, faites sur des embd/angphibiens, ont montré que
lorsque I'on change le sens de I'échantillon papod a la direction de la gravité, et ce, a un
moment précis du développement, ces derniers salfibtnmés et ne se développent pas (voir
par exemple Cleine and Dixon 1985). Cet instantawiulequel les embryons sont sensibles
leur orientation par rapport a la direction de lavijé, coincide avec la formation du
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‘croissant gris', correspondant au pole animal'@®bryon, c'est-a-dire au moment de la
gastrulation. C'est a cet instant précis que sitmdifie les conditions d'exposition de I'ceuf
vis-a-vis de la direction de la gravité, on peutefdifurquer son développement vers d'autres
morphologies, en général Iétales pour I'embryon.

Actuellement, il n'existe pas d'explication cohéeende ces observations
expérimentales faites sur des systémes vivantsméesanismes de transduction de la gravité
a l'intérieur des cellules, et qui plus est leséuoles impliquées dans cette transduction, ne
sont pas connus.

Les solutions de microtubules assemimégitro sont fortement sensibles a la présence
de ces champs externes. Ce systeme posséde de®tpsope bifurcation [Tabony 1994,
Tabony 1996-b]. Son organisation dépend de somtatien par rapport a la gravité [Tabony
and Job 1992-b]. La gravité déclenche I'auto-olgian de la solution & un moment critique,
précoce dans le processus. Des solutions micrainbslassemblées en apesanteur, durant
une expérience embarquée dans un vol spatial aeidiBes, ne se sont pas auto-organisées
contrairement aux solutions témoins qui se sonteldgpés dans une centrifugeuse 1g
embarquée [Papaseit et al 2000] (cf. Généralitéesumicrotubules, Section 2.2). Le fait que
les solutions auto-organisées de microtubules s@ensibles a l'action de la gravité a un
moment critique du processus réactif, suggere rfate que les microtubules puissent
constituer un excellent moyen de transduction dgdaité dans les cellules vivantes.

Suite a ces résultats, des études récentes oatieffaent montré que le cytosquelette
se deésorganisait en apesanteur et que ceci availr mmnséquences certains
dysfonctionnements cellulaires. Ainsi, I'équipe #leVassy a pu observer une complete
désorganisation du réseau de microtubules danselletes épithéliales MCF-7 [Vassy et al
2001]. Les centrioles, centre organisateurs dusgytelette sont également mal positionnés
dans des cellules lymphatiques en apesanteur. ,Bhfan été montré récemment que des
dysfonctionnements de transduction du signal immiams des cellules immunitaires étaient
liés a une désorganisation du cytosquelette.

Parallelement des études ont montré que les miutes étaient impliqués dans I'effet
des champs magnétiquiesvivo [Denegre et al 1998]. Les microtubules, structditedlaires
sont magnétiquement anisotropes et peuvent s'erisaus l'effet d'un champ magnétique
[Vassilev et al 1982, Bras et al 1998].

Ces observations, faites dans des cellules vivaotesordent avec nos observations
expérimentales. Tous ces points s'accordent powg s microtubules, des récepteurs et

transducteurs des champs externes faibles.
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Les raisons poussant a s'intéresser aux effetsh@ggsps externes sur les organismes
vivants sont nombreuses. Le monde actuel baignes deas champs magnétiques et
électromagnétiques (portables, lignes a haute densadars) et, peu a peu, les missions
spatiales, actuellement en projet, vont exposer degmnismes a de longues périodes
d'apesanteur. Comprendre quels sont les vecteuggetd sont les processus sous-jacents a

cette sensibilité devient donc un probléme biolagigmportant.

Dans ce chapitre qui clos la partie expérimentadeis nous attachons donc a montrer
de facon qualitative, mais également quand c'estiple, de facon quantitative, les effets liés
a la présence ou a l'absence de champs extermdssféels que la gravité ou les champs
magnétiques. Nous montrons dans quelle mesureeftads lies a des champs externes ou
encore a des stress mécaniques, peuvent induirbifumeation du systeme et le guider vers
I'une ou l'autre des morphologies possibles.

Une solution efficace pour étudier I'effet d'un mipaexterne sur un systeme consiste,
dans un premier temps, a annuler son effet pounaitre le devenir du systeme sans sa
dépendance vis-a-vis du champ. Des expériencescdasens ont été faites dans lI'espace mais
elles sont trés lourdes a mettre en ceuvre, londars la durée et trés colteuses. Il existe
d'autres possibilités pour étudier les effets dpelkanteur. Elles consistent a la simuler sur
terre. Ces possibilités comprennent I'utilisatienctinostats, de machines a chute libre, mais
aussi la lévitation magnétique dans un aimant & forte intensité. Nous avons donc voulu
savoir si ces méthodes marchaient. Nous montroessgles expériences sont faites avec
beaucoup d'attention, on obtient dans un clinaatrésultats identiques a ceux qui peuvent
étre obtenus lors d'un vol spatial. Ceci est ingrdrtar ces expériences sont simples a mettre
en ceuvre et trés peu colteuse, puisqu'elles saisées au laboratoire, I'avantage est que I'on
peut les répéter aisément et surtout mieux eétuldier phénomenes qui ont lieu. Les
expériences en lévitation magnétiques sont plugpteras a mettre en ceuvre et plus difficiles
a interpréter, mais elles ont aussi permis de tiaJeire d'empécher l'auto-organisation des
microtubules.

Nous avons obtenu d'excellents résultats danditesstat et en lévitation magnétique.
Nous montrons que l'on peut empécher complétermiibiorganisation de se faire avec ce
matériel et que, méme dans un clinostat mal ré&gléguto-organisation fini par se faire, elle
est quand méme fortement ralentie. Le fait quetd-auganisation se soit quand méme
produite lors de certaines expériences a été mr&tsuctif, car, étant a la limite de l'auto-

organisation, cela nous a permis d'en détermirsecdeses. Dans certains cas nous avons pu
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déterminer les seuils d'intensité des champs edepermettant de déclencher [auto-
organisation. Dans d'autres, l'auto-organisatiait dite a d'autres sources de rupture de
symétrie : nous avons montré que la géométrie deteeurs était un facteur déclenchant,
mais également qu'un cisaillement dd, par exengpleme bulle d'air traversant I'échantillon,

provoquait l'auto-organisation sur sa trajectargentant quelques microtubules, de la méme
facon qu'un champ magnétique intense déclenclgai®ation en orientant les microtubules.
Ces observations ont amplement étayé notre compsiimede I'auto-organisation au niveau

microscopique et ont dirigé I'élaboration de notedéele d'auto-organisation.

Quand nous avons réussi a lever la dépendanceollgi®iss de microtubule vis-a-vis
de la gravité, nous avons pu étudier l'effet demuthamps externes dans le déclenchement de
l'auto-organisation. Nous avons ainsi montré gétait possible de déclencher l'auto-
organisation en utilisant d'autres perturbations lqugravité, dans des échantillons assemblés

en apesanteur simulée.

A. Expériences en gravité réduite. Simulation d'apesaur au sol et lévitation

magnétique

Dans une premiére série d'expériences, nous assagéed'enlever |'effet de la gravité
de maniere a empécher l'apparition de morphologigs-organisées et nous avons cherché
dans quelles conditions nous pouvions y parvengti @Qous a permis, en particulier, de
déterminer quels sont les seuils d'intensité dampls a partir desquels nous avons pu bloquer
l'auto-organisation.

Pour simuler I'apesanteur sur terre, il existestpmissibilités : la chute libre qu'on peut
pratiquer soit dans les vols paraboliques, malhs@ment limités a de courtes périodes de 20
secondes d'apesanteur, soit dans des machinedea dgcchute libre ; les clinostat qui, en
faisant tourner I'échantillon sur lui-méme, permetitde moyenner le vecteur graviter a une
valeur proche de zéro ; et enfin la lévitation n&gue réalisable dans les aimants de forte
puissance et pouvant générer de forts gradientgayuient contrebalancer la gravité.

1. Simulation d'apesanteur au sol

Le laboratoire d'A. Cogoli a I'ETH de Zurich, disg de moyens techniques
permettant d'approcher des conditions de microfgesa Trois machines y sont disponibles :
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la machine a chute libre (Free Fall Machine), lacim@e a positionnement aléatoire ou
clinostat 3D (Random Positionning Machine), et linostat 2D. Suite a ces expériences a
Zurich, nous avons pu disposer au laboratoire dlinostat 2D que nous avons placé en
chambre chaude régulée a 37°C et dans lequel rons au compléter nos expériences.

Nous avons effectué deux types d'expériences. @abbrd, nous avons cherché a
savoir si ces machines étaient capables de repeodas conditions d'apesanteur suffisantes
pour empécher l'auto-organisation des solutionsideotubules, comme c'était le cas lors de
I'expérience embarquée dans la fusée sonde [Papasei2000]. Nous avons donc placé des
solutions de microtubules (Pour la préparation,Acfnexes 1 et 3) dans ces 3 machines a
simuler I'apesanteur, en utilisant les mémes cewvegerres et les mémes porte-échantillons
gue ceux qui ont servi lors de I'expérience daspéice. Les conteneurs utilisés étaient les
suivants : cuves rectangulaires de 40 x 10 x 1 nm2@ x 10 x 1mm, cuves de forme
cylindrique a bout arrondi, de 5 mm de diametreletl,5 cm de long (ces cuves étaient
initialement fabriquées pour mimer la forme desselgf drosophile [Papaseit 1998, Papaseit
et al 1999, Tabony et al 2000]. Par commodité i$¢ été nommés 'ceufs de verre'), et
microcuves de 40 x 10 x 0.17 mm. De plus, pourrdens qui seront expliquées plus tard
dans le texte, nous avons également réalisé cesiempes dans des tubes de 4 mm de
diamétre interne utilisés en résonance magnétiqudéaire (RMN), remplis de 1 ml de
solution de tubuline. Nous les avons mis a assanbld87°C, le clinostat et la RPM en
chambre chaude, la FFM étant efficacement réguhééempérature. Une fois sortis des
machines, les échantillons étaient placés a 37°Ccleambre chaude et régulierement
photographiés (cf. Annexe 2.5).

Bien entendu, pour chaque expérience, nous avandes témoins dans les mémes

conditions, machine arrétée, et avec les mémesaipns de tubuline.

1.1.Expériences dans la 'Free Fall Machine' (FFM)

La FFM [Mesland et al 1996, Schwarzenberg et al8l1%® présente comme une
colonne d'environ 2 m sur laquelle est fixé un @@thantillons mobile. En fonctionnement,
le porte-échantillons chute a une accélération dejdsqu’en bas de la colonne, pendant 800
a 900 ms, puis est propulsé a grande vitesse éatiéh de 20 g environ) jusqu'au sommet
de la colonne, pendant 20 a 80 ms. Un cycle, atdrdes phases trés rapides d'accélération
vers le haut a 20 g et des phases "lentes" de ditmeea 1 g, est donc sensé procurer
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suffisamment dimpesanteur a I'échantillon duréempérience, la gravité résiduelle étant

guasiment nulle durant les phases de chutes.

Figure 21.Morphologie microtubulaire autorganisée obtenues p
assemblage dans la 'free fall machine' (A) et gomoin a 1 g (B)
Les photographies sont prises en polarisation @®isavec u
compensateut . Aucune différence n'a été observée. La réduchix
gravité produite dans la FFM ne suffit pas a empg&chauto-

organisation.

Malheureusement, nous avons pu veérifier que ceéoi ne modifiait en rien le
processus d'auto-organisation. Aprés avoir fagrddins dans la FFM a l'arrét, nous avons
mis 2 échantillons a assembler, FFM en marche,g#r2D minutes. Leur comparaison avec
les témoins montre que la vitesse de développerdest morphologies, ainsi que les

morphologies finales, ne sont pas différentiabegure 21).

1.2.Expériences dans la 'Random Positionning MachineRPM)

Son fonctionnement est fondé sur celui d'un cliao®D. Le principe d'un clinostat est
de faire tourner un objet sur lui-méme, la vitedseaotation étant constante est relativement
faible (de l'ordre de 1 rotation par seconde) [Ciogibal 1980, Cogoli and Gmunder 1991].
La rotation de I'objet sur lui-méme permet de maoyer'intensité de la gravité a une valeur
proche de zéro. Au cours du temps, la positionalget (au centre du dispositif) ne change
pas, mais sa "direction de chute” varie en permameD'est comme si cet objet chutait vers le
bas a l'instant t, et vers le haut a l'instant t+1.

A la différence d'un clinostat 2D classique, la RPSthwarzenberg et al 1998]
moyenne a 0 g, le vecteur gravité d'un point s@wécentre d'un plateau se mouvant

aléatoirement autour des 3 axes (X,y,z), commeyursgope. Pour un objet ponctuel bien au
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centre de la RPM, en rotation a la vitesse maximdal60°/s, la valeur du 'g résiduel’ (obtenue
par intégration des valeurs effectives de g ausolur temps) est de 3:4@, soit 33 fois
moins que la gravité terrestre [Cogoli et al 1980]L80°/s, cette valeur devient 2:1g (50
fois moins), et & 360°/s, elle est de®1 (100 fois moins). Il est normal qu'en augmentant
vitesse de rotation on diminue lintensité du wvectgravité, car la "direction de chute”
augmente en conséquence. On reste certes éloignéalbairs de 'g' obtenues lors d'un vol
spatial (2.1d g), néanmoins, nous verrons que, si nous n'avassoptenu de résultats
identiques a ceux du vol en apesanteur dans la R®Men étaient pas moins instructifs.

Un point important est a souligner : contrairemanin échantillon en vol spatial,
l'intensité du vecteur gravité résiduel n'est pamdgene dans tout I'échantillon dans une
RPM ou dans un clinostat. En effet, si le pointéitau centre des 3 axes ne subit que
I'accélération résiduelle, il faut ajouter a cate accélération provenant de la force centrifuge
des que I'on s'éloigne du centre (cf. Annexe 4j).eRample, a 360°/s et a 1 cm du centre, il
faut ajouter un 'g centrifuge’ de 449, alors qu'il n'est que de 4716 & 60°/s et le double & 2
cm du centre. Le choix d'une vitesse de rotatiardesc un compromis entre la valeur du 'g
résiduel’ au centre et celle des 'g centrifugegramtant a I'inverse du premier. Nous verrons

que pour la RPM, la valeur optimale testée estQdés&t pour le Clinostat 2D, de 360°/s.

1.2.1.Absence du mélange des liquides dans une cuve &atiom et arrét de la convection

Bien que les cuves aient été exemptes d'air, ougiose demander si la rotation de la
cuve ne risquait pas de provoquer le brassage dellgion de microtubules, alors qu'elle
n'était encore que peu assemblée et peu visqu€ete.n'aurait pas manqué de perturber
l'auto-organisation. Egalement, de la convectiont g faire dans une telle solution peu
visqueuse, lorsqu'on réchauffe celle-ci depuis Af&tju'a 35°C. Nous savons d'aprés des
expériences antérieures, faites au laboratoire, lquéo-organisation n'est pas due a des
phénomenes de convection [Tabony and Job 1992¢his ldvons vérifié son absence dans les
échantillons hors gravité; Des flux dans la solutmmurraient en effet constituer un facteur
important pouvant briser la symétrie de la réaction

Nous avons donc préparé des cuves dont la mofééenre était remplie de colorant
bleu dilué dans l'eau, et la moitié supérieureud'sans colorant, les deux milieux étant
parfaitement miscibles. En remplissant précautiosement la moiti€ supérieure, nous

sommes parvenus a obtenir une interface bien débkmi
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Un des échantillons était mis en rotation darRR& pendant 10 minutes, tandis que
l'autre, placé verticalement dans l'autre porteagtitions, servait de témoin. Nous avons fait
I'expérience a 60°/s et a 360°/s. A leur sortigy seulement les milieux n'avaient pas bougé,
mais en plus l'interface était plus nette dantdmntillons ayant tourné dans la RPM (Figure
22). Dans les échantillons en rotation, ceci slgypl par la diminution importante de la

convection, phénoméne n‘ayant lieu qu'en présenggavité.

lcm Figure 22. Absence de mélange de la solution dans des échas

H .30.'1 en rotation dans un clinostat. La partie inférieude deux cuves

0or.0 été remplie avec de l'eau et les cuves ont été létdmsavec de

I'eau et du colorant bleu de facon a identifientérface. Une des
cuves a été mise en rotation dans le clinostat @ /36durant 1(
minutes (A), l'autre cuve est restée verticale denglinostat &
l'arrét (B). La photographie (A) montre que linfiéce est nette

indiquant que le liquide ne s'est pas mélangé. IDs, fa convectior

a été réduite comme en témoigne la qualité deetfiate de

I'échantillon (A) par rapport a I'échantillon (B).

1.2.2.Développement des morphologies dans la RPM

L'auto-organisation des microtubules a été suiaehiréfringence dans quatre types
de cuves (cuves rectangulaires de 40 x 10 x 1 n@® |(4) ou 20 x 10 x Imm (200 pul), cuves
en forme d'ceufs cylindriqgues de 5 mm de diamétdeet5 mm de long, et cuves fines de 40
x 10 x 0.17 mm ) placées 30 minutes dans la RPM daconditions différentes : Témoins
sans rotation, cuves verticales, ou bien RPM eatioot a 60°/s, 180°/s, ou 360°/s.

Deux types d'effets ont été observés dans lemngélhhias ayant tourné. Tout d'abord,
les cinétiques de développement de ces morpholéggésnt différentes par rapport a celles
des témoins, ralenties dans le cas des cuves ,pfatesentre, et accélérées dans le cas des
ceufs. Par ailleurs, les morphologies finales étaldférentes des morphologies témoins. En
outre, bien que parfaitement reproductibles dars ne&€mes conditions, elles étaient

différentes pour des vitesses de rotation diff@snt
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Figure 23.Développement de morphologies microtubulaires akk#s dans la 'random positionning
machine' et comparaison avec les témoins a 1 gTéA)oin développé verticalement a 1 g. En (B) et
(C), échantillons développés dans le clinostataation a 60°/s durant 30 minutes. En comparaison,
les photographies (D) et (E) montrent des échamtdlassemblés dans le vol en apesanteur. (D) est

I'échantillon témoin a 1 g et (E) s'est assembléarogravité.

Pour les cuves plates (200 et 400 pl), nous avause les morphologies témoins,
obtenu 3 types de morphologies. Dans les 3 cds,lsut et le bas de la cuve s'organisent a
peu prés aussi vite que dans les cuves témoinentee de I'échantillon, lui, ne s'organise que
trés mal et trés lentement : au bout de 5 heuredfery le centre des échantillons était encore
peu biréfringent et assez hétérogéne. La différetheevitesse d'organisation entre les
extrémités et le centre des cuves s'explique faeiteé par l'augmentation de la force
centrifuge dans la cuve, au fur et a mesure quesl&oigne de son centre. Ces morphologies

ont donc commencé par se développer a partir desneixés des cuves.
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A 60°/s sont apparues de part et d'autre de la zen&rale non organisée, deux
structures striées en croix, les stries étant pelipalaires aux parois de la cuve et a sa zone
centrale. Dans le cas des cuves de 200 pul, 'egsgarogressivement occupé par ces deux
structures en croix, et dans le cas des cuves Gepdi®n voit apparaitre beaucoup plus
tardivement d'autres structures en croix moins brganisées (Figure 23).

A 180°/s comme a 360°/s, les morphologies finaletemues sont plus proches des
témoins, car il y a plus de stries horizontalespabelant, elles sont aussi trés irréguliéres.
Comme a 60°/s, le centre est plus long a s'orgamiaés il fini en organisation striée avec les
extrémités tachetées. La différence entre 180°36@t%/s s'observe au niveau du resserrement
des stries et a l'organisation aux extrémités 6@/3, les stries sont trés serrées et finissent
par former des taches, d'autant plus vite qu'sthes proches des extrémités.

Nous avons par ailleurs vérifié que la durée datian ne changeait rien a l'auto-
organisation, du moment que celle-ci dépassaistdim critique (6 minutes). De méme,
l'orientation d'une cuve ayant tourné dans la RMdant plus de 6 minutes, par rapport a la
gravité (cuve placée horizontalement ou verticalginene fois sortie de la RPM, ne modifie

en rien le résultat.

En revanche, dans les cuves en forme d'ceuf, daR®M, la cinétique de formation
des morphologies est accélérée. La striation afiardoout d'environ 30 minutes a 360°/s, de
45 minutes a 180°/s et de 1 heure a 60°/s, aldleune débute qu'aprés 1 heure et demi
dans les cuves témoin. En conséquence, les morpesltinales étaient terminées plusieurs
heures avant les témoins. En ce qui concerne $pach bien que I'analyse des morphologies
soit plus compliquée dans ce type de cuves, on gieritque celui-ci était assez proche des
morphologies témoin avec cependant une striatiandmup plus serrée a 180 et a 360°/s, qui
a fini par former un motif taché dans les deux easin aspect déformé pour la cuve a 60°/s.

Enfin, dans les cuves fines de 170 um d'épaisseb®’/s aucune organisation striée
n'était présente apres 5 heures, alors qu'a 3@ %sorphologie obtenue était tout a fait

semblable avec la morphologie témoin.

Si I'on n'obtient pas le méme résultat que pourédésantillons en apesanteur, c'est-a-
dire que l'on ne parvient pas a empécher complétedauto-organisation, l'apesanteur
simulée dans la RPM a quand méme ralenti tresnfiemé I'auto-organisation dans certaines
zones de I'échantillon. Deux raisons expliquentdi#&rences entre un vol spatial et la RPM.

Tout d'abord une raison liée au principe méme dlosiat . & cause de la rotation de
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I'échantillon, certaines zones éloignées du cegudreoivent une force centrifuge. De plus, la
RPM est un clinostat 3D, donc tournant sur lesesax, 'y' et 'z, or la gravité s'applique dans
une seule direction, 'y'. On n'a donc besoin dadgenner que dans une seule direction, c'est-
a-dire selon l'axe 'y' ; une rotation selon un bBgezontal, donc perpendiculaire a l'axe 'y’
suffit pour cela. Le clinostat 3D 'perd’ donc donps a moyenner dans les autres directions de
I'espace, ce qui augmente considérablement sasiduel' par rapport a un simple clinostat
2D. C'est pour cette raison que nous nous sommigeslvers l'utilisation d'un clinostat plus

simple, le clinostat 2D.

1.2.3.Random Positionning Machine en mode Clinostat 2D

La RPM, outre sa possibilité de rotation sur lesx8s, peut également fonctionner en
mode clinostat 2D, c'est-a-dire que le plateawotkion se positionne verticalement et tourne
sur lui-méme, exactement comme le tube d'un clatoBour une raison technique, les cuves
étaient malheureusement placées perpendiculairegriente de rotation (donc avec une force
de centrifugation assez élevée aux extrémites).

Comme on pouvait s'y attendre, les résultats ritaiesez semblables a ceux que l'on
obtenait dans le mode RPM. lls étaient méme momssbcar, a temps égaux, l'auto-
organisation en mode RPM était moins avancée auiate Clinostat, a 60 comme a 360 °/s.
De plus, les morphologies formées, méme si ellsserablaient aux morphologies obtenues
en mode RPM, étaient moins éloignées des morphesddgimoins. Ceci est du au fait que le
grand axe des échantillons était en permanencesmpdiqulaire a I'axe de rotation dans ce
mode, contrairement au mode RPM; I'échantillon ssdit ainsi, en permanence, une
centrifugation maximale a ses extrémités alorsngm®de RPM cette centrifugation est
davantage répartie sur I'échantillon. Dans le aagginds échantillons, cette expérience
souligne bien le gain apporté par le passage dwkhine du mode clinostat en mode RPM,

pour la réduction du vecteur gravité, c'est-a-firdiminution de la force centrifuge.

1.3. Expériences dans le clinostat 2D

Le clinostat 2D est un appareil beaucoup plus sntple la RPM, bien que son
principe soit le méme [Cogoli et al 1980, Cogolda@munder 1991]. Il s'agit d'un tube de 1
cm de diamétre environ, disposé horizontalemergstlentrainé par un moteur électrique a

une vitesse de rotation réguliere, autour de san leorizontal. L'échantillon est placé a
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l'intérieur, centré dans le tube, et est en ratasar lui-méme. Comme pour la RPM, le
vecteur 'g' est moyenné a 0 selon le plan vertieajui est, apres tout, la seule direction qui
nous intéresse. Les 'g résiduels' sont Iégéremantfagibles que pour la RPM, mais les 'g
centrifuges' sont identiques, car indépendant&agedreil. Cependant, dans le clinostat 2D, la
force centrifuge est nettement moins génante ¢amel s'applique que dans le plan vertical
(perpendiculaire a I'axe de rotation) ; or, la éangdu tube (et des échantillons) étant limitée a
1 cm, la distance par rapport au centre est deaitesdiffisamment faible pour que les 'g
centrifuges' ne soient pas trop importants a lgppérie (au maximum a 4,5 mm).

Comme pour la RPM, nous avons étudié le développendes morphologies
microtubulaires dans des cuves de formes difféseptacées dans le clinostat 2D a l'arrét
(ttmoins) ou en rotation.

Nous le verrons, les effets obtenus dans ce typendchine sont beaucoup plus
spectaculaires que ceux obtenus dans la RPM gaeriteettent d'empécher totalement |'auto-
organisation. Cela montre, entre autres, que pesiedpériences de taille réduite, le clinostat
2D remplace avantageusement une longue et coltaugeagne spatiale. Le succes de cette
expérience a conditionné la mise en place d'awdrgeriences sur les facteurs pouvant
rompre la symétrie dans les solutions de microesiuCes expériences sont décrites dans le

paragraphe 'C' de ce chapitre.

Cette fois-ci, trois types de cuves en verre oatuditisés : Des cuves de type ‘ceufs de
verre' de 5 mm @ x 15 mm de long, des tubes wWilikébituellement en résonance
magnétique nucléaire (tubes RMN) de 4 mm @ x 100 damlong et des cuves plates
rectangulaires (400 ul de contenance) de 40 x ZL@xn.

Nous avons commencé ces expériences dans desdecuésre'. Nous avons obtenu
les mémes résultats que ceux de I'expérience emdmmpns I'espace. Ensuite, nous avons
réalisé ces expériences dans des tubes RMN pouirgéleffet de rupture de symétrie
observé dans les 'ceufs de verre', c'est-a-direqualest provoqué par la géométrie des cuves
de verre. Etant parvenus réduire considérablenesmilieau de gravité et & empécher l'auto-
organisation de se faire dans les tubes RMN, nammsaréitéré dans le clinostat 2D
I'expérience dans les cuves rectangulaires platee$ spectrophotométriques de 40 x 10 x 1
mm) faite préecédemment dans la RPM. Nous obtenareussi une perte quasi totale de
l'auto-organisation.

Dans les 'ceufs de verre', nous avons fait 5 sdéebkantillons (a 60, 180, 360, 540 et

720 °/s) en plus des 2 témoins assemblés dansdewsnconditions, clinostat a l'arrét. Tous
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les échantillons sont restés 30 minutes dans leosit avant d'étre sortis pour étre
photographiés toutes les demi-heures.

Contrairement aux 'ceufs de verre' organisés @aR$M, tous les ceufs ayant tourné
dans le clinostat avaient une cinétique d'autofasgdéion fortement ralentie par rapport aux
témoins, et les morphologies qui se sont forméamrdt tres différentes des morphologies
témoins.

A leur sortie du clinostat, contrairement aux témajui présentaient déja une forte
barre biréfringente sur tout I'axe de I'ceuf, toes échantillons ayant tourné ne montraient
aucune biréfringence. Les microtubules étaient besemblés (comme on peut le vérifier par
densité optigue a 350 nm) et n'avaient donc patedtation préférentielle. Peu a peu, une
barre légérement biréfringente s'est formée, mhis fgntement et différente de celle des
témoins. Dans I'échantillon le plus lent, cettaiduire s'est formée avec deux heures de
décalage par rapport a I'échantillon témoin. L'éthan le plus lent a été 'le 360°/s’, puis 'les
540°/s et 180°/s', et enfin 'les 60 et 720°/stegtavec environ une heure et demi de décalage
entre les échantillons les plus rapides et lesréiluas les plus lents. La barre biréfringente
qui se formait avait un aspect tout a fait parterui elle avait un aspect plan, un peu comme
un mur traversant verticalement I'échantillon duves le fond, et, les premiers signes de
striation marquant cette barre donnaient I'impoessl'une torsion de celle-ci en structure
hélicoidale. La striation finale était d'ailleura eonséquence, puisqu'elle avait un aspect
hélicoidal avec un pas assez lache, c'est-a-diee des stries larges et espaceées, laissant
apparaitre jusqu'a la fin cet aspect de séparg@gorun mur le long de I'échantillon (Figure
24). La diminution de l'auto-organisation étaitttaufait comparable a celle que I'on obtient
en apesanteur spatiale.

Le fait qu'une nette difference de vitesse d'omgdion ait été observée entre
I'échantillon le plus lent (360°/s) et un des plapide (a 720°/s), montre bien l'importance
qu'a eu la force centrifuge dans ce dernier. Dargas 'du 60°/s' qui s'est organisé aussi vite
que 'le 720°/s', le probléme ne vient plus de tada@entrifuge, puisque la vitesse de rotation
est trés faible, mais d'un 'g résiduel' trop él€¥40° g). Dans 'le 360°/s', la vitesse de
rotation est suffisamment élevée pour diminuer eoablement le 'g résiduel' (1@), mais
pas assez pour générer une trop grande forcefogetparasite. Il s'agit donc bien de trouver
un bon compromis entre la diminution du 'g résideielaugmentation des 'g centrifuges' pour

obtenir les meilleures conditions d'impesanteur.
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Figure 24. Comparaison du développement d'une morphologieomibulaire auto-organisée dans

un tube cylindrique en forme d'ceuf, assemblée dardinostat 2D en rotation & 360°/s durant 30
minutes (B); En comparaison,le témoin assembl@dA). En référence, les photographies (C) et (D)
montrent respectivement |'échantillon témoin a dt gechantillon en apesanteur obtenus lors du vol
spatial aprés 5 heures. Le développement de (Rpats du temps montre la formation d'une 'barre’

biréfringente qui se forme a partir d'une légergragtrie au niveau du col de la cuve.

Une autre remarque importante est que dans touéatesntillons, I'apparition de la
barre biréfringente commencait au niveau du colédsntillons et que, trés longtemps aprées
le début de l'auto-organisation, le fond de I'étHan restait non-organisé. On peut alors
supposer que c'est I'aspect du col, tres étrdt ftin &), qui en provoquant une rupture de
symétrie spatiale, déclenchait I'auto-organisatians certains échantillons réticents a l'auto-
organisation (360°/s et 540°/s). Notons cependaptméme dans l'espace, les échantillons
préparés dans des 'ceufs de verre' présentaienbaure biréfringente apres 5 heures de
développement et avaient fini par s'auto-organisetiellement apres une trés longue durée
de développement (une nuit) [Glade and Tabony 2003] a fort a parier que les raisons
expliquant l'auto-organisation partielle des écitlant 'ceufs de verre' dans I'espace soient les
mémes que celles qui sont a l'origine de l'aut@iggation dans I'expérience précédemment
décrite.
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Cette observation nous a amené a penser qu'ilt Satéaressant de refaire cette
expérience en utilisant cette fois encore des éitloas en forme d'ceufs, mais de longueur
beaucoup plus importante pour retarder un éveulidelenchement de l'auto-organisation par
le col. A cet effet, nous avons ensuite essayédmentype d'expérience, mais avec des tubes
RMN de 4 mm et longs de plusieurs centimétres.dralieur des échantillons devait étre
grande pour prévenir une importante partie des réitloms d'une éventuelle rupture de
symétrie provenant des extrémités du tube (ménistifiend arrondi du tube). Les solutions
ont toutes été préparées de la méme facon : Les NN contenaient 1 ml de solution de
tubuline & 10 mg.rfi et 2 mM de GTP; Une pellicule de 5 mm d'huile iiese, servant de
bouchon pour ces tubes, a été déposée a la suiatze solution. Un volume de 1 ml de
solution correspond a une longueur de 7.5 cm dahsbe RMN. Les échantillons ont été mis
en rotation a 360 °/s dans le clinostat durant 2@utas. Cette vitesse était optimale pour les
‘ceufs de verre'. Des témoins qui ont été faits tEnmémes conditions, clinostat a I'arrét, se

sont développés normalement et rapidement en jol@phologies striées.

4 mm
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Figure 25. Développement de morphologies microtubulaires aug@nisées dans des tubes RMN de
8 cm, alg(A), et dans un clinostat 2D en rota#to360°/s durant 20 minutes (B). Photographies
faites en biréfringence aprés 5 heures. Cette dbikauto-organisation ne se fait pas car l'auto-

organisation partielle aux extrémités ne se propg@es. L'auto-organisation est completement
empéchée dans le clinostat 2D dans ces cuves, e tiige que les échantillons préparés dans des

cuves rectangulaires de spectrophotométre en apasalors du vol spatial (Fig. 23 E).

Cette fois-ci, les résultats des expériences opask® nos espérances. Nous sommes
parvenus a empécher complétement l'auto-orgamisates échantillons pour des durées
largement supérieures a 5 h et a ne jamais dépasstade d'une organisation trés sommaire
(quelques taches trés Iégérement biréfringentegsgpusieurs dizaines d’heures. Seule une
légere organisation apparaissait sur quelquesnméities au niveau du fond du tube et surtout

au niveau du ménisque, sans se propager davardaagdeadreste de I'échantillon (Figure 25).



90

Dans ces échantillons, l'auto-organisation étaimm@lus diminuée que dans les 'ceufs de

verre' de I'expérience spatiale (cf. Figure 24).

Le ralentissement, voire le blocage de 'auto-oiggdion dans les cuves de type 'ceufs
de verre' étant bien meilleur dans le clinostat[@ dans la RPM, nous avons a nouveau
voulu voir si l'on pouvait obtenir de tels résudtatlans des cuves rectangulaires de
spectrophotomeétre de 40 x 10 x 1 mm. Nous avonsggfad un nouveau porte-échantillons
allant dans le clinostat 2D pour ce type de cu@esporte-échantillons est congu de telle sorte
gue le grand axe des cuves se confond avec I'mbaieo I'échantillon étant par ailleurs
parfaitement centré en largeur et en profondeut'axe de rotation. Par rapport a une cuve
placée dans la RPM, la force centrifuge maximal@eaw cette fois-ci s'exercer que dans la
largeur de I'échantillon, c'est-a-dire & 5 mm dutree A 360°/s ce 'g centrifuge’ est de Z 10
et de 5 13 g & 180°/s; ces valeurs sont proches de cell@dilide déclenchement de I'auto-
organisation qui se situe aux alentours dé gOmais bien inférieures aux valeurs minimales
atteintes dans la RPM (respectivement 8.3 4@ 360 °/s et 2 10g & 180°/s). A cause d'une
limitation du clinostat, seules des rotations a°&6@t a 180°/s ont pu étre testées. Dans ces
deux cas, le développement des morphologies auétiéasl cours du temps. Les échantillons
sont restés 20 minutes dans le clinostat.

Dans le clinostat 2D, le ralentissement de la &iom d'un motif a été
considérablement plus élevé que dans la RPM. Aotdesdu clinostat, contrairement aux
témoins les échantillons en rotation ne préseritgpas de barre biréfringente. A 360°/s,
l'auto-organisation a fini par démarrer avec urarcetd'une heure environ par rapport au
témoin; la structure s'est faite ensuite lenteneentne dizaine d'heures. Par contre, au bout
de 5 heures les échantillons a 1808&aient tres peu biréfringents. La partie bassecdves
(celle qui est éloignée du col) était trés peufbirgente. La partie de la cuve a proximité du
col comportait rapidement quelques stries indiquge, comme dans les 'ceufs de verre', une
certaine rupture de symétrie s'était produite aweani du col. Le développement des
morphologies a été tres lent et a pris plus deel®ds. Au bout d'une longue durée, le méme
type de formation que celles qui ont été obtenaes da RPM, a été observé, a la fois pour
I'échantillon a 360°/s, et pour celui a 180°/s. hemrphologies témoin, c'est-a-dire les cuves
horizontales, clinostat a l'arrét, ont abouti ndement a des morphologies en cercles
concentriques formées en 5 heures. Dans ce cagasse tres prés de l'absence de

déclenchement de 'auto-organisation, comme danédeantillons qui se sont développés en
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apesanteur lors du vol spatial. Il semble que lebtocontribution des effets de géométrie des

cuves et de force centrifuge résiduelle suffit eélablir partiellement (Figure 26).

Figure 26. Développement de morpholog
microtubulaires auto-organisées dans des cuves4
cm x 1 cm x 1mm, a 1 g (A), dans le clinostat z
360°/s durant 20 minutes (B), dans le clinostat &
180 °/s durant 20 minutes(C). Les échantillons &té
photographiés aprés 5 heures. Le ralentissemen
morphologies est bien supérieur a cedbitenu dans |
RPM (cf. Fig.22). L'échantillon a 180 °/s n'a eits

gue trés peu évolué.

1.4.Conclusions des expériences en apesanteur simulée

En réalisant avec beaucoup de soin ces expérieleceamulation d'apesanteur, nous
sommes parvenus a empécher complétement l'autoisagian dans des cuves cylindriques
de grande taille et a la ralentir de facon tresartgmte dans des cuves rectangulaires de
spectrophotométrie. Nous arrivons ainsi, a moindrais et avec une grande facilité, aux
mémes résultats que ceux qui ont été obtenus e d&% I'expérience embarquée dans la
fusée sonde de I'agence spatiale européenne. Nouses cependant bien au sol, sur terre, et
bien que fortement réduit par le clinostat, le gactgravité reste présent sous une forme
résiduelle. A cela s'ajoutent des composantesél&ation résiduelles inhérentes au mode de
fonctionnement de ces appareils. Dans plusieuréreqzes, en particulier dans la RPM, une
organisation plus ou moins partielle assurémentadees composantes résiduelles est apparue
dans les échantillons. Les forces résiduelles derifiegation, s'exercant sur les zones
distantes du centre des échantillons ainsi, qtgerésiduel’ (de I'ordre de T@) de I'appareil,
sont tout de méme 10000 fois supérieurs au nivésmpesanteur que l'on obtient en
apesanteur lors d'un vol spatial. Dans toutesugs<plates mises a tourner dans la RPM, y

compris en mode clinostat, le centre restait lamgte non-organisé. Dans la RPM,
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l'organisation commencait toujours a partir desé&@mités des cuves, puis se propageait
lentement vers le centre, et elle se faisait diaupéus vite que la vitesse de rotation était
élevée et qu'on s'éloignait du centre.

D'autres effets déclencheurs de l'auto-organisasont apparus, notamment la
géométrie des conteneurs. Dans les 'ceufs de dang'le clinostat 2D, I'auto-organisation a
fini par se faire, mais tres lentement et en partdn col. Ce ralentissement était
particulierement important lorsque la force cenggd générée par la rotation n'était pas trop
élevée. En effet, en augmentant trop la vitesseotiion des ceufs, on augmente aussi
l'intensité des 'g centrifuges’ s'appliquant aatis¢ du centre. Ceci montre bien l'influence de
la force centrifuge dans l'auto-organisation ddsasgtillons en pesanteur réduite. De plus,
lorsque la vitesse de rotation n'était pas assa#&é) le vecteur gravité était trop faiblement
moyenné, donc lintensité du 'g résiduel’ trop &gwe qui provoquait immanquablement
l'auto-organisation.

Cependant, ces expériences ont montré qu'on satsitec ces appareils a la limite
extréme de l'auto-organisation, certains échansli@eufs de verre a 360°/s dans le clinostat
2D par exemple) ayant un processus d'auto-orgamsatés fortement ralenti voire
completement empéché (tubes RMN a 360°/s dandgnestht 2D). On peut donc affirmer
qu'une valeur de gravité inférieure &% suffit & empécher le processus d'auto-orgaoisat
et inversement que des valeurs légerement supesisuffisent a le déclencher et a former de

belles structures, bien que différentes de cellesl’gn obtient normalementa 1 g.

Les organismes vivants soumis aux stress de |'afmsaprésentent des signes
semblables : leur cytosquelette est désorganisié efrand nombre de fonctions cellulaires
lies a celui-ci sont atteintes. Les travaux quesravons faits sur les microtubules in vitro et
dans des conditions de pesanteur réduite s'acdgoti#nement avec ces observations faites
sur du vivant. Notre systeme d'auto-organisatios mécrotubulesn vitro constitue donc
probablement un bon modele pour expliquer la gemdiilité des étres vivants, tant au
niveau de leur organisation et de leur développemgume d'une grande partie de leur

fonctionnement interne.

2. Lévitation magnétique en champs magnétiques intense

Un autre moyen pour agir sur les microtubules etlesur auto-organisation passe par

l'utilisation de champs et de gradients de chamagnétiques intenses. Ceci permet d'obtenir
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potentiellement deux effets : un effet directemeiitau champ magnétique qui génére un
couple s'exercant sur les objets magnétiquemenbtaopes [Vassilev et al 1982, Bras et al
1998] et un effet lié a la force générée dans wemmghnon-homogene. Pour la [évitation
magneétique, c'est ce deuxieme effet uniguemenhous intéresse. La variation d'un champ
magnétique génere une force qui s'applique a waniatomique. Avec les petits aimants que
nous utilisons couramment, cette force nous eselogptible. Dans un aimant de trés forte
intensité, on peut cependant parvenir a générervariation du champ telle que n'importe
quelle matiére subit une force d'intensité quiiswfattirer ou repousser des objets d'une
guelcongque matiere. Si cette force est dirigée keehswut et de valeur absolue égale a celle de
la gravité terrestre, alors son interaction aveobjet provogue sa lévitation. Cet objet peut
étre constitué de matiére inerte (goutte d'eaut lleuplastique) ou de matiere vivante
(cellules, animal vivant, molécules biologiquesg@dgnon and Tournier 1991, Geim 1998].

Dans le cadre d'une collaboration avec Eric BeangnoCRETA-CNRS puis avec le
LCMI-CNRS, nous avons donc effectué des expériemeestrant l'influence des champs
magnétiques intenses et de la lévitation magnésgud'auto-organisation des microtubules.
Les expériences de lévitation magnétique (gradierdhamp) ont été réalisées dans un aimant
supraconducteur du CRETA, pouvant atteindre 17 aBesk capable de générer de forts
gradients de champ (cf. Annexe 5.1). Les expéremueur |'étude de l'effet du champ
magnétique lui-méme ont été réalisées au CRETA laopartie 'aimant vertical' et au LCMI
pour la partie 'aimant horizontal'.

Dans cette section, nous décrivons des expérierisaat a simuler des conditions
d'apesanteur au sol grace a la lévitation magreétggnérée par les gradients de champ
intense, afin d'empécher l'auto-organisation desanibules. Dés les premieres expériences,
comme nous le verrons, il a été difficile de sépdaes phénomeénes dus a la lévitation
magneétique et ceux dus au champ magnétique. En effdévitation magnétique, le champ
magnétique intense est toujours présent et a, &me) une action qui lui est propre, sur les
microtubules (cf. Section B.1 de ce chapitre). @utgoutefois faire certaines observations
distinctes sur ces deux types d'effets. Nous mosatgue la |évitation magnétique, malgré la

présence du champ, permet de ralentir fortemariblarganisation.

Des expériences préliminaires ont été réalisées géierminer la valeur de champ
permettant la lévitation des solutions de microtebiicf. Annexe 5.2) et pour mettre au point
le matériel indispensable pour ces expériences Aohexe 5.3). La valeur de champ

nécessaire pour obtenir la lévitation est de 15168las. Dans l'aimant vertical, en une
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position située a 6.5 cm au-dessus du centre mggeéle I'aimant, le gradient de champ est
maximal et dirigé vers le haut. En ce point nompusition 0 gH', le gradient de champ
s'oppose a la gravité et provoque la lévitatiangriavité est dirigée vers le bas et l'intensité de
son acceélération est de 1 g, et le gradient de phamagnétique est dirigé vers le haut et
l'accélération qu'il produit est aussi €gale a ILagposition opposée, c'est-a-dire a 6.5 cm en
dessous du centre magnétique de l'aimant, estsiiqgrodite '2 gH'. En ce point, le gradient
de champ magnétique est maximal et dirigé versgedd la force qu'il produit s'ajoute ainsi a
celle que produit la gravité sur la matiere préset ce point ; I'accélération résultante est
donc dirigée vers le bas et équivaut a une acd@érde la gravité de 2 g. Au centre de
I'aimant, en position dite 'L gH', il n'y a aucuadjent de champ magnétique, mais le champ
magnétique y est maximal est relativement homogeest la position de champ maximal
nommeé 'Hmax' (cf. Annexe 5.2).

Le but premier de nos expériences en champs maggeétiintenses était de faire
léviter les solutions de microtubules pour simudes conditions d'apesanteur comme lors
d'un vol spatial. Nous avons mis a assembler dainsant des échantillons qui étaient retirés
apres 15 minutes d'exposition a l'aimant pour @bservés. Nous avons utilisé deux types de
conteneurs: des cuves de verre de 40 x 10 x 1 ndasetuves de verre de 20 x 10 x 1 mm
plus petites mais permettant de se restreindresé&zdees de champ assez homogenes. Les
échantillons étaient ensuite placés au chaud etdéveloppement a été photographié (cf.

Annexe 2). Des durées d'exposition au champ difféseont été testées.

1 cm

Figure 27. Orientation uniforme des microtubules d:
des échantillons exposés a des champs magné
intenses. Les deux photographies correspondentémoe
édhantillon resté 15 minutes dans un champ magné
de 15.62 T: (A) orienté a 5° par rapport au polaus (en
polarisation croisée), (B) orienté a 45° par rapp@u
polariseur (avec A), apres 30 minutes. La for
biréfringence indique l'orientation uniforme ¢
microtubules selon l'axe vertical, c'estizie selon I'axe

du champ magnétique.
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Nous montrons avec ces expériences que l'on pdahtirafortement [auto-
organisation des microtubules en faisant l|évites geéparations dans des cuves de
spectrophotometre. Les expériences de lévitatiochamp magnétique n'ont pourtant pas été
simples a élaborer car, contrairement a la simaratiapesanteur dans les clinostats, il fallait
tenir compte du fait que cette fois-ci, il y avgliisieurs forces en jeu : la gravité, le gradient
de champ magnétique s'y opposant, et une forceualglec magnétique s'appliquant sur les
objets magnétiguement anisotropes comme justeraenhicrotubules [Vassilev et al 1982,
Bras et al 1998] (cf. Annexe 5). Nous le verrordaaend l'interprétation des résultats plus
difficile. De tres nombreuses séries d'expériermrgsete faites et ont permis de trouver des
conditions dans lesquelles l'effet de ralentissénden|'auto-organisation par la lévitation

magnétique a été mis en évidence.

Au début des expériences de lévitation magnétimagré un niveau d'impesanteur
tres faible en position '0 gH', nous nous sommescag des les premiers échantillons que
nous n'‘obtenions pas le résultat escompté. Lemtibhias s'auto-organisaient quand méme.
Les morphologies qui se sont développées, bien mprgculierement régulieres étaient
différentes des morphologies témoin, verticalesga & la sortie de I'aimant apres 15 minutes
les échantillons étaient extrémement biréfringennd on les tournait par rapport a I'axe des
polariseurs de quelques degrés seulement (Figire 27

Trés rapidement, les échantillons se sont dévetoppéstructures composées de stries
tres rectilignes et régulierement disposées ddpuiaut de la cuve jusque tout en bas (Figure
30), contrairement aux cuves témoin, dont lesss@t moins droites et moins régulieres et
qui présentent des stries perpendiculaires au flenth cuve, disposées dans une formation
triangulaire (Figure 10). Cette biréfringence umife et intense provient d'une orientation
massive des microtubules dans l'axe des lignes @@ magnétique, sous l'action du champ
magnétique lui-méme et non a cause du gradienhdmg. Ce phénomeéne, nous le verrons,
se produit lorsque les microtubules sont encoréisamiment courts, donc au cours de la
phase de croissance et de nucléation des micresibDette phase dure environ 2 minutes. A
cause de leur forme fibrillaire, les microtubulesmtsdes objets particulierement anisotropes
vis-a-vis des champs magnétiques intenses. Deotgiis se réorientent dans un champ
magnétique a la maniere d'une boussole dans lepcmaagnétique terrestre, a cause du
couple magnétigue qui s'exerce sur eux. Cependastfibres pour se réorienter se doivent
d'étre suffisamment courtes. Si elles sont prisesemélées dans un réseau tres dense comme

c'est le cas pour les microtubules lorsque leungdton devient importante, alors leur
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réorientation dans le champ est impossible et #esye devient ‘insensible’ a I'action du
champ magnétique intense. Le moment a partir duguststeme est sensible a I'action de la
gravité et bifurque, se situe aux alentours de®l @inute. Pour savoir s'il s'agit bien de
I'effet du champ magnétique sur les microtubulespdgte taille, il suffit de faire pré-
assembler quelques minutes les microtubules dealdition en dehors de l'aimant avant de
plonger I'échantillon dans le champ. En procédami,aon s'apercoit effectivement que le
systéme est sensible a l'action du champ magn&igaetir de la %" minute, jusqu'a la%'*®
minute de la réaction, c'est-a-dire pendant quem&sotubules sont encore en cours de
nucléation et d'élongation. Cette partie conceriiafiet du champ magnétique sera détaillée

ultérieurement.
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Figure 28. Echantillons placés dans I'aimant & 15.62 T durd@theures. Toutes les photographies
ont été prises en polarisation lin€aire croiséecauae lame compensatride (A) en position 0 gH (a
0° et a 45° par rapport au polariseur), (B) en fasi 1 gH (a 0° et a 45° par rapport au polariseur)
(C) en position 2 gH (& 0° et a 45° par rapport palariseur). A la sortie de l'aimant, (A) est
fortement ralenti et (B) n'est pas organisé. Cdsaatillons ne montrent pas ou peu de stries mais
leurs microtubules sont uniformément orientés selaxe vertical comme le montrent les
photographies prises en biréfringence a 45° parp@p au polariseur (cf. Figure 27). L'échantillon
(C), quant & lui, est trés strié.

Revenons a la lévitation magnétique propremerd. dithe premiere constatation
guand on met des échantillons dans I'aimant auitigues '0g H' et '2 gH', les deux positions
ou on appligue un gradient, est que ces échardibkendéveloppent a des vitesses différentes

et présentent des différences de morphologies. dobantillons a '0 gH' se développent

lentement et peuvent méme parfois rester non @§animalgré la forte orientation des
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microtubules. Les échantillons a '2 gH' se déveadopjrés rapidement, plus rapidement que
des morphologies témoins, et montrent une fortet&tn trés serrée. Pourtant ces deux
échantillons, celui en lévitation et son opposégeavité augmentée' sont exactement dans les
mémes conditions de gravité (1 g), de champ mage{11.9 T a ces positions '0 gH' et ‘2
gH' quand le champ maximal est de 15.62 T) et @elignt de champ, a l'orientation du
gradient de champ pres. Cela signifie que malgféet' '‘génant’ du champ magnétique, la
lévitation magnétique peut provoquer un fort raksgment de l'auto-organisation (Figure
28).

Lorsque l'on fait assembler hors champ, duraniremvy a 5 minutes, I'échantillon
devient beaucoup moins sensible au champ magnétiGgnggme; les microtubules sont en
effet trop allongés et leur réseau est trop demsg gue le couple magnétique puisse les
réorienter. La préparation n'est alors quasimeun$ gloumise qu'a l'action du gradient de
champ magnétique et a la gravité. On observe almemette difference entre les échantillons
a'0 gH' et ceux a '2 gH'. L'échantillon a '2 gtbsemble a une morphologie témoin, malgré
un grand nombre de stries plus serrées et un gipesieent plus rapide. Cela s'explique par
I'intensité plus élevée de la pesanteur effectiveette position. Au bout de 5 heures par
contre, I'échantillon en lévitation magnétique eeses faiblement organisé. Il présente des
grandes zones biréfringentes mais non striéese @ait, c'est bien l'effet de la lévitation
magnétique que I'on observe (Figure 29). Cetterexpee prouve l'efficacité de la lévitation

magnétique pour simuler des conditions d'apesasteterre.

Figure 29. Effet de Ila Ilévitation magnétigL
L'échantillon (B) a été mis a assembler a 35°C |
de l'aimant durant 5 minutes puis il a été placég
'aimant a 15.62 T durant 15 minutes en positic
gH. Par rapport au témoin développé a 1 grh
champ (A), l'autmrganisation de I'échantillon (E
est fortement ralentie par la lévitation magnétic
Photographies prises en biréfringence aprés 5 h&
de développement.
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B. Modification de 'auto-organisation des microtubusepar I'ajout d'autres

champs externes

Dans le chapitre précédent, nous avons décritclanfalont on peut empécher I'auto-
organisation de se produire. Il est intéressanteégant de connaitre le comportement des
solutions de microtubules sous gravité normalesgoion applique sur celles-ci un champ
externe différent ou d'intensité différente. L'atvation de leur comportement donne des
indications sur la facon dont les champs agissantla population de microtubules en

solution.
1. Effet des champs magnétiques intenses

Nous l'avons mentionné précédemment, dans un chaagpétique uniforme, parmi
les substances non ferromagnétiques, seuls lets giyfessentant une asymétrie de forme sont
susceptibles d’avoir un comportement particuliéexposition des microtubules a un champ
magneétique suffisamment intense peut provoquer ftéorientation a cause du couple
magnétique s'exercant sur leur forme anisotrope.appliquant un champ magnétique
uniforme, c'est-a-dire sans gradients de champeftattest maintenu. Nous avons pu montrer
que l'effet des champs magnétiques uniformes pediwditenir un type particulier de
morphologie. Nous montrons que, sous champ magrestigs microtubules s'auto-organisent
ainsi parce qu'au départ de la réaction, durantptemieres étapes de l'assemblage, les
microtubules sont orientés selon une directionguegitielle. Nous verrons plus tard dans la
partie concernant la modélisation, que cette olasierv est particulierement importante. Une
des conjectures du modéle est que les champs estarduisent un biais directionnel dans
l'orientation des microtubules. Lorsque quelquesrobmiubules sont orientés, les autres
microtubules suivent leurs traces et sont oriedtdsur tour. A partir de ce moment, la
symétrie de la réaction est rompue et l'auto-osgdinin débute (cf. Partie modélisation).
Expérimentalement le champ magnétique ne peutteféesent agir sur ces solutions que par
l'orientation forcée et préférentielle des micratiels. C'est un mécanisme qui touche
directement les bases moléculaires du processuguietpour nous, est plus simple a
comprendre que l'action de la gravité.

En outre, nous avons pu montrer que l'on pouvaitime prévu, faire bifurquer le

systeme vers d'autres types de morphologies avechamps magnétiques intenses. Nous



99

avons mesuré les valeurs minimales de champ néessgmur faire bifurquer le systéme

d'une morphologie témoin obtenue a 1 g, a une nodoghke de ‘type aimant'. Ces expériences
ont été faites sur des cuves disposées horizordateret sur des cuves disposées
verticalement. Les valeurs de champ nécessairasgidenir une bifurcation ne sont pas les

mémes dans les deux cas.

1.1.Expériences en champ magnétique vertical.

Lorsque I'on met a assembler durant une dizaineid@tes, une solution de tubuline
dans un champ magnétique uniforme intense, letnimules qui se forment s’orientent dans
I'axe du champ. A la sortie de I'aimant, une trédd biréfringence est effectivement visible
quand on décale l'axe de la cuve de seulement geelglegrés par rapport a I'axe des
polariseurs (Figure 27). Quelle que soit la positdans le champ, si son intensité est
suffisante, une morphologie typique de I'expositemmx champs intenses se développe. En
revanche, selon la position de I'échantillon pap@t au centre magnétique de la bobine et
I'intensité du champ, cette morphologie se dévedgplps ou moins vite.

La morphologie typique de type aimant est congtitdé stries tres droites et aux
contours particulierement nets. Ces stries somodiises depuis le haut jusque tout en bas de
I’échantillon. Dans une morphologie témoin a 13, $tries sont beaucoup moins longilignes
et ne vont pas jusqu’en bas de la cuve; au fondedecuves, on observe une ou deux

structures triangulaires, formées de stries veeicperpendiculaires a la base (Figure 30).

Figure 30. Morphologie caractéristique de type 'aime
obtenue par autotganisation dans un aimant & 15.6:
en position 1 gH (champ maximal et homogene), rth
10 minutes. Apreés 2 heures, une morphologie aues
trés régulieres apparait (B). En comparaison,

morphologie témoin obtenue hors champ en 5 hede
Dans la morphologie de type ‘aimant’, les stries ¢
parfaitement horizontales depuis le haut jusqud tn
bas dans I'échantillon. Ce n'est pas le cas darx
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morphologies témoins a 1g dans lesquelles lessstoa!

plus contournées, et qui comportent deéses disposée

verticalement au fond de la cuve.
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Nous avons déterminé que I'effet du champ ne $igqye que lorsque les microtubules
sont en pleine phase de nucléation et d’élongatiest-a-dire durant 2 minutes environ, entre
la ™ et la 5™ minute de la réaction. Pour cela, nous avons péépae série d'échantillons
gue nous avons mis a assembler en position ‘1 gi5.& T, 1 minute pour la premiére série,
2 minutes pour la deuxieme, et ainsi de suite jas§uminutes. Les échantillons qui se sont
assemblés moins de 3 minutes dans I'aimant onttildodes morphologies témoin. Au-dela,
les morphologies obtenues étaient de ‘type aimdntversement nous avons préparé des
séries d’échantillons que nous avons mis a asseindte champ d’abord durant ‘n’ minutes
puis que nous avons plongé dans le champ en posltigH’ a 15.6 T jusqu’a la quinzieme
minute de la réaction. Cette fois ci, l'effet duanotp s’observait dans les échantillons
assemblés en dehors du champ durant moins de Steminflu-dela I'assemblage de la
solution est trop avancé et une morphologie téraoing se développe. Pour des valeurs de
champ plus faibles, la fenétre optimale d’actiorcdamp se resserre autour de 4 minutes.

En baissant progressivement les valeurs de champgot déterminer quelle est la
valeur minimale du champ nécessaire pour I'obtentie morphologies de type aimant. Cette
valeur est de 7 Teslas. En deca, méme si I'échanslortant de I'aimant présente une forte
biréfringence due a [lorientation des microtubukssus I'action du champ, c’est une
morphologie témoin qui apparait.

En ce qui concerne la cinétique de développemesitsttectures, si a la sortie de
aimant les échantillons sont compléetement orisrdéx trois positions dans le champ, on
s’apercoit rapidement que les morphologies ne seldgpent pas a la méme vitesse. Nous
avons déja vu que la position la plus rapide epbkition ‘2 gH’ et la plus lente, la ‘0 gH’, et
gue I'on pouvait imputer cette différence a I'otigion vers le bas, dans le premier cas et vers
le haut, dans le deuxieme, de la force générédepgradient de champ. Cependant, il n’en
reste pas moins que I'échantillon a ‘1 gH’ se déppk également trés lentement & un champ
de 15.6 Teslas alors qu’aucune force ne s’oppotte fms a la gravité. Pour de longues
expositions au champ (plus de 5 heures) ou pouexiessitions a des champs plus intenses
(16.5 Teslas), cette position peut méme s’avérerlatplus lente des trois. L'effet du champ
dans ce cas peut aller jusqu'a empécher I'apparitie morphologies de type aimant en
laissant les microtubules 'bloqués' selon la sewientation qu’ils avaient en sortant de
'aimant. Aucune strie ne se développe dans ceanditlons, méme plusieurs heures apres

étre sortis du champ (Figure 28 B).
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Inversement, dans d'autres conditions de champléogradient de champ), la vitesse
de formation des morphologies de type aimant péet fértement augmentée. Ainsi, des
morphologies de type aimant, tres correctementdesiont pu étre terminées aprés moins de
deux heures de développement. Ceci est le casubisn réduit l'intensité du champ pour
des valeurs de l'ordre de 9 a 13 Teslas. Danss;esickon sort les échantillons du champ au
bout de 15 minutes, les microtubules sont biennté® dans l'axe du champ (forte
biréfringence a 45° par rapport a l'axe des paaris). Des stries apparaissent au bout d'une
heure et l'auto-organisation de 'type aimant' pdreg complete au bout d'une heure. Les
réactions dans la solution n'ayant pas été acedligécéla signifie que c'est la pré-orientation

des microtubules qui favorise et accélere l'augaoisation.

1.2.Expériences en champ magnétique horizontal.

Nous venons de le voir, un échantillon subissanthamp magnétique intense, s'auto-
organise selon une morphologie striée de type faindéférent d'une morphologie 'verticale'
témoin a cause du couple magnétique produit pathéanp magnétique uniforme sur les
microtubules. Nous nous sommes demandés si I'omafidiaire bifurquer la solution d'une
morphologie normale de type 'horizontal a 1g' a moephologie de type 'aimant’, et a quelle
valeur cela était possible.

Le laboratoire des champs magnétiques intenseM(LGlispose d'un aimant
horizontal (I'aimant M2) pouvant générer un chamggnétique assez homogene montant
jusqu'a 13 Teslas. Nous avons donc adapté notr@riglathauffant pour cet aimant et mis a
assembler des solutions de microtubules dans oendj a différentes valeurs de champ,
durant 10 minutes.

Les solutions de microtubules ont été disposéeawzdmalement, a l'endroit de
'aimant ou le champ est maximal et uniforme. Chatoppé, les morphologies qui se
développent sont de type 'horizontal'. Lorsqu'dmnag le champ a 13 Teslas, on obtient une
morphologie de type 'aimant’, méme si la cuve eégtodée horizontalement. En baissant
progressivement l'intensité du champ magnétiquajs navons pu déterminer que la
bifurcation du systeme se produisait pour une Bitérdu champ de 4 Teslas. En dessus de 4
Teslas, la morphologie obtenue est de type 'aimsat des stries droites ; en dessous elle est

de type 'horizontale' avec des stries en cercleserdriques (Figure 31).
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Figure 31. Bifurcation dans un aimant horizontal. Lorsque
morphologie est mise a développer 10 minutes avateair de
champ supérieure a 4 T (ici 5 T), la morphologigeoine (A
est de type 'aimanéivec des stries bien droites (cf. Figure <
Si par contre, le champ est égal ou inférieur a,4c®st une
morphologie horizontale, avec des stries en ce
concentrigues, qui se développe (B). Selon liit@iksl cham)
magnétique, on peut faire bifywer la solution vers l'une ¢
l'autre des deux morphologies @ntre. Les Photographies ¢

été prises en biréfringence apres 5 heures de dgpement

A linstar des expériences de bifurcation faitescentrifugation, I'application d'un
champ externe autre que la gravité, a savoir urmphaagnétique, avant linstant de
bifurcation et perpendiculairement a la directi@nla gravité, peut également faire bifurquer
le systeme vers une autre morphologie. Plus praeistdans le cas de l'aimant, son effet doit
étre appliqué sur la solution entre F'%et la 5™ minute, la solution y étant insensible avant

et aprées comme nous l'avons vu précédemment.
2. Effet des champs électromagnétiques

De nos jours, l'exposition aux radiations électrgn@iques atteint des sommets
jusqu'ici inégalés. L'avenement de la téléphonibitaen est la cause directe. Chacun de ces
appareils est une source importante d'ondes éteatoétiques dans le domaine des micro-
ondes et des ondes radar. De trés nombreuses é&odesen cours actuellement pour
déterminer l'effet de ces radiations sur la mati@vante, en particulier sur l'induction de
tumeurs et sur le développement des embryons. Miahsement, il est difficile de se
prononcer quant aux résultats de ces études taatsaint contradictoires. En fait, l'interaction
des champs électromagnétiques avec la matiereteiesh encore trés peu connue.

Etant constitués d'un champ électrique oscillaribrée fréquence avec un champ
magneétique, on est en mesure de penser que cepxisamaient susceptibles d'interagir avec
des objets magnétiguement et électriqguement ag@mtiNous avons donc mené une étude en
collaboration avec Anne Perrin au CRSSA de Grendhlle consistait a faire assembler et
auto-organiser des solutions de microtubules dane antenne émettant des ondes

électromagnétiques de I'ordre de fréquence et dsgnce d'un téléphone portable, a savoir
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une fréquence de 900 MHz en modulation carrée pm& puissance de 1 mW.ém
L'exposition se faisait durant les 30 premiéresut@gs de la réaction.

Disons le tout de suite, cette expérience n'a gasadironnée de succes. Il est difficile
de dire si les quelques irrégularités observéesesugchantillons exposés tenaient a un léger
effet des radiations ou tout simplement a la vdit@lmormale qu'il existe dans les solutions
microtubulaires auto-organisées. De plus, a moindlles différences de comportement des
échantillons, il aurait été difficile de conclurer gles observations faites dans un tel champ;
en effet, I'émission d'un champ homogene par césnaes est une vraie gageure. D'un
millimétre a l'autre dans la zone exposée, le chpeyt chuter ou augmenter brutalement de
plus de 90 %. Dans ces conditions, la reproduitébdes résultats est plus que compromise.
Enfin, une particularité de ces radiations a clriguence est qu'elles ne pénétrent que tres
mal la matiere. Les parois de l'incubateur dangdegtaient placées les cuves et la paroi des
cuves elles-mémes absorbent une grande partie gonmament et le réfléchissent,
augmentant par la méme occasion l'inhomogénéiténdmp. C'est visiblement cette grande
inhomogénéité du champ, et la grande variabilitgéeétration des radiations en fonctions
des tissus qui expliquent la diversité des résutthtenus sur I'effet des rayonnements micro-
ondes sur la matiére vivante. C'est pour ces raigp®e nous n‘avons pas poursuivi ces

expériences.

C. Rétablissement de I'auto-organisation par un autéet externe en l'absence de

gravité

On a vu jusgu'ici que l'on pouvait, par des moyassez aisés, réduire suffisamment
I'effet de la gravité sur les échantillons jusgeridpécher la formation de morphologies auto-
organisées ou bien provoquer des changements dehalogies dans les échantillons en
appliguant des champs externes. Il était doncastamt de vérifier que I'on pouvait, des lors,
rétablir complétement ou partiellement la gravitéappliquant sur un échantillon placé en
apesanteur simulée soit un champ externe, soitresssmécanique sur la solution assemblée.
Par ailleurs, on montre aussi que les dimensionia érme des échantillons suffisent a
induire la formation de morphologies auto-orgarssée

En reprenant le paralléle fait avec le vivant conagt I'organisation du cytosquelette,
si une telle compensation de I'effet néfaste dalsénce de gravité est possible dans une cuve

en verre, alors peut-étre est-elle aussi envisdgeatins des organismes vivants. Une telle
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étude reéaliséen vitro et avec des moyens simples pourrait bien fouras perspectives
thérapeutiques afin de corriger les effets néfadtes a I'apesanteur sur les organismes et
permettre le rétablissement de fonctions biologigigdles que le métabolisme des os ou la

fonction immunitaire.

1. Effet des dimensions et de la forme des échantillen

Méme s'il ne s'agit pas a proprement parler d'éet efkterne, les dimensions et la
forme du conteneur des solutions de microtubulesg@ constituer un facteur déclenchant
l'auto-organisation. Il est connu que dans lesesyss de réaction-diffusion physico-
chimiques, le facteur de forme peut influenceolafation des motifs qui se développent.

Dans les solutions microtubulaires, c'est égalerteas. La forme de I'échantillon
peut suffire a rompre la symétrie du systeme. ldard'expérience en apesanteur embarquée
dans une fusée sonde [Papaseit et al 2000, Tatiay2601-a] (cf. Partie introductive®™
Chapitre, Section 2.2.2), il y avait des cuves lsipurs formes, notamment les habituelles
cuves rectangulaires de 400 ul (40 x 10 x 1 mnkgsetuves de forme cylindrique, les 'ceufs
de verre' de 1.5 cm de haut et de 5 mm de diarnmé&me. Au retour sur terre, les solutions
qui se sont développées dans les cuves rectarggilaiont aboutit a aucune auto-
organisation, alors que dans les 'ceufs de vetaglfolorganisation a fini par se faire
partiellement aprés un long développement. Les itiond réactives et les conditions
d'apesanteur étant les mémes, cette différenceoneajp provenir que de la différence de
forme et de dimensions entre les deux types desd@ade and Tabony 2001].

Lors des expériences dans le clinostat effectuéggriah (décrites precédemment),
nous avons eu le méme phénomene : Les solutiorssléarceufs de verre', bien que restant
longtemps non-organisées, ont fini par développatigllement. Dans cette expérience
contrairement a I'expérience dans le vol spatialisnravons pu suivre le comportement d'un
échantillon dées sa sortie du clinostat et comprekisu provenait I'auto-organisation. Apres
30 minutes de réaction, I'échantillon est uniforreétnmauve en biréfringence, indiquant
I'absence d'organisation, sauf au niveau du cdladeuve. Le col est en effet une forme
particulierement asymeétrique : il s'agit d'un régsgement du tube formant un court canal d'un
diameétre de 0.5 mm. Au cours du temps, la biréémog gagne toute la longueur de la cuve,
menant ainsi a une organisation partielle de latswl. C'est d'ailleurs pour cette raison que
nous avons réitéré cette expérience en utilisasttalees plus longs, les tubes RMN, afin de

préserver le gros de I'échantillon de I'organisagiartielle induite par le col.
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Le méme effet est observé lorsqu'il y a un méradguidien a la solution. La zone de
jonction du ménisque avec la cuve (lorsqu'on neplémpas complétement la cuve) est un
endroit particulierement propice a favoriser I'otaion préférentielle de quelques
microtubules. Le ménisque de la solution est extréent fin et pourrait dicter leur
orientation aux microtubules. Ces zones sont eergénes départs d'organisation. Dans des
capillaires de verre tres fins (environ 50 um dendétre) les microtubules s'auto-organisent
aussi mais leur orientation privilégiée est donpaele grand axe du capillaire. En simulation,
nous montrons que la géometrie du conteneur petenedbmpre la symeétrie et de provoquer
l'auto-organisation. Cependant, nous montrons glila nul besoin de faire intervenir des
interactions et contraintes mécaniques entre lesotnbules et les parois du conteneur. La
rupture de symétrie due aux parois agit en pagsantine modification de la réactivité des
microtubules: les microtubules 'sentent' la présedes parois par des processus faisant
intervenir la réactivité des microtubules et lafudifon moléculaire de la tubuline (cf. Partie
modélisation, 2" Chapitre, Section 3.4.1).

La forme des cellules et des tissus joue un grétel dans le développement et
l'organisation des étres vivants. Les microtubplesrraient en étre le vecteur principal. En
apesanteur, les ceufs d'oursin, de forme sphénigant bloqués un long moment dans leur
développement au niveau de la gastrulation avampiodesuivre leur développement normal.
Ce n'est pas le cas pour les ceufs de drosophileraie ovoide. Dans les 'ceufs de verre' en
apesanteur, les microtubules ne s'auto-organisest dqurant un long moment. L'auto-
organisation finit par se déclencher a partir d'umgture de symétrie liee a la forme de

I'échantillon et gagne, au moins partiellementt téghantillon.

2. Effet de cisaillement dans la solution (bulles d'aj pointe de seringue, billes
magnétiques)

Parmi les effets pouvant déclencher l'auto-orgéinisal y a entre autres le fait
d'orienter quelques microtubules dans une directigiférentielle dans la solution. C'est
d'ailleurs ce que l'on fait en placant des écHanslsous champ magnétique intense. Dans ce
cas on applique l'effet de 'pré-orientation’ desratubules de facon globale et on ne touche
que les microtubules en cours de nucléation.

Une autre maniere pour orienter quelques microasbdéans la solution est d'appliquer
un cisaillement dans la solution. Cette fois, éeffnmédiat est local et ne s'applique qu'aux

endroits ou la solution a été cisaillée. Lors dgdérience faite en apesanteur durant le vol
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spatial, en raison d'une difficulté technique padégazer correctement les solutions, des bulles
d'air formées dans le col des cuves ont traverssntila période mouvementée de réentrée du
module dans l'atmosphére, les échantillons placésagesanteur. Normalement, ces
eéchantillons n'auraient pas di s'auto-organisgue@dant, il a été frappant de voir que sur la
trajectoire de ces bulles d'air inopportunes, unéfringence est immeédiatement apparue et
gue dans le temps, cette biréfringence s'est d@véoen stries le long cette trajectoire. Un
tel phénomene s'est reproduit lors des expériequesnous avons mené dans la 'random
positionning machine' a Zurich (cf. Annexe 3). Lata passage d'une bulle dair, les
microtubules sur la trajectoire de cette dernievet Drientés (Figure 32). La rupture de
symétrie induite par la bulle suffit & déclencharrmoins localement la réorganisation des
microtubules sous forme de stries [Papaseit @080, Tabony et al 2001-b, Tabony et al
2002-a , Tabony et al 2002-b].

1cm

Figure 32. L'auto-organisation de
microtubules peut étre provoquée par

bulles traversant des échantillons

microgravité. Dans des cuves rectangulail
en apesanteur lors du vol spatial (A), dan:
RPM (B) et dans un tube RMN dans
clinostat 2D (C). On distingue nettement
trajectoire de chaque bulle car quelque ter
aprés leur passage, les microtubules
réorganisem progressivement en stries tout

long de la ligne de cisaillement qu'elles

v créé. Ensuite, l'auterganisation gagne peu
B ‘ peu une bonne partie de I'échantillon.

Au laboratoire, nous avons reproduit cette expéderavec des particules
ferromagnétiques utilisées pour cisailler une sofutle microtubules assemblés en conditions
de pesanteur réduite. L'expérience était simpl#de: mnsistait a préparer un tube RMN
contenant 1 ml de solution 'standard’' de tubulirée le mettre dans un clinostat en rotation a
360°/s durant 20 minutes. A sa sortie, I'échamtiie présentait aucune biréfringence. Si nous
l'avions laissé se développer normalement, il ngesait pas auto-organisé et n‘aurait montré

au mieux que quelques légers signes de biréfrirgandbout d'une vingtaine d'heures. Cette
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fois-ci, apres I'avoir photographié a sa sorti&yshavons ajouté dans le col du tube, quelques
billes ferromagnétiques d'environ 1 pum de diaméidaide d'un aimant, nous les avons
attirées et nous leur avons fait traverser de e@arpart la solution encore non organisée.
Immédiatement apres cette opération, I'échantiimsentait une forte biréfringence sur le
trajet des particules, indiquant que ces dernieresient bien orienté localement les
microtubules sur leur passage. Tres rapidemenésgpalce de 3 heures, une striation, bien que
peu réguliére, est apparue.

Le méme résultat peut étre obtenu avec n'imporéasaillement mécanique, comme
par exemple en plongeant une fine pointe de sezidgns la solution.

Dans tous les cas précédemment décrits, on dépfacerps étranger massif dans une
solution de microtubules de répartition uniformed&trientation isotrope. Un tel corps se
comporte face au microtubules, objets de dimensiomsoscopiques, comme un veéritable
bulldozer. Il oriente ces fibres, comme on peuéraisnt orienter avec le bout du doigt un
ensemble de baguettes (des spaghettis par exetigpesées de facon uniforme sur une table
et dont la direction moyenne est isotrope. Un bbesaent, en orientant seulement quelques
microtubules, peut donc déclencher l'auto-orgaiisadu moins partielle d'un échantillon.
Comme pour les champs magnétiques, cette informasb particulierement importante pour

confirmer notre hypothése des bases moléculairéaute-organisation.

3. Compensation par un champ magnétique

Les champs magnétiques ont une forte influencdesprocessus d'auto-organisation.
Suivant la facon selon laquelle ils sont appliquisspeuvent l'accélérer, le ralentir, voire
I'empécher complétement. Les gradients de champnétigges, donc la I[évitation
magneétique, agissent en simulant des conditiongestateur au sol et ralentissent le
processus. En revanche, les champs magnétiqueseaxt, une toute autre action : ils
réorientent les microtubules dans l'axe du chanmepcduple magnétique agit donc au niveau
individuel dans la population de microtubules. Naw®ns vu précédemment que, le fait
d'orienter ainsi quelques microtubules, brisagymétrie de la réaction et déclenchait I'auto-
organisation. De tels champs pourraient donc é&tvésagés comme un facteur correctif des

dysfonctionnements et les pertes de fonctions le@s liés a I'apesanteur.
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3.1.En lévitation magnétique sous champ intense

Une remarque que I'on peut faire est que danssleleda lévitation magnétique, donc
en gravité tres réduite, on aurait pu s'attendre pas obtenir d'auto-organisation. Or, a cause
de la rupture de symétrie provoquée par le changnétmue, I'auto-organisation est quand
méme déclenchée. Les expériences que nous avtes dai éliminant au maximum l'effet du
champ magnétique, ont montré que la réduction dwvitgr induite par la lévitation
magnétique provoquait le ralentissement de l'augargsation mais ne I'empéchait pas et ce,
a cause de la présence du champ magnétique. Ondpeat considérer que le champ
magnétique est suffisant pour déclencher l'auterisgtion d'une solution de microtubules
placée dans des conditions telles qu'elle ne dewas s'auto-organiser, a savoir des
conditions d'apesanteur. Le mécanisme de rupturgynetrie est connu dans ce cas et il
différe de celui mis en ceuvre par la gravité. Ltute de symétrie provoquée par les champs
magnétiques s'explique par l'orientation des midrolies dans l'axe du champ au début de
leur croissance (cf. Section B.1.1 de ce chapitre).

3.2.En appliqguant un champ magnétique sur une cuve enpgsanteur simulée

Nous avons vu que sous l'effet d'un champ magretigtense, les microtubules
néoformés s'orientent dans l'axe de l'aimantatian gouple magnétique. Par ailleurs,
l'orientation qui est provoquée par un tel chamgmaéique suffit a induire un changement de
morphologie. Il est a supposer qu'en l'absenceaigt§, un champ magnétique suffisamment
intense pourrait suffire a provoquer I'auto-orgatigs d'une solution de microtubules. Nous
avons donc appliqgué un champ magnétique a destéldrenen apesanteur simulée.

Pour ce faire, trois petits aimants [Bakker Magrgdtde forte aimantation permanente
(environ 350 mT au contact) ont été fixés au tubeepéchantillons en verre allant dans le
clinostat avec une couche plastique isolant le dibenétal pour des questions d'isolation
thermique. Une solution standard de tubuline ap&iéée dans des tubes RMN de 1 ml de
contenance. C'est en effet dans ces tubes que swumes précédemment parvenus a
empécher le déclenchement de l'auto-organisaties.dchantillons ont été mis en rotation
dans ces tubes, avec les aimants, a 360 °/s aettdBaminutes. L'expérience a été répétée
guatre fois. Des témoins ayant des plagues de na&tala dimension des aimants et

remplacant ces derniers, ont été faits avec oursgéason du clinostat.
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Contrairement a ce qui était espéré, aucune agtmation ne s'est produite dans les
échantillons en apesanteur simulée soumis au chraagnétique, exactement comme les
échantillons témoins en apesanteur simulée, aloeslep échantillons témoins a 1 g se sont
développés correctement. Tres vraisemblablemeimaldation n'était pas suffisante. En
effet, comme cela avait été déterminé dans I'e@pée de changements de morphologies faite
dans 'aimant horizontal, la valeur minimale pohtemir un effet du champ est supérieure a 4
Teslas. Un champ de 350 mT ne suffit donc pasabliét'auto-organisation des microtubules
en apesanteur. Les expériences précédentes en sharagnétiques intenses avaient
cependant été faites sur des échantillons quealia'organiser de toutes facons, car soumis a
I'action de la gravité; il avait donc fallu un chamtense pour que I'effet soit supérieur a celui
de la gravité. Nous avions présumé que pour unndéitiba qui ne devait pas s'auto-organiser,
c'est-a-dire qui se développait en l'absence dotde de champs externes, un champ
magnétique de plus faible ampleur aurait été sffisDe plus, des études concernant
l'alignement des microtubules sous champ magnétiqiemontré que des microtubules,
exposés 10 minutes a un champ de seulement 20@'aniEntent, paralleles entre eux, dans
l'axe du champ [Vassilev et al 1982]. Cela n'a @sle cas dans notre expérience. Ces
expériences avaient toutefois été faites entrelame et une lamelle, donc dans une couche
de solution trés mince et avec l'aimant pratiqudénan contact. Dans notre expérience,
I'échantillon est volumineux par rapport a la pertés lignes de champ (celui-ci s'atténue trés
vite lorsqu'on s'éloigne de l'aimant). Le champigttant les microtubules n'a probablement
pas suffit a les réorienter. L'observation des gtilhans en biréfringence n'a effectivement
pas révélé d'orientation préférentielle des midrotes.

Des expériences dans un champ magnétique intersergedonc a envisager. Outre
la difficulté de monter un clinostat thermostatéslan appareillage aussi volumineux qu‘un
électroaimant, l'inconvénient dans ce cas serastlguchamp resterait fixe, au contraire de
I'échantillon qui serait en rotation. Si le changp suffisamment homogéne, comme c'est le
cas dans ce type d'aimant, ce n'est pas génametfféinles lignes de champ s'appliquant aux
objets anisotropes en solution, en I'occurrenceniesotubules, elles resteront invariantes par
rotation et un couple magnétique s'exercera surobgss. Une telle expérience est donc
réalisable car méme si I'aimant reste fixe, lesrotibules auront tendance a rejoindre leur

position d'équilibre magnétique, c'est-a-dire I'dge lignes de champ.
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4. Rétablissement de I'auto-organisation sous l'actiod'un champ de vibrations

Un autre moyen de rétablir I'auto-organisation par champ externe, dans un
échantillon en apesanteur, est de le soumettre éhamp vibratoire. Contrairement a la
gravité qui est un champ d'accélération uniformmaditectionnel et de valeur non nulle, les
vibrations sont des champs d'accélération péri@digwscillants autour d'une position
d'équilibre (ici I'axe de I'échantillon) et dontrtaoyenne est nulle. De tels champs vibratoires
peuvent étre générés par des moyens simples agemembrane vibrante de haut-parleur ou
bien avec un poids asymétrique disposé au boutp#tinmoteur électrique comme ceux que
I'on trouve dans les téléphones portables (Fig8rg)3 Les fréquences de vibration générées
sont de l'ordre du Hz.

Comme pour I'expérience précédente avec les aing@ms le clinostat, nous avons
fixé un vibreur de téléphone portable et sa pilenatube porte-échantillons allant dans le
clinostat. Une couche d'isolant thermique a étpadige entre l'appareillage et le tube porte-
échantillons. La fréquence de vibration de l'appaedle qu'elle a été mesurée par un
enregistrement sonore avec un microphone était2@eHiz (Figure 33 D). L'amplitude des
vibrations, plus dure a mesurer, a été évaluéeeavateur de l'ordre du micron avec un
comparateur micromeétrique (I'amplitude est a pimd@rieure a 1 um).

Pour cette expérience encore, nous avons utiésétubes RMN remplis de 1 ml de
solution standard de tubuline a 10 mg.ml-1. Dansptemier temps, nous nous sommes
assurés que la simple présence de l'appareillagegavequait pas I'auto-organisation de la
solution de microtubules, par exemple par un eftetle réchauffement de I'échantillon. Des
témoins ont donc été placés dans ce tube en motdticant 25 minutes dans le clinostat a
360°/s mais sans vibrations (vibreur éteint). Ap¥ere sortis du clinostat, nous avons laissé
les témoins se développer durant plusieurs heur83°&€. Aucune morphologie auto-
organisée n'est apparue. En revanche, dans lestdlohna placés dans le clinostat en rotation
durant 25 minutes, a 360°/s, mais avec le vibraurnmarche, des morphologies auto-
organisées se sont développées dans tous les ilohantApres 30 minutes, a la sortie du
clinostat, les échantillons ayant subit des vibraiprésentaient déja une zone biréfringente
d'environ 2 cm a I'emplacement du vibreur, alorg ¢gs témoins n'étaient pas du tout
biréfringents. A partir de cette zone biréfringeiit’ganisation a gagné tout I'échantillon. Les
morphologies qui se sont formées étaient tout taskinblables aux morphologies témoins

obtenues a 1g et se sont formées a des vitessga@btes (Figure 33).
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Figure 33.Effet correctif des vibrations sur des échantill@msapesanteur dans un clinostat 2D. Une
solution mise en apesanteur 20 minutes dans unsthh en rotation & 360°/s ne s'auto-organise pas
(B) contrairement & un échantillon qui se dévelogpé g (A). Lorsqu'on applique un champ de
vibrations sur un échantillon en apesanteur, I'aatganisation est rétablie (C). Les photographies
ont été prises a la sortie du clinostat (20 minaptés 5 heures de développement. On distingue dans
I'échantillon sous vibrations (C) une zone biréfeénte s'apparentant a celle plus intense que l'on
observe dans I'échantillon témoin (A). A droiteemmegistrement chronographique de 37 milliemes de
secondes de la vibration harmonique produite pavileweur (D) et le vibreur de 2 cm fonctionnant

avec un poids asymétrique (E).

On peut cependant s'interroger sur le processusaqauit & I'auto-organisation des
solutions de microtubules sous champ vibratoireetet, il faut rappeler que la moyenne du
champ d'accélération généré est nulle. Plusieyrsthgses sont a envisager.

En premier lieu, on peut supposer que le décleneheme l'auto-organisation est
provoqué directement par les accélérations trégebrélues aux vibrations, c'est-a-dire ne
durant que 1/258°de seconde, soit une demi-période de vibrationp&u calculer ainsi une
accélération maximale de l'ordre de 0.25 g, doan bupérieure a la valeur minimale du seuil
de déclenchement de I'auto-organisation (envirchg)ODans ce cas, il y a un rétablissement
du processus d'auto-organisation réellement dOvéarations. Ceci est hautement probable,
vu que l'accélération périodique du champ vibrateist tout de méme 25 fois supérieure a
I'accélération uniforme de la pesanteur minimadgiise.

Cependant, il est également possible qu'il exiserégsultante non nulle, dirigée dans

une direction privilégiée, de I'accélération duechamp de vibrations associé a la rotation du
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tube. L'évolution de cette résultante serait dame suite de pulses périodiques d'accélération
dirigés dans une direction. Ce cas est a rapprogbdtexpérience précédemment décrite,
utilisant la Free Fall Machine pour simuler desditans d'apesanteur. Rappelons que dans
cet appareil alternant des périodes d'apesanteufodire de la seconde et des pulses
d'accélération vers le haut de 20 g durant uneirdizde millisecondes, les échantillons se
sont auto-organisés normalement.

Enfin, bien que ce soit trés peu probable au viaddgidité du tube en verre, des
phénomenes de résonance peuvent amplifier davantegeomposante résiduelle du champ
d'accélération.

On ne peut malheureusement exclure ces deux desnp@ssibilités uniquement par
des expériences au sol. Le seul moyen de vérisr ltypothéses est d'envisager une
expérience de vibration équivalente en apesantmliler c'est-a-dire lors d'une expérience

embarquée dans I'espace et excluant le dispositfidiostat.

D. Conclusions des expériences sur les champs externes

Les résultats ont confirmé ce que nous savionsassensibilité des microtubules vis-
a-vis de la gravité. Les expériences en clinostaetayé notre connaissance sur ce point, leur
simplicité d'utilisation ayant permis de réaliser grand nombre d’expériences et d’observer
plus facilement les échantillons soumis a I'apemangue dans une expérience embarquée en
fusée sonde. D’autres expériences ont montré geegdmlients de champs magnétiques
intenses, suffisants pour faire léviter les sohdiode microtubules, ralentissent
considérablement le processus d'auto-organisaties. valeurs minimales d’intensité de
champ (gravité ou champs magnétiques) nécessail&aita-organisation, ainsi que les
fenétres temporelles d’action de ces champs ortdéteFminées.

Dans le cadre des expériences en clinostat, dsaeffets pouvant déclencher I'auto-
organisation, comme le r6le de la forme et des dgioms des échantillons, le cisaillement
par des bulles ou des particules, ou encore un gh@mmatoire, ont été observés. Les champs
magneétiques intenses sont un facteur externe peymete rompre la symétrie du processus
de réaction-diffusion. Ces facteurs sont capabéegrdvoquer la rupture de symétrie dans les

solutions de microtubules méme en I'absence datgrav
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Ces expériences de simulation d'apesanteur awsoldes clinostats sont tres simples
a réaliser mais l'interprétation que l'on peut ainef c'est-a-dire la compréhension de leur
effet au niveau moléculaire est tres compliquéesDze cas, c'est le modele qui nous donne
des éléments de réponse sur la facon dont celaitselnversement, pour ce qui est des
expériences en champ magnétique et des expéridaaasaillement, leur mise en ceuvre est
plus complexe mais leur interprétation au nivealémdaire est beaucoup plus simple. Une
conclusion importante que I'on peut tirer de ceseolations est que des champs magnétiques
ou des corps étrangers massifs comme des bulleés daffisent a provoquer l'auto-
organisation en orientant quelques microtubulesi €& une indication importante que nous
avons utilisé pour mettre en place les bases maléesi de I'auto-organisation et alimente

ainsi le modeéle.

Si I'auto-organisation des microtubules telle qoesila décrivons est responsable de
I'organisation du cytosquelette et des fonctiorsoages dans les cellules vivantes, alors des
‘facteurs déclencheurs’ comme les champs magnétiqutenses ou un champ vibratoire
pourraient fournir un moyen de corriger les effeéfastes dus a I'apesanteur. Ce résultat
expérimentain vitro est a rapprocher des résultats qui ont été obtamudes étres vivants
placés en apesanteur: des dysfonctionnements cottosgoporose ou un systéme
immunitaire déficient ont été corrigés par I'apption d’autres champs externes comme des
vibrations [Eisman 2001, Rubin 2001]. Il est évidgoe cela trouve une application directe
en thérapeutique, quand on pense a la forte pioporle personnes touchées par
I'ostéoporose ou encore dans le domaine spatial gaiiger les effets de I'apesanteur dont
souffrent les astronautes [LeBlanc et 1998].
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Chapitre 1 -Elaboration d'un modéle d'auto-organisation d'une

population de microtubules

"Ceux qui se bornent a calculer, a peser, a messeetrompent souvent eux-mémes;
que sera-ce de ceux qui ne veulent que deVjNettaire (b)]. M de Voltaire met en garde les
penseurs a l'imagination fertile. Ces gens la eaqent souvent pas la peine de vérifier leurs
dires tant ils sont slrs d'eux. Certes, la démadeheeflexion est utile au chercheur car elle
élargit son champ de vue restreint au plus pestaystemes pour le replacer dans un cadre
conceptuel global. Souvent, cela lui permet d'&e f@ssortir tout I'intérét. L'interaction entre
deux molécules biologiques vitro n'a que peu d'intérét si on ne la replace pas tans
contexte de la cellule et d'une fagon générale tiamsétabolisme cellulaire pris dans son
intégralité. De plus, on peut se noyer dans lesudptons quant au rble d'une telle
interaction, mais celles-ci ne resteront que de @etilité tant qu'elles n'auront pas été
vérifiées. La démarche de réflexion doit donc g#gfiée soit par I'expérimentation soit par
le calcul. C'est en ce sens que la modélisatiosastent utilisée : elle permet de vérifier les
hypothéses que formule le chercheur alors qu'ieMesun processus ou un comportement
inconnu.

Revenons-en aux microtubules. Nous savions grace nambreuses expeériences
antérieures réalisées au laboratoire que leur @ugf@nisation se faisait par des processus
dissipatifs de réaction-diffusion [Tabony et coaus§(cf. Partie introductive,®?® Chapitre,
Section 2.2). Nous l'avons déja dit, il restaitracemprendre les fondements moléculaires,
c'est-a-dire faire le lien entre les microtubulesividuels et la structure macroscopique
observée. A partir des connaissances accumulédsbauatoire au cours d'une dizaine
d'années d'expériences, et des données de latlitigrsur les microtubules, un mécanisme
moléculaire pour l'auto-organisation des microtebula été progressivement établi
[Communications privées (a)]. Mis dans un conteldesystéme collectif, ce mécanisme peut
mener a l'auto-organisation des microtubules. Cesbhécanisme que nous avons implémenté
sous forme d'un modele informatique. Une fois leléte jugé satisfaisant, nous I'avons affiné
et, en parallele des expériences, nous y avongéajausimulation de l'action des champs
externes et des autres facteurs pouvant rompngriatee de la réaction. Et, nous le verrons,

c'est en définitive la complémentarité entre lggéelences et les simulations numeériques qui
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a été dans ce travail I'élément déterminant dansofapréhension du processus d'auto-

organisation en général.

En se plongeant un peu dans la littérature connerfesa études cinétiques sur les
microtubules et sur leur faculté d’organisationtse, on est frappé de constater que nombre
de modeéles mathématiques et informatiqgues ont éelappés et il est |égitime de se
demander pour quelle raison. Sachant cela, pourqoos sommes nous lancé dans la
conception d'un nouveau modéle mathématique sunietubules ?

Il'y a deux principales raisons pour se lancer darnstruction d’'un modele, quel
gu'’il soit. Sa finalité est souvent celle d'un dudrédictif. Le but du modélisateur est donc
dans ce cas de créer un modéle le plus prochebpmsia la réalité afin que les prédictions
soient d’autant plus fiables. L’exemple le plus morest celui des modeles météorologiques.
Cependant, les modéles sont aussi d'un grand apportecherche fondamentale pour
comprendre un systeme et faire ressortir son fongément, souvent parmi tout un éventalil
de possibilités. La modélisation permet par exengldentifier un processus enzymatique et
ses parametres (constantes réactives, concengatibiques ...).

Le systeme constitué par les solutions de micrdésbest un cas particulierement ardu
a comprendre, tant sur le plan cinétique que sylde de 'organisation spatiale. En effet,
dans ce systéme, le nombre de comportements poss#bltrés élevé en fonctions des
conditions d'expérience, ce qui complique la comm@ngion des mécanismes mis en ceuvre, et
I'identification de leurs parametres. Il s’agit @otle comprendre comment un méme systeme
peut avoir un si grand nombre de comportementsigessjuand on ne change que quelques
parametres réactifs comme par exemple la températes concentrations ou encore la
répartition initiale des constituants du systemeciQustifie la quantité de modéles déja faits
sur les microtubules.

Nous savons par l'expérimentation que l'auto-osgdioin des microtubules est
directement liée a leur réactivité [Tabony 1994,mBuwnications privées (e)]. C'est un
phénomene dissipatif [Tabony and Job 1990] implfu#es processus de réaction et de
diffusion couplés entre eux [Papaseit 1998, Papasenl 1999, Tabony et al 2000]. Les
théories comme celle de Turing et celle de Prigggmous ont permis de comprendre le
processus d'auto-organisation et sa dépendanca-wss-des champs externes dans sa
globalité, mais il nous manquait I'approche d'uinpde vue moléculaire, c'est-a-dire en
termes de microtubules individuels. Ceci satistdfapproche moléculaire des chimistes et

des biologistes, et surtout permettrait d'établr lien entre les processus biologiques
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macroscopiques, et la foule d'événements microguepi non linéaires qui les constituent.
C'est ces considérations qui nous ont amené &eéalh modele mathématique du processus
d'auto-organisation microtubulaire.

Pour tenter d'expliquer I'auto-organisation desrotitbules a une échelle moléculaire,
une hypothése a été avancée suite a de nombraasassibns a ce sujet [Communications
Privées (a)]. Selon cette hypothese, les microasglauto-organiseraient entre eux a la
maniere des fourmis. Les microtubules, en avanganttreadmilling’, laisseraient derriere
eux des trainées concentrées de tubuline. Ce®émioonstitueraient de véritables rails,
guidant la direction de croissance des microtubulessins. Ainsi, les microtubules
communiqueraient entre eux par le biais de cegdrabimiques en 'recherchant' les régions
les plus concentrées en tubuline. A partir d'ufle teypothése, on comprend bien que si l'on
oriente, d'une facon ou d'une autre, quelques tuicutes dans une direction privilégiée, c'est
'ensemble de la population qui va s'auto-organsanme un ensemble collectif. Les
expeériences que nous avons faites renforcent eegtiication. En effet, nous avons bien vu,
grace aux expériences en champs magnétiques iategtsgrace aux expériences de
cisaillement, que le fait d'orienter quelques ntigboles dans une direction privilégiée,
déclenche le processus d'auto-organisation.

La modélisation de l'auto-organisation fondée sw telle hypothése, ainsi que son
implémentation informatique, requiert une simulatde chacun des microtubules d'une large
population.

Le modele simule donc I'évolution d'une populatienmicrotubules ayant chacun une
cinétique réaliste propre (assemblage et désasageld chaque extrémité), et pouvant
communiquer entre eux par l'intermédiaire de lalfinke libre de diffuser. Le probléme qui
s'est donc posé consistait a décrire le comporteidividuel des microtubules, et méme
plus précisément le comportement individuel de shadle leurs extrémités. La question était
alors de savoir si nous souhaitions nous attaquem aéniéme modeéele de cinétique
microtubulaire. On peut effectivement passer beapicde temps a tenter d'élucider les
mystéres de leur cinétique. Nous pouvions ausss timiter a reproduire un comportement
individuel physique et cinétique qui nous semUdkiplus réaliste possible. Ce comportement
individuel serait alors attribué a chacun des ilis simulés dans un modele de type
'systeme collectif' spatio-temporel. C'est cettie e nous avons choisie. Nous verrons que
malgré une cinétique individuelle encore loin d§barfaite, nous parvenons a reproduire la
plupart des comportements cinétiques et d'orgaoisaglobaux que l'on peut observer

expérimentalement.



118

Dans ce chapitre, nous commencerons par préslensmhéma général et les bases
moléculaires du mécanisme que nous pensons étfenaiement de l'auto-organisation.
Ensuite seulement, nous présenterons le modeledavis sa totalité, celui-ci peut paraitre
bien compliqué, car sa conception requiert un graochbre d'aspects différents. Chacun
d'entre eux sera détaillé dans un paragraphe a@naag aspects généraux du modeéle. En
fait, cela concerne a la fois la facon dont estrésgnté le modele et la fagcon dont il
fonctionne, et ce, sans se soucier de l'aspedigumédes microtubules. Un paragraphe entier
sera ensuite nécessaire pour expliquer la facort doh été modélisés les différentes
composantes constituant la cinétique microtubuian@iduelle.

Le chapitre suivant sera consacré a l'analyserémsdtats expérimentaux et a leur
comparaison avec ce qui est observé expérimentatemeitro ouin vivo. Nous montrerons

gue le modele que nous avons élaboré permet dedugpe I'essentiel de ces observations.

1. Bases moléculaires de l'auto-organisation

Les quelques millions ou milliards de microtubutps évoluent dans une solution
contenant de la tubuline et du GTP consomment leunéme pool de tubuline-GTP et
rejettent tous dans le milieu de la tubuline-GDR. flupart des modeles concernant les
microtubules se contentent d'une telle vision debzar ils ne cherchent seulement qu'a
reproduire la cinétique de la solution entiére derotubules [Bayley et al 1989, Marx and
Mandelkow 1994, Sept et al 1999]. On parle alorscdecentration en microtubules, en
tubuline-GTP libre, en tubuline-GDP libre dans déusion. Il n'existe donc dans ces modeles
aucune individualité des microtubules, et la noti@space n'apparait pas. En effet, il semble
la plupart du temps comme acquis (ou oublié ?) bpse microtubules sont dans un
environnement chimique constamment uniforme globatd et homogene localement. Ce
n'est pourtant pas le cas car chaque microtubuldifimdocalement son environnement au
niveau de ses deux extrémités réactives. Et, aganivnacroscopique, il serait aberrant de
penser que la concentration en tubuline libre puétse uniforme, car il est évident que la
présence de fortes variations périodiques de laerdration en microtubules [Papaseit 1998,
Papaseit et al 1999, Tabony et al 2000] modifie@mmséquence le profil de concentration en
tubuline libre : 1a ou les microtubules sont nonubrda consommation de tubuline est élevée

et réciproquement. Bien évidemment de tels mode&epeuvent mettre en évidence les
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propriétés d'auto-organisation des microtubulesurPoela, il faut individualiser les
microtubules.

La question fondamentale que l'on se posait éit dle savoir comment se faisait
l'auto-organisation au niveau moléculaire, c'edira-a partir des microtubules individuels.
Nous venons de l|'évoquer, I'hnypothese qui a ét@ressivement retenue était que les
microtubules s'auto-organisent entre eux a la manikes colonies de fourmis. C'est en
s'inspirant de cette hypothese et en s'appuyaneswbservations et données obtenues par

I'expérimentation, que le modele, que nous alloamtanant présenter, a été elabore.

Le schéma réactionnel de la formation des micrdasbest le suivant. La tubuline est
incorporée dans les microtubules sous la formeatupéexe tubuline-GTP. Cela se produit
soit lors de la nucléation de nouveaux microtubuest lors de I'élongation au niveau des
extréemités des microtubules déja formés. L'additienla tubuline implique I'hydrolyse du
GTP en GDP. Cette réaction se produit peu apréslajuabuline-GTP se soit fixé. Le
microtubule est donc tres majoritairement constifeétubuline-GDP. De la méme facon,
lorsque de la tubuline est libérée depuis une mitég c'est le complexe tubuline-GDP qui est
relaché. Quand un microtubule s'allonge a une extééet raccourci de l'autre, il se déplace.
C’est le phénoméne de ‘treadmilling’. L'extrémitcbissante libére derriere elle une 'traine’
composée de tubuline-GDP fortement concentrée. rdeweent, quand elle s'allonge,
I'extrémité croissante incorpore de la tubulinBa@ant’ du microtubule et cela crée une zone
localement déplétée en tubuline-GTP.

Le complexe tubuline-GTP favorise la croissance ohesrotubules tandis que le
complexe tubuline-GDP l'inhibe. Une fois libéréa,tubuline inactive (tubuline-GDP) est
progressivement régénérée en tubuline-GTP par gehde la molécule de GDP fixée a la
tubuline avec une molécule de GTP libre. La tulmulainsi régénérée peut étre a nouveau
incorporée dans l'extrémité croissante d'un mitngl Durant ce temps, la tubuline est libre
de diffuser. S'il n'y a pas de diffusion, la tubelirégénérée se retrouve toujours dans la méme
trace se situant au méme endroit que le microtutdédsassemblé dont elle provient. De plus,
les microtubules qui croissent ou se reforment aete tubuline, le font exactement dans la
méme trace. En conséquence, aprés que les mickeguba sont initialement formés, la
solution reste isotrope et homogéene et aucune agtmisation ne se fait. Si au contraire, la
diffusion de la tubuline est trés élevée, alorgadula durée de la conversion de la trainée
concentrée de tubuline-GDP en tubuline-GTP, latsmiuedevient homogéne en tubuline-

GTP. N'ayant plus de direction privilégiée pouritey les microtubules se reforment ou
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croissent selon des directions aléatoires et, enaore fois, aucune auto-organisation
n'‘émerge de la masse de microtubules. Cependanf diffusion de la tubuline est
intermédiaire entre ces deux extrémes, alors Farganisation peut se faire. La tubuline
diffuse progressivement depuis les trainées coreeste tubuline laissée par les extrémités
décroissantes des microtubules. Les microtubulesngoen train de croitre se dirigent alors
vers ces zones et continuent de croitre dans ciahblés rails chimiques. De la méme facon,
la nucléation des microtubules est meilleure d&sszones riches en tubuline-GTP. Tous ces
microtubules qui se sont ainsi regroupés dansréeed laissées par d'autres microtubules
produisent eux aussi des trainées concentréesbdéne+rGTP qui serviront elles-mémes a

organiser d'autres microtubules; et ainsi de suite.

Figure 34.Schéma de l'auto-organisation des microtubulesdesr processus collectifs. Initialement,
la solution étant uniforme, les microtubules quénrient de se former s'allongent a leurs deux
extrémités. Leur arrangement est isotrope (A). Aoment de bifurcation, la solution devient
chimiquement instable et le désassemblage commkesanicrotubules liberent donc au niveau de
leurs extrémités décroissantes des trainées caieenide tubuline (B). Les microtubules auront
tendance a se former préférentiellement puis atreralans ces trainées de tubuline (C). Si quelques
microtubules ont une orientation privilégiée au nemin de bifurcation, alors I'ensemble des
microtubule va s'orienter de facon collective. Leimdre petit effet, comme la gravité, qui induit un

biais directionnel dans la solution, va déclenchaunto-organisation.
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Si ce processus peut se renforcer, c'est parcelegugones qui contiennent des
microtubules 'aspirent’ littéralement la tubulifrd. 'L'aspiration’ de la tubuline libre est due
au fait que les extrémités croissantes des micotdégbcréent des zones de déplétion en
tubuline-GTP. Par diffusion, les déplétions de tutmusont peu a peu comblées. Ces zones
contiennent alors le double de la quantité de tobuqu'il y avait avant le passage du
microtubule : elles contiennent la tubuline inté&gedi microtubule, plus la méme quantité de
tubuline libre qui a comblé la déplétion induite amicrotubule et qui provient du voisinage
par diffusion. L'augmentation de la quantité deutuie libre dans ces zones induit la
formation de nouveaux microtubules, et ainsi déedeiprocessus se renforce de lui-méme.

C'est ainsi que les microtubules 'parlent entre: dgxne communiquent entre eux que
par l'intermédiaire des molécules de tubuline litleediffuser dans I'environnement (Figure
34). Le couplage entre les réactions et la diffugle la tubuline améne progressivement a un
comportement collectif qui aboutit a I'émergencéalgo-organisation.

On congoit que, par le mécanisme que nous avomEEeEY on aboutisse de proche en
proche a l'auto-organisation compléte de tout détihon. Ce n'est pourtant pas le cas, sinon
comment expliquer I'absence d'auto-organisatioapasanteur. En fait, il ne faut pas oublier
a quelle échelle on regarde ce processus. Les tulicries sont des structures de longueur a
peine microscopique. L'échantillon, lui, & des disiens macroscopiques de plusieurs
millimetres voire centimétres. La communication desrotubules reste locale. Seules de
petites zones auto-organisées a une échelle mipis® peuvent apparaitre. A une échelle
macroscopique, on ne verra cependant aucune agéoieation, l'orientation générale des
microtubules dans la solution restant en moyerwteoige. Localement, si seulement quelques
microtubules prennent une orientation privilégides microtubules voisins vont se
réorganiser pour croitre dans la méme directioch&at cela, si un effet externe induit un
biais directionnel méme léger, s'appliquant a téehantillon, par exemple l'orientation dans
une seule direction de quelques microtubules dars®lution, alors cet effet induira l'auto-
organisation de I'échantillon tout entier. C'estds lorsqu'une bulle oriente les microtubules
assemblés en traversant I'échantillon ou quandniesotubules néoformés sont réorientés
sous l'action du couple magnétigue dans un aimanfiode intensité. La gravité, nous le
verrons, agit également dans ce sens, par somdtitar directionnelle sur les fluctuations de

densité présentes dans la solution a un momeigugritiu processus.
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2. Aspects géenéraux du modele

En 1990, C. Robert et al [Robert et al 1990] ordppsé un modele simple pour
simuler l'auto-organisation des microtubules. Ced@® comportant une dizaine de
microtubule reposait sur la croissance des micrdasbet sur la diffusion de la tubuline. Dans
ce modéle, il n'existe pas de cinétique a propremeter, I'extrémité croissante se contentant
de rechercher les gradients élevés de tubuline &bde la consommer en avancant. De plus,
les microtubules sont réduits a la simple expressione seule extrémité ne pouvant que
croitre. La possibilité de désassembler n'étanfpppagrammeée. Ce que I'on visualise, c'est le
tracé de cette extrémité au cours du temps. De [dus nombre et leur position de départ
étaient initialement définis : les microtubules pmivaient pas étre spontanément nucléés a
partir de la solution de tubuline; leur positiorleair orientation initiale étaient prédéfinies, de
facon a représenter un centriole. Cependant, leelaode C. Robert & al avait le mérite
d'introduire le principe de réaction-diffusion pauodéliser l'auto-organisation spatiale des
microtubules. Ce modéle est toutefois insuffisamtirpgénérer des structures stationnaires
complexes comme des morphologies striees. De plusapporte aucune donnée d'ordre
cinétique que l'on pourrait comparer a des résukxiperimentaux. Enfin, la question de
I'action de champs externes faibles et autres fations sur des populations de microtubules
n'a pas été abordée dans ce travalil.

Avec notre modéle, nous avons pu simuler l'évotutgpatio-temporelle d'une
population constituée d'un grand nombre de micrdasb(de quelques milliers & 1 million)
sur un espace réactionnel bidimensionnel de plisieantaines de micromeétres de coté
(jusqu'a 400 um x 400 um). Les simulations se flams un espace réactionnel décrit par un
ensemble de 2 tableaux bidimensionnels représetgantoncentrations des molécules de
tubuline-GTP et de tubuline-GDP. L'évolution de ipos et d'orientation de chaque
microtubule sur l'espace réactionnel, ainsi quelig¢ion des concentrations de tubuline-GTP
et de tubuline-GDP en chacun de ses points, estiléal tous les centiéemes de seconde du
temps de réaction (dt=0.01 s). Les microtubulegetshindépendants les uns des autres,
evoluent donc sur un espace réactionnel discrétisgodifient au gré de leurs passages les
profils des concentrations en tubuline libre.

En ce qui concerne le comportement des microtupntiss nous sommes appliqués a
respecter au mieux a la fois les bases moléculginesnous avions proposees et I'ensemble

des connaissances sur les microtubules. Ainsi, datte modele, les microtubules peuvent
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s'allonger ou se raccourcir depuis chacune de Brug extrémités. Les dimeres de tubuline-
GTP sont ajoutés aux extrémités croissantes dastuliziles a des vitesses dépendant de leur
vitesse maximale d'assemblage et des concentraticaies en tubuline-GTP. Les extrémités
décroissantes, elles, libérent localement de lalinde-GDP. Au méme titre que la tubuline-
GTP, la tubuline-GDP libérée diffuse dans le milieavironnant avec une constante de
diffusion donnée. Le milieu réactionnel est suppéisé en large exces de GTP. Cela permet
la régénération de la tubuline-GDP en tubuline-GI'RRne vitesse constante donnée. La
tubuline-GTP nouvellement régénérée, peut alorg @tcorporée dans les extrémités
croissantes des microtubules voisins ou bien sarlarnucléation de nouveaux microtubules.
Les microtubules sont nucléés localement, a padirla tubuline libre, a une vitesse
dépendante de la concentration locale de tubulifié;Geur orientation initiale n'étant pas
initialement fixée. Quand les microtubules s'allemga partir de leur position initiale, ils
peuvent dans une certaine limite modifier leurdiom de croissance. Ceci se fait en fonction
des gradients de tubuline-GTP présents a I'extééandissante. Les simulations numériques
incluent les effets de conditions aux limites déespace de réaction. La description de la
croissance et du raccourcissement au niveau desretds des microtubules englobe les deux
comportements cinétiques extrémes qu'ils peuveoptad a savoir le treadmilling et
l'instabilité dynamique. Les relations qui décrivda comportement des extrémités des
microtubules et qui unissent ces comportements dertype non linéaires. Les vitesses de
réaction [Horio and Hotani 1986, Melki et al, 1988alker et al 1988, Gildersleeve et al,
1992, Marx and Mandelkow, 1994, Vandecandelaess, 995, Odde et al 1997, Tran et al,
1997] et de diffusion [Salmon et al 1984, Oddel ét9®7] utilisées dans les simulations sont
cohérentes avec les observations expérimentalessearmble des caractéristiques du modele

est détaillé ci-dessous.

2.1.Représentation des microtubules

Il n‘est nullement nécessaire de connaitre la faleemandibules d'une fourmi pour
comprendre comment elle va se déplacer sur leineara gré des gradients de phéromones
laissés par d'autres fourmis. De la méme fagcors n@yvons également aucunement besoin de
savoir quelle est la structure fine des microtudyleur comprendre comment ils vont évoluer
dans I'environnement complexe de tubuline créate¢tenu par I'ensemble des microtubules.
En revanche, il est nécessaire de connaitre lanfdgat un microtubule individuel interagit

avec son environnement et le modifie. Une fourmidif® son environnement sur son
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passage en déposant ses phéromones ou en praeviEnnourriture. Le terrain sur lequel
elle évolue est modifié tout au long de sa trajeetqui peut s'avérer trés sinueuse. Ceci est
possible car la fourmi peut étre confondue avembijet ponctuel. En revanche, la forme
allongée d'un microtubule impose que son actionl'savironnement soit limitée par cette
contrainte. Ses deux extrémités, en effet, ne past des points réactifs libres de tout
mouvement ; leur évolution doit se faire selond'g@lus ou moins souple) du microtubule. Il
était donc nécessaire d'intégrer cette informasipatiale en modélisant non pas des objets
ponctuels réagissant dans le milieu, mais des tiggg chaque extrémité réagit dans le
milieu.

Dans la réalité, les microtubules sont des objbtdléires. On peut les associer a des
fibres relativement souples. Ces fibres sont cagsadké s'allonger ou de se raccourcir a leurs 2
extrémités selon une dynamique qui est propre aushaextrémité et qui dépend des
conditions locales (concentrations, obstaclesencontrées par chacune de ces extrémites.
Nous avons donc donné aux microtubules simulépeldset le comportement physique et
réactif le plus proche de la réalité, c'est-a-dire nous les avons représentés comme des tiges
d'une certaine rigidité avec deux extrémités regastiChacun de ces objets contient tout son
historique, c'est-a-dire la quantité de tubulingégnée en chacun de ses points. L'absence
d'une telle représentation, par exemple dans leslaatke C. Robert & al [Robert et al 1990],
n‘autorise pas le désassemblage des microtubules,ld formation de trainées concentrées
de tubuline, un des aspects fondamentaux de l@gemisation microtubulaire.

Les microtubules ont donc été modélisés commeodgds indépendants les uns des
autres. Comme les microtubules sont de longueststas, nous les avons discrétisés. Ils sont
donc constitués d'éléments de volume reliés enire ppur former un objet articulé. Le
nombre d'éléments n'est pas fixe. Les microtubelescontiennent un ou plusieurs, en
fonction de leur taille qui varie dans le tempss kgtrémités sont des zones a la réactivité tres
variable, donc elles sont constituées d'élémenttaitle variable. Par contre, le corps du
microtubule est composé d'éléments de taille foesl pum de long. Les 2 extrémités sont
rattachées de part et d'autre du corps du micrgybigure 15).

Au cours de la simulation, la taille d’'un microtle varie, parfois dans des
proportions élevées. Lorsqu’'un microtubule craiing extrémité, il consomme localement de
la tubuline-GTP. Cette quantité de tubuline estutdie a I'élément de volume variable
constituant I'extrémité. On parle alors de tubulingégrée au microtubule ou de tubuline
assemblée. Lorsque cet élément contient une gé@ateittubuline correspondant a 1 um de

microtubule (soit 1625 molécules de tubuline), la¥lément d’extrémité devient un élément
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constant du corps du microtubule et un nouvel émnue taille variable est ajouté a
I'extrémité. Le nouvel élément contient une quantitille de tubuline lorsqu'il est ajouté. De
la méme facon que pour I'élément précédent, ceieferra pouvoir grandir par ajout de
nouvelles molécules de tubuline. L’ajout de nouxe@éments dans un microtubule peut se
faire tant que les conditions sont favorables etositi tant que I'extrémité croissante ne
rencontre pas d’obstacle, comme par exemple unepdess de I'environnement réactif.
Quand c’est le cas, la croissance du microtubulsigaau de I'extrémité concernée est
stoppée et aucun nouvel élément n’est ajouté.

Inversement, I'extrémité d'un microtubule peut, déait de conditions
environnementales défavorables, se désassembléréesnt localement dans le milieu de la
tubuline-GDP. Cette tubuline provient directemeat’dlément variable de microtubule, situé
a I'extrémité en train de se raccourcir. Quanduartité de tubuline intégrée dans cet élément
atteint la valeur nulle, alors cet élément estuiéit c’est I'élément suivant de 1 um qui
jusque la faisait partie du corps du microtubulei devient le nouvel élément de taille
variable a I'extrémité. Le processus de désass@mbieut alors se poursuivre sur cet
élément. Lorsqu’il ne reste plus qu’un seul élénsnmicrotubule et que celui-ci, a force de

désassemblage, ne contient plus de tubuline, l@lonscrotubule est détruit.

2.2.L'environnement chimique des microtubules

L'environnement dans lequel évoluent les microtebukimulés est un espace
discrétisé en 2 dimensions. Deux tableaux, chacurdeaix dimensions, contiennent les
valeurs des concentrations en tubuline-GTP et balihne-GDP en tout point de l'espace.
C'est dans un tel espace réactionnel que les mimrs évoluent. Les molécules de tubuline
qui sont stockées dans ces grilles servent a ealdal croissance des extrémités des
microtubules ou qu'elles se situent dans I'espaee réhction. Réciproguement, les
microtubules modifient sur leur passage ces grilkesoncentration.

2.2.1.Formes, dimensions et maillage de I'environnement

La discrétisation de I'espace est telle que chagae des tableaux représente un carré
de 1 x 1 um. Cela peut paraitre immense par ragportdimensions des microtubules qui
sont de l'ordre de quelgues micrométres de long gdunm de diametre. C'est aussi un

maillage tres fin au vu de I'échelle macroscopide® morphologies auto-organisées que nous
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avons précedemment décrit. De plus, réduire léetdil maillage augmente fortement les
temps de calcul, non seulement parce que le nodebpeint d'espace a calculer est plus élevé
pour une méme surface, mais surtout parce quejuors réduit le pas d'espace, on doit pour
des raisons de stabilité numérique, réduire enémprence le pas de temps. Des simulations
ont montré que le comportement des populations I6esude microtubules est semblable
lorsqu'on utilise des maillages de plus grandeséae(0.5 um et 0.1 um). Ce compromis,
entre la taille de I'échantillon que nous souhagtisimuler et la durée des calculs pouvant étre

tres longue (plusieurs semaines), parait le bon.

L'environnement est de dimension finie et des pad#limitent son contour. Ces
zones sont des endroits ou la symétrie de la oraetst rompue : les microtubules ont un
comportement particulier a leur niveau car non eseeht leur avancée est physiquement
stoppée par les parois, mais également ils 'séntlavantage les modifications des
concentrations en tubuline libre qu'ils provoquenix-mémes. Lorsqu'un microtubule
consomme de la tubuline-GTP, il crée une déplétoale dans l'environnement. L'effet de
cette déplétion se propage autour de I'endroitieean duquel elle est crée. Si cet endroit se
situe tout contre une paroi, alors l'effet de lpléon ne pourra pas se propager dans une
direction et sera en conséquence plus forte dandiréction contraire. De ce fait, un
microtubule est capable de 'sentir' les paroisébhantillon a distance, car il 'sent' lui-méme
I'effet de la déplétion qu'il provoque.

Bien que le maillage de I'environnement reste catrque sa forme n'évolue pas en
cours de simulation, les formes et propriétés quésrpouvons initialement donner a notre
environnement sont trés variées. Sa forme peutc@mée, rectangulaire ou ronde. On peut
aussi lui donner n'importe quelle autre forme, carcelle d'une structure biologique, par
exemple une cellule, ou encore disposer dans tmmvement des obstacles simulant des
structures biologiques, comme le noyau cellulaCbacune de ces formes particulieres
contribuera a rompre la symétrie de la réactionalfacon spécifique.

D'une facon générale toutefois, on peut choisinsdas simulations, de rompre de
cette facon la symétrie ou bien de ne pas la ronfijmas ce dernier cas, il suffit d'enlever les
parois et obstacles de I'environnement en créaenuimonnement torique : les parois ‘droite’
et 'gauche’ sont fusionnées ainsi que les paraigehet 'basse’. Ceci est fait de telle fagcon
gu'un microtubule qui s'allonge en direction d'dles limites de I'environnement ne s'arréte
pas et continue son assemblage en la traversamiofd un exemple : un microtubule dans un

environnement de largeur 'Xmax', se dirige verspdmoi gauche, donc vers les points
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d'abscissex=0. Si bien s(r les conditions sont favorables, itowe son assemblage en
traversant la limite gauche. On retrouve alors extinémité, en croissance, toujours dans la
direction droite vers gauche, au niveau de la énditoite de I'environnement, c'est-a-dire au
niveau des points d’abscisse X max. Le principe s'applique bien entendu égalemera a |
diffusion des molécules libres de tubuline.

Enfin, méme si ce point n'est pas essentiel damobiele, signalons tout de méme que
nous pouvons attribuer des propriétés indépendamngenchacun des points de
I'environnement. Des fonctions de synthése ou dgadétion de tel ou tel type de réactif

peuvent étre attribuées a certains endroits desid@mement. Nous avons utilisé ces

possibilités pour simuler I'auto-organisation ddas conditions mimant celles d'une cellule.

2.2.2.Evolution de la réaction dans I'environnement chimjue

Deux types d'opérations modifient I'environnemdiny. a les opérations globales qui
s'appliquent a tout I'environnement, comme la ditin de la tubuline libre ou la régénération
de la tubuline-GDP en tubuline-GTP : a chaque Egiemps de simulation, on calcule en
tout point la mise a jour des grilles de concermraen tubuline-GTP et en tubuline-GDP
apres régénération et diffusion des molécules Haline. Il y a aussi les réactions qui ne
s'appliquent qu'en certains points de l'espacest @ecas des endroits ou se trouvent des
extrémités de microtubules.

Lorsqu’un microtubule croit depuis une extrémitéconsomme localement de la
tubuline-GTP. Lorsque, au contraire, il décroitrejette localement de la tubuline-GDP.
Chacun des éléments ‘I’ composant un microtubulss@de des coordonnées,)X qui
renseignent sur leur position dans I'espace detiodacLes coordonnées des extrémités
donnent la position au niveau desquelles les qéantie tubuline-GTP ou de tubuline-GDP
sont modifiées dans les tableaux de concentrakajue 35). Ce calcul est effectué durant
chaque laps de temps 'dt' de la simulation pouesoes extrémités de tous les microtubules.

Précisons que cette opération a été parallélisgées Dn calcul séquentiel, on modifie
progressivement I'environnement de tubuline enutaitt les microtubules les uns apres les
autres. Une telle fagon de procéder risque de gémé&tamment des effets de retard dans la
formation des structures auto-organisées. C'esfjuee I'on observe lorsque I'on voit des
ondes spirales se former dans les coloniesDawyostelium discoideunou lors de la
propagation des ondes d’excitation dans le musaleliagque. D’'une onde initialement

concentrigue se propageant de proche en prochenp@né une onde spirale lorsque I'on
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introduit un léger retard de propagation a un eindi®'onde. La parallélisation empéche de
tels phénomenes artéfactuels de se produire. Rbair an calcule I'évolution de chacun des
microtubules en mémorisant les variations qu’ilsvoquent dans I'environnement, mais on
n'applique ces variations sur I'environnement sedet apres que le calcul est terminé. Cela

équivaut a calculer I'évolution de tous les michniles en méme temps.

Figure 35.Schéma de I'évolution d'un microtubule simulé @)sl'environnement de tubuline-GTP

(C) et de tubuline-GDP (B). Le microtubule est lé&gement divisé en sections de 1 um chacune.
L'extrémité croissante du microtubule corresponid &ection verte, et I'extrémité décroissante a la
section rouge. Chaque élément du microtubule aposition dans I'espace qui correspond a une
coordonnée dans le tableau de tubuline-GTP et darableau de tubuline-GDP (cases colorées).
Quand une extrémité s'accroit, elle consomme daHlaline-GTP dans le tableau de tubuline-GTP
(C) et quand au contraire elle se désassemble, lidkre de la tubuline-GDP dans le tableau

correspondant (B). Quand le microtubule s'agraralit se raccourci au niveau d'une extrémité, un

élément est ajouté ou enlevé a cette extrémit@guehmicrometre.
2.3.La diffusion de la tubuline
La diffusion de la tubuline est un point sensihlengodele car c'est elle qui permet aux

microtubules de communiquer entre eux. Dans notéahe, nous avons admis que seule les

molécules libres de tubuline (tubuline-GTP et tiim4GDP) sont capables de diffuser. Dés
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lors que la tubuline est assemblée sous forme dieinou de microtubules, elle ne diffuse
plus. Les assemblages macromoléculaires qui seefarenpartir de la tubuline deviennent en
effet beaucoup trop gros et trop longs pour pouddfuser. La constante de diffusion de la

tubuline,D;,p.ine, Utilis€e aussi bien pour la diffusion de la tubedGTP que pour celle de la
tubuline-GDP, a pour valeur 6 20cnt.s?, comme cela a été mesuré par Salmon et al
[Salmon et al, 1984].

Au cours d'une simulation, la diffusion des molésutubuline libre est calculée a
chaque pas de tempdt”®, c'est-a-dire toutes les 0.01 s. Chaque poinadgille de réaction
est mis a jour aprés un calcul de diffusion disséétomme suit. La méthode choisie est celle
des différences finies alrdre. Dans un maillage carré, chague case dérbamement,
nommeée cellule, est entourée de 8 voisines, uressus, une en dessous, une a droite et une
a gauche, les autres dans les coins diagonauxoi@des 4 premiéres qui nous intéressent
dans cette methode. On notg @G concentration du point au niveau duquel on aitah
calculer la diffusion. Le point supérieur est n@g.,, inférieur G;1, de droite @G, de
gauche ¢ ;. L'équation de diffusion s'écrit alors

dC. D...
L) Tubuli
dt - e e (Ci,j+1+Ci,j—1+Ci+1,j +Ci—Lj _4|:Ci,j) (1)

, aved;,uine 1@ constante de diffusion de la tubuline. Cetteadign simule la diffusion

isotrope de la tubuline durant le laps de tempstdiur une distance 'dx' autour du point de

coordonnées (i,)).

En ce qui concerne les conditions aux limites :shoe I'environnement est de forme
torique, c'est-a-dire exempt de parois imperméaliléaut assurer la contiguité de l'espace
réactif dans le calcul de la diffusion. Dans ce, ¢assqu'on calcule la diffusion au niveau
d'une des limites de I'environnement, certainekilesl voisines se situent a distance. Par
exemple, si la cellule i€ est collée a la paroi gauche (donc en un pointcqonque de
coordonnées (0,j), 0<j<Ymax) dans un environnerb@imensionnel de dimensions (Xmax,
Ymax), alors I'équation de la diffusion en ce paigtrit

dC

. D .
1,] _ Tubuline
= (CO,j+1+CO,j—1+C:Lj +C

—4[C, . 2
dt dx? °") @)

X max,j

On peut aussi choisir de laisser les parois et méeneajouter des obstacles dans

I'environnement. Dans ce cas, on part du fait gudiffusion ne se fait pas a travers les parois
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de verre impermeéables. On applique donc des conditilites de flux nul, ou conditions de

Von Neumann, telles quf%(3
X

=0. Par exemple, avec une paroi a gauche, I'équdtvient,
0

X=

dC. D...
L] Tubuline
= C ., *+C
dt dx? ( b ’

j—l+2|:Ci+1,j _4[Ci,j) (3)

Lors des simulations, nous avons mis en évidenpedlsence d'un biais numérique lié
a la méthode de calcul de la diffusion de la tutiliLa méthode des différences finies génére
des fronts d'onde carrés ; le front de diffusioadteibuline a partir d'un point initial n'est pas
égal dans toutes les directions de lI'espace, &'dst n'est pas parfaitement circulaire. Ce
probléme est lié au fait que lorsqu'il y a un mtdans la diffusion des cellules dans la
direction diagonale du point d'origine par rappauix cellules situées dans les directions
verticales et horizontales. Durant le laps de terdpsla matiere qui diffuse est distribuée
dans les cellules voisines se situant directemewlessus, en dessous, a droite et a gauche du
point d'origine. Ce n'est qu'au laps de temps stigae les points situés dans les diagonales

sont atteints (Figure 36).

A

Figure 36.La numérisation de I'équation de la diffusion priddies fronts d'ondes carrés. Ce schéma
illustre la facon dont apparaissent les fronts dlea carrés sur une grille carrée discréte. En (4),
matiére diffuse depuis le point central vers sdasives du I ordre. A l'instant d'aprés (B), puis (C),
la diffusion continue a partir des voisines vengrgepropres voisines. Le front de diffusion estouar

en bleu sur la grille. On voit nettement que celwast carré.

Dans un modele visant a générer des formes autogeges, cela peut avoir des

conséquences facheuses. Le biais que constituéniéragion de fronts d'ondes carrés peut
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induire un biais lors de la formation des motifdcaorganisés. Dans notre modele, ce
probléme est aggravé par le fait que les microksulecherchent les zones de forte
concentration en tubuline. Un microtubule en cemse crée localement une déplétion en
tubuline. Par diffusion, cette déplétion est pepea comblée par la tubuline environnante.
L'effet de déplétion, tout en s'amenuisant local@mse propage autour du point d'origine.
Cependant, si la méthode est imparfaite et géreésdrdnts d'ondes carrés, alors la déplétion
se transmettra moins vite sur les diagonales depaiat. Autour de I'extrémité d'un
microtubule, les zones les plus concentrées enlitgbseront donc sur les diagonales. Le
microtubule, suivant son algorithme bien déterntisa alors dévier de sa trajectoire pour
prendre peu a peu une direction diagonale. Cet, &fifen que tres faible, privilégie peu a peu
un seul type d'orientation pour tous les microtabules directions diagonales.

A B C

Figure 37. La méthode des 'ponts cassés'. Ce schéma illuatfaclon dont on peut empécher

I'apparition de fronts d'ondes carrés en empécliala diffusion de se faire sur des points choisis a

hasard. Comme dans la figure 36, on schématiséfiastbn discrete a trois instants successifs (A, B
C). Les fléches vertes indiquent les zones (pontsk font la diffusion et les fleches rougestaie

a été empéchée. Les ponts cassés (fleches roogesheisis a chaque instant au hasard. Le front de
diffusion est toujours marqué en bleu. On voit lguiait d'introduire un bruit dans la diffusion géme

un front d'onde totalement différent de celui gsti montré figure 36. Celui-ci a un aspect beaucoup
moins régulier et surtout il n'est pas carré et cha sans arrét. Cette méthode, utilisée a bon miscie

(bruit faible) est un excellent moyen d'empéch@hiénomene de fronts d'ondes carrés

Pour résoudre ce probleme, il existe une solutiiog'agit de la méthode des ponts
casseés [Elmoznino 1999]. Cette méthode consiste@duire un léger bruit dans la diffusion.

Considérons une cellule et ses 4 voisines. Lora diffusion, il y a un transport de matiere
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entre la cellule centrale et les 4 cellules vowin@n peut imager cette relation par des ponts
disposés entre la cellule centrale et chacune slev@igines. Dans le calcul habituel de la
diffusion, la quantité de matiére transportée eagiled sur chacun de ces ponts. Dans la
meéthode des ponts cassés, on admet qu'il existearteene possibilité pour qu'un des ponts
choisi au hasard ne fonctionne plus durant le tiptemps dt : on casse un pont au hasard.
Dans ce cas, I'échange de matiére ne se fait pleatte la cellule centrale et les 3 cellules
voisines restantes. Cela se passe exactement csimonerajoutait des obstacles transitoires
au hasard dans I'environnement pour perturberffastn. La correction du front d'onde
réside dans le fait que ces obstacles apparaiagesibirement dans l'environnement et de
facon différente a chaque fois (Figure 37).

La technique que nous avons développée est pracivelld des ponts cassés, a ceci
prés qu'elle est moins brutale puisque cette foise casse pas completement les ponts. On
ne fait que réduire légerement le trafic d'un pamaugmentant d'autant celui du pont oppose.
Dans une direction, par exemple sur I'axe horizpstan diminue l'intensité de la diffusion
de quelque pour cents sur la droite, on l'augméeta quantité équivalente sur la gauche.
Dans la pratique, considérons que B est le niveaximal de bruit compris entre 0 et 1. Pour
la diffusion de chaque point on tire aléatoiremeéatix nombres compris entre —B et B, un
nombre pour l'axe vertical (B, l'autre pour l'axe horizontal (8 Ensuite, on ajuste les
coefficients de diffusion sur chaque axe par cestités. Dans le cas d'une diffusion isotrope
, I'équation de diffusion devient,

dC;, D

= g:;"ne (a+B,)T.,, +(-B,)T,,, +(1+B,)T ., +(1-B,)T, , -4T, )

(4)

Plus on augmente le bruitage, plus on fait disparéds fronts d'ondes carrés, mais on
bruite d'autant plus un systeme censé étre détstmit'est-a-dire dans lequel le hasard n'a
pas sa place. On peut s'interroger sur le bien&atidjouter du hasard dans un systeme
déterministe qui est censé s'auto-organiser spat@it : l'ajout de bruit ne va til pas
perturber l'auto-organisation ? Rappelons que dan®alité, les microtubules ne s'auto-
organisent que s'ils sont soumis a l'action d'uangh ou d'une perturbation externe
introduisant un biais directionnel global dans ¢tduson. Sans ceci, le systéeme ne s'auto-
organise pas. Nous avons donc pu déterminer deaunivde bruit éliminant suffisamment les
fronts d'ondes carrés pour empécher l'auto-orgémisasans perturbation directionnelle

externe, mais pas trop forts non plus pour ne [pé@seal'auto-organisation quand on applique
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un biais directionnel global. Le niveau de bruitquat est de 5% seulement, soit B=0.05,

c'est-a-dire une valeur comprise entre 0.95 et Addf le facteur correctif de la diffusion.

2.4.Simuler la gravité ou briser l'isotropie spatiale di processus de réaction-diffusion ?

Nous avons maintenant vu comment sont représeatésld modéle les protagonistes
du processus de réaction-diffusion. Chaque micrdéubst un objet articulé composé d'un
certain nombre d'éléments de 1 um de long et dontamnait toutes les positions dans
I'espace. Dans une simulation habituelle, il y reett@ et 16 de ces objets articulés. Les
molécules de tubuline, elles, ne sont pas exphgtg représentées. On ne retient que leurs
concentrations locales, stockées dans deux tabkal®ux dimensions (un pour la tubuline-
GTP et un pour la tubuline-GDP), dont chaque capeesente la concentration sur un espace
carré de 1 um de coté.

Si lI'on s'en référe a Kondepudi et Prigogine [Kgnat and Prigogine 1981,
Kondepudi 1982], la gravité agit dans les systedeesaction-diffusion en interagissant avec
de fortes fluctuations de densité qui se formemh anoment critique, a une phase précoce du
processus d'auto-organisation. Nous le verrons fales dans les résultats des simulations,
des fluctuations de densité importantes se fornuamts les solutions de microtubules
simulées. L'essentiel des écarts de densité est dies écarts de concentration en
microtubules. Dans les simulations, des ilots cotiés en microtubules apparaissent donc au
moment d'instabilité (overshoot). La gravité agiralonc en induisant une dérive
directionnelle de ces flots concentrés de micrdasu

En modélisation, dans I'état actuel des moyensnigabs (puissance de calcul), il
aurait été vraiment beaucoup trop lourd de calcal@haque pas de temps, l'interaction de la
gravité avec chacune de ces formations en ilotg#enant tous ces objets articulés que sont
les microtubules. Il faudrait en effet calculercldaque pas de temps, le déplacement de
chacun des éléments, de chaque microtubule, de taypopulation simulée, avec comme
contrainte le fait que la taille de ces objetscalés ne soit pas modifiée.

Une solution beaucoup plus simple est de fairedlise, c'est-a-dire de déplacer le
motif de concentration en tubuline (les deux talptede tubuline) par rapport a la position des
microtubules. Ce n'est bien évidemment pas la mémose que de calculer explicitement
l'action de la gravité, mais cela produit une ruptwe symétrie qui s'en approche.

Concretement, en plus de la diffusion, on rajoatesd'équation un terme de flux directionnel
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vers le bas. La quantité de matiere est progressmedécalée de haut en bas. Un terme de

flux est donc ajouté a I'équation de la diffusioomme suit.

dC" D ubuli D ubuli ﬂ
dt] = :jizlne (Ci+Li +Cioyj —ZEC”-)+$(CH+1 +Ci,j—1_Zmi,i)J’d_y(Ci,i—l_Ci,i) )

avecs, le coefficient du flux directionnel.

Une autre fagon de faire encore plus simple ctsimplement a briser l'isotropie de
la diffusion. Bien entendu, cette méthode ne sinpale du tout l'action de la gravité, et ce
n'est d'ailleurs pas le but, mais cela suffit pampre la symétrie du processus de réaction-
diffusion. Pour cela, on fait en sorte que la diffun moléculaire soit plus importante selon
I'axe vertical que selon l'axe horizontal, simplatnen appliquant des vitesses de diffusion
différentes selon les deux axes. Il suffit de d@beul'équation de la diffusion en deux
termes, différentiant la diffusion sur I'axe veaticde celle sur I'axe horizontal. L'équation
prend ainsi la forme suivante :

dC D

. . D :
i, _ x,Tubuline ,Tubuline
dt] - dX2 (Ci+1,j +Ci—lj _Zmi,j)"'ydT(Ci,j+1+Ci,j—1_Zmi,j) (6)

, avec Qrupuiine 1a constante de diffusion de la tubuline dans itection horizontale, et
Dy tubuine dans la direction verticale. Le maillage du doreale réaction étant carré, le pas du

maillage est de valeur égale dans les deux directie I'espace, soitx=dy=1 um. Dans un

modele de diffusion bruitée (cf. Section précédemtette équation devient,

dC. Dx, ubuline
dtl - dTXbZI ((1+ By )[Cwl,j +(1-8, )[Ci‘lj _2[6”)

(7)

D ubuline
+#bzl((1+ B\/)[Ci,jﬂ +(1_ B\/)[Ci,j—l _Zmi,j)

Dans les simulations, nous avons essayé des ésigllisotropie de plus en plus
importantes. L'importance de la brisure dépend defficient multiplicateur entre les

constantes de diffusion des deux axes, c'est-@ei®, 1,pine/ Dy rupuine - ON PEUL ainsi écrire

cette équation de la diffusion comme suit.

dCc. D... .
dlt'] - Ejii"”e (Ci+li +Cioyj ‘ZECLJ)”LHE%(CLHWLCLH_ZEC”) ®)

Les deux méthodes précédentes ont été utilisées.gie leur effet soit différent, ces
deux méthodes permettent de briser la symétrie mdeepsus de réaction-diffusion. En
conséqguence, les résultats de simulations ne sentdifférentiables. Nous verrons dans le

chapitre suivant que n'importe quel petit facteenmpettant de briser la symétrie du processus
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(biais numérique, champs magnétiques simulés, silffudifférentielle), suffit a déclencher
I'auto-organisation des échantillons sous formmdgphologies striées.

Pour une raison pratique, c'est la derniere méthmuea été utilisée dans nos
simulations. La brisure de lisotropie de I'espapeelle produit, introduit I'asymétrie

nécessaire a l'apparition d'une forme macrosco@gt@organisee.

2.5.La communication entre les microtubules

Les microtubules s'auto-organisent parce qu'ils nmamquent entre eux par
l'intermédiaire des molécules de tubuline libressdia solution. La communication chimique
entre les microtubules peut agir de deux faconiréifites : elle peut se faire selon un
processus de type chimiotactique, mais égalementpanécanisme de sélection. Ces deux
mécanismes ne fonctionnent pas du tout de la méaméene, mais ils sont tres probablement
coexistants et complémentaires.

Reprenons cet exemple qui nous est si cher, cekifalrmis, car on peut y observer
les mémes processus de communication que ceuxapseations décrire. Nous avons déja
décrit le comportement social de ces insectes e awons vu qu'ils communiquent entre eux
par des trainées de substances chimiques, lesnphiées, qu'ils laissent sur leur passage. Une
fourmi dévie de sa trajectoire initiale lorsqu'gl@sse sur la trajectoire d'une autre fourmi qui
a laissé derriere elle une trainée de phéromonkst @n processus S'apparentant au
chimiotactisme. Un autre moyen d'organiser lesvidds d'une société est un processus de
sélection qui élimine les individus qui ne se dingpas vers des endroits favorables a leur
croissance et inversement permet la survie dewvithdi qui se trouvent dans des zones
favorables. Lorsqu'une fourmi se dirige vers ung@de nourriture empoisonnée, elle meurt
et ne revient pas a la fourmiliére. Cette sourcpasonnée n'est donc pas signalée et cette
zone reste ignorée par lI'ensemble de la colonieetzanche, les fourmis qui se dirigent vers
des sources de nourriture comestible surviverg ehémin qui méne vers cette nourriture se

renforce.
2.5.1.0rganisation par un processus de sélection
On considére souvent que les microtubules sontsttastures extrémement rigides

[Gittes et al 1993, Venier et al 1994]. Dans ce ¢&s microtubules ne peuvent pas dévier

d'une trajectoire linéaire pour aller rechercherzenes de forte concentration en tubuline
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active. Cependant, lI'obtention de motifs de comaéioh et d'orientation des microtubules
peut potentiellement se faire par une sélectiomgnessive des microtubules correctement
orientés et par I'élimination des microtubules rmaEentés. Ce mécanisme repose sur la
réponse brutale que peuvent avoir les microtubehef®nction des concentrations rencontrées
en tubuline-GTP et en tubuline-GDP, c'est-a-dire Rur instabilité dynamique. Un
microtubule qui arrive dans une zone de faible eatration en tubuline active devient
instable et se désassembile; il est éliminé. Ennahe s'il arrive dans une zone favorable,
riche en tubuline-GTP, il est maintenu. Progressaimat, microtubule aprés microtubule, un
motif de concentration et d'orientation, obtenu gélection des microtubules ‘correctement
disposés', apparait. Certains modéles reposertesprincipe, mais a partir de microtubules
pré-orientés a l'aide de molécules auxiliaires, menpar exemple les MAP [Holy and Leibler
1994]. Des simulations ont été faites en rendast r@crotubules rigides, c'est-a-dire
incapables de se courber. Aucune auto-organisatianpu étre obtenue. Cependant ce
mécanisme n'est pas a rejeter pour autant. Dansimeations normales dans lesquelles des
stries composées de microtubules se forment, ceredsgjue ce mécanisme sert a renforcer la
formation des stries en éliminant les microtubglescommencent a se développer en dehors

des stries et sert a synchroniser les microtulané®g eux dans une méme strie.

2.5.2.organisation par un processus chimiotactique

En plus du processus de sélection, il est imagingbé les microtubules s'organisent
entre eux par un processus de type chimiotactiGeei constitue une des caractéristiques
majeures de notre modeéle. Un microtubule qui smdoa tendance a se diriger vers les zones
de forte concentration en tubuline active et aeg#s zones chimiquement défavorables en
déviant de sa trajectoire initiale.

On consideéere cette fois des microtubules relativenseuples. Au vu de plusieurs
travaux portant sur la structure et la robustess® microtubules, cette hypothése serait
rapidement rejetée. Il est en effet souvent menéaque les microtubules sont des structures
extrémement rigides avec un rayon de persistagseéteve, de l'ordre de 5 mm [Gittes et al
1993, Venier et al 1994]. Notre hypothese est cdgeinloin d'étre déraisonnable. D'autres
travaux montrent en effet que les microtubules smapables de se déformer de fagon
importante sous l'action de la force qu’ils générenx méme par poussée entre les deux
parois [Dogterom and Yurke 1997]. Certes, la dé&drom est due a une force mécanique, et

non a une déviation de type recherche chimiotaetidqRiautres travaux indiquent que des
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défauts peuvent fréequemment apparaitre lors deolasance d'un microtubule [Chretien and
Wade 1991] et pourraient permettre leur déviatim@me si rien n’indique que celle-ci est liée
a la présence de gradients de tubuline. L'idéeedrerche de type chimiotactique par les
microtubules a par ailleurs déja été utilisée damsutre modele du méme type que le nétre
[Robert et al 1990]. Précisons que, dans notre faptEs microtubules ne sont pas libres de
dévier au gré des gradients de concentration.ntsuoe certaine rigidité, implicite dans le
modéle, se traduisant par une recherche des msiligadients, mais dans un angle restreint a
une dizaine de degrés par micrométre (12 *pmabituellement soit 4.8 pm de rayon de
courbure). Cette valeur est bien inférieure a larlmore observée sur des photos de
microtubules prises en microscopie électroniques vialeurs mesurées sont des variations de
trajectoire de l'ordre de 50°.[iméquivalent & un rayon de courbure d'environ 1 e,
pouvant aller jusqu'a 200°.jnsoit un rayon de courbure d'environ 0.3 pm. Ecrosicopie
optique on peut aussi observer de fortes courbdessmicrotubules et des faisceaux de
microtubules vus en fluorescence (Figure 38 B). Npensons donc qu'il est tout a fait
probable que les microtubules se courbent lorgealedroissance.

2.5.3.Recherche des gradients de tubuline dans le modele

Chacun des éléments constituant un microtubuldisgbsé selon un angle nommé
donnant l'orientation de cet élément par rapportharizontale dans I'environnement.
Lorsqu'un microtubule croit, a chaque fois qu'unveb élément est ajouté a son extrémité, il
faut déterminer l'orientation dans I'environnenamte nouvel élément, c'est-a-dire son angle
a. Pour cela, on recherche, au voisinage de l'exténa direction vers laquelle se situe
I'environnement réactif le plus favorable, c'esti@ la zone la plus riche en tubuline-GTP et
contenant le moins de tubuline-GDP. On détermimside chemin le plus favorable a la
croissance du microtubule.

En dimension 2, le programme effectue une recheaciheur de I'axe déterminé par
I'anglea du microtubule a l'instant précédent, avec un tesagle de battememt et sur une
certaine distance 'd' qui correspond a la senghilé la recherche. L'angle de battengent
correspond en fait a la courbure maximale que pearidre un microtubule de part et d'autre
de son axe initial. Ainsi, I'angle de battementfide utilisé dans nos simulations, correspond a
une déviation de 12°.pifsoit un rayon de courbure de 4.8 pm. La sensibdl correspond a
la distance sur laquelle on va prévoir le chemim dhicrotubule a un instant donné. La

sensibilité utilisée dans les simulations est gar8
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En ce qui concerne le calcul, concrétement, poageé angl@' compris entrex-¢ et
a+¢, on calcule la somme des concentrations en tubuwontenues dans les cellules du
tableau des concentrations en tubuline activeprig du segment de droite de longueur 'd" et
partant de I'extrémité du microtubule avec un anglear rapport a I'horizontale. Le chemin
('angle a") qui posséde le plus grand poids, c'est-a-dihei cgii est le plus favorable a la
croissance du microtubule, est retenu. Quand pltsiehemins atteignent le poids maximal,
c'est celui qui est le plus proche de la directmtiale du microtubule (angle) qui est choisi.

La figure 38A illustre cet algorithme.

Figure 38. Méthode discréte de recherche des zones favorgloless un microtubule en croissance
(A). Le microtubule est en noir et son extrémitéissante est dans la case marquée en jaune
représentant l'environnement en tubuline a cetteémité. Dans l'algorithme, des lignes d'une
certaine longueur sont projetées depuis cette mitéet la quantité de tubuline active le long e c
lignes (zone bleue) est calculée. Ce calcul estdfans I'axe de croissance de I'extrémité, selon un
angle mort compris entre les lignes rouges. Le atityule croit alors dans la direction indiquée par
la ligne correspondant au gradient de tubuline aetie plus fort. La photographie (B), prise en
fluorescence DAPI (image négative pour plus derastd) montre des microtubules regroupés et

fortement courbés.

L'inconvénient de ce mécanisme, c'est que l'onobfigé de jongler entre une
sensibilité élevée et un angle de battement faibleien une sensibilité faible mais un angle
de battement élevé. Ceci est un des problemea lgesliscrétisation de I'espace en cellules de

lum de coté. En effet, si on prend un angle desim&tt faible, par exemple 10°, et une
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sensibilité faible, de 1 a 6 um par exemple, opagra explorer que les cellules du tableau
des concentrations qui sont dans l'axe de l'amgieais pas les cellules voisines. On est donc
obligé d'augmenter, soit I'angle de battement,la@gensibilité. Une autre solution est encore
d'affiner le maillage des grilles de concentratiorais nous avons déja vu que cela est tres
colteux en temps de calcul.

Augmenter la sensibilité 'd' n'est pas vraimentagéncar l'idée que les microtubules
suivent la meilleure trace de tubuline active, mé&neette trace est déterminée sur une
grande distance, est tout a fait raisonnable. €gt nependant pas une méthode précise, car,
dans ce cas, une telle recherche peut déterminehemin aboutissant dans des zones de
forte concentration qui sont éloignées, mais obligde microtubule a traverser des zones
pauvres en tubuline active. D'un autre c6té, augendangle de battement est plus précis, car
cela n'oblige pas a rechercher dans la grille sugrdndes distances, mais c'est aussi moins
réaliste, car les microtubules dans la réalité goind méme assez rigides. Enfin, il ne faut
pas négliger le fait que ces calculs sont d'aythrg colteux que la sensibilité ou I'angle de

battement sont élevés.

Attention cependant le chimiotactisme n'est qufiagen de modéliser simplement un
processus dont le résultat est équivalent. Entééalii méme titre qu’'une bactérie ne remonte
pas les gradients de chémo-attractants par reahdeshplus forts gradients, mais par marche
aléatoire biaisée, un microtubule ne peut pas bleemnan gradient. Ce n’est que sa probabilité
de formation et de croissance qui est plus élewéadles concentrations de tubuline active
augmentent. Ni les bactéries, ni les microtubutes/aient' a distance pour pouvoir évaluer la
force des gradients de produits qui les entout€apendant, dans le cas idéal, c'est-a-dire
dans une marche aléatoire fortement biaisée, onrgeener le probleme a une recherche des
plus forts gradients de tubuline active, commet lfait C. Robert & al dans leur modele.

Notre modele intégre a la fois une recherche ge thimiotactique, mais aussi les
avantages que procure la dynamique microtubula&reoexistence et la complémentarité des
deux mécanismes renforcent le processus d'orientatiurant I'auto-organisation des

microtubules.

3. Cinétigues réactionnelles

Du fait de la polarité structurelle des microtulslees équations cinétiques différent

entre les deux extrémités d'un microtubule. Lesxd=urémités peuvent s’assembler ou se
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désassembler mais dans les mémes conditions ellss nomportent pas de la méme facon.
L’extrémité positive est plus réactive mais la amteation critique en tubuline pour laguelle
'extrémité négative change brutalement de compuoetd, est supérieure a celle de
'extrémité positive. Cela signifie que lorsque Bedrémités se trouvent dans des conditions
de concentration en tubuline comprises entre ceg dencentrations critiques, I'extrémité
positive s’assemble tandis que I'extrémité négathee désassemble, c'est-a-dire que le
microtubule est en phase de ‘treadmilling’. De plescomportement réactif des extrémités
d’'un microtubule est extrémement non linéaire erction de I'état de I'extrémité elle-méme
et des concentrations environnantes en tubuline-&Téh tubuline-GDP. En conséquence,
lorsqu’une extrémité se trouve dans un état cetigson comportement (assemblage ou
désassemblage) peut changer brutalement faisarserpds microtubule d'un état de
‘treadmilling’ & un état ‘d’instabilité dynamiqueCela peut survenir soit parce que la couche
protectrice de tubuline-GTP qui se trouve a soréexité (cape) est dans un état critique voire
méme inexistante, soit parce que les concentrateangubuline qu’elle rencontre sont
défavorables a sa stabilité. Les microtubules élaststructures de grande taille, leurs deux
extrémités ne sont pas nécessairement dans lessr@nditions réactives. Une extrémité
peut étre dans des conditions tout a fait favoralda croissance tandis que l'autre se trouve
dans une région tres pauvre en tubuline-GTP, deuncfgvorable a sa croissance. Les deux
extrémités sont donc indépendantes du point deleueur réactivité.

Pour rendre compte de I'ensemble des points évogudsssus, nous avons du
élaborer un nouveau modele cinétique, différentelex que I'on trouve dans la littérature.
Chacun des aspects de ce modéle cinétique esliéétans cette section et s’appuie sur les
données et connaissances générales que nous avardraire de la littérature et de nos
expériences. Le modele cinétique étant présendéssous sous une forme plutbt disséquée,
nous mettons a la disposition du lecteur, le jemmlet des équations cinétiques incorporéees

dans le programme, dans un appendice (cf. Annexe 6)

3.1.Croissance d'un microtubule

Le comportement général d'un microtubule, ou plécipément d'une extrémité, est
non linéaire vis-a-vis des concentrations en tuledGTP et en tubuline-GDP. La tubuline-
GTP favorise la croissance du microtubule au nivead'extrémité concernée alors que la
tubuline-GDP produit I'effet inverse. Pour une anmtcation donnée de tubuline-GTP, la

tubuline-GDP agit en diminuant la proportion deuiifie-GTP utilisable. La concentration de
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tubuline-GTP, TGTP,, . est proportionnelle au ratidi;,, de tubuline-GTP par rapport a la

quantité totale de tubuline libre (tubuline-GTRwuline-GDP).
|_TGTPeffJ = freme [ﬁTGTFi %)

P [TGTH
™ [TGTA+[TGDP|

(10)

Comme cela a été expliqué précédemment, les erpésemontrent une forte
dépendance non linéaire de la croissance micraubulis-a-vis de la concentration en
tubuline-GTP. Pour obtenir ce type de dépendamachnilde croissance est exprimée comme
une fonction de Hill, F donnée ci-dessous.
1

1+ ( [TGTPeﬁ ]jnsmwm

AGrowth

(11)

F ([TGTBff ]’ NG rowths AGrowth) =1-

L'équation de Hill décrit une fonction sigmoideferme de marche d'escalier. Le paramétre

Acrom, COrrespond au point d'inflexion de la fonction.ga@ametren,,,,, €st la puissance de

la fonction de Hill et permet de modifier la courbe la courbe au niveau du point

d'inflexionA,,,.,- Quandng,,., €st grand, la fonction a un aspect de marchealiescarrée,

quand il est faible, la transition entre les vadearaximales et les valeurs minimales de la
courbe est beaucoup plus douce. La valeur maxiouadepeut atteindre cette fonction est
égale a 1 et la valeur minimale est égale a Oisbltilce type de fonction permet d'obtenir de
grandes variations de la vitesse de croissance peurfaibles changements dans la
concentration en tubuline active. Comme cela adég&it précédemment, les parameétres

Acromn €8 Neoun d€ '€quation (5) ont été choisis pour obtenicamportement proche de celui

qui est observé expérimentalement.
Actuellement, le mécanisme exact de la croissanimeotubulaire est encore mal
connu. Dans les simulations, la fonction de Hilé® employée pour décrire de facon

empirique I'assemblage des microtubules tel gstibbserve.
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La vitesse de croissance du microtubule a une rek&é&6)\V,,..., fonction de la

quantité locale de tubuline activEGTR,, est obtenue par le produit de la fonction sigroid

(5) avec la vitesse de croissance maximale dordaggtble un microtubulé/ ., -, donnant

ainsi une cinétique de type coopérative.
VGrowth =V ma)%rowth[F ([TGTPeff]v nGrowth' AGrowth) (12)

Pour I'extrémité 'positive’ des microtubules nousna fixé les parameétres de leur
croissance de la fagon suivante. Conformément awersets observations expérimentales, la

+

vitesse maximale de croissandg, a été fixée a 20 um.nmimLe point d'inflexion A .
correspond a la concentration de tubuline a pdeifaquelle la croissance d'un microtubule
explose. Pour étre en accord avec ce qui est absaperimentalement, cette concentration
critique a été fixée a 2 mg.thtle tubuline. De la méme facon, le paramefre . a été fixé a
40. Ceci permet d'obtenir une vitesse d'assemlpemehe de la vitesse maximale possible
pour une concentration de 2.5 mg’met un arrét brutal de la croissance en deca tle ce
valeur.

Pour la croissance de I'extrémite 'négative’, tdsurs des parametr¥ds,, -, Ag o

Neowin» SONt différentes. D'aprés les observations empdriales, la vitesse maximale de
croissance est plus faible au niveau de l'extrémégative qu'au niveau de l'extrémité

positive. Nous l'avons fixée & 5 um.minLe point dinflexion A3, est plus élevé que
Aoun €8 prend pour valeur 3 mg.tiLe paramétren; ., est quant a lui égal a 8. Cette

valeur est bien inférieure a celle de I'extrémitsifive (ng,....= 40). C'est une fagon de
décrire le fait que l'extrémité négative des migbodles est moins réactive que I'extrémité
positive.

Dans tous les cas, la tubuline-GTP ajoutée a émité croissante du microtubule est
retirée de la concentration en tubuline-GTP libmespnte a cette extrémité. La concentration

en tubuline-GTF{jI’GTlﬁ, devient en ce point, durant le laps de tesas

[TGTA™™ =[TGTH' - At Vg, ouin (13)
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3.2.Décroissance d'un microtubule
Quand un microtubule se met a se désassemblea, tdbuline-GDP est libérée. Cela

accroit la concentration de tubuline-GDP libre awveau de I'extrémité décroissante.

L'évolution de la concentration en tubuline-GDRcerpoint est exprimée comme suit :
[-I-GDP]hLAt =[-I-GDP]t +At m/Shrink (14)

Le désassemblage a I'une ou l'autre des extré(pidégtive ou négative), est décrit par

le méme type d'expression que pour l'assemblageictotubule.
VShrink :Vmaxsmmk Eﬂ_ G([MTTGTP]- nShrinklAShrink)) (15)

1

Nshrink
1+{[MTTGTP]]
/]Shrink

avec G([MTTGTP]’nShrink’)IShrink) =1- (16)

Cette expression de la vitesse de désassem¥glage, contient aussi une fonction de

Hill nommée G. Cependant, cette expression du désddage differe de celle de
I'assemblage sur plusieurs points. Premiérement, produire le comportement a l'opposé de
la croissance, la fonction de Hill est soustraigel'dnité. Deuxiemement, les facteurs qui
gouvernent la vitesse de désassemblage ne sonegasémes que ceux qui controlent
I'addition de la tubuline, et comme cela a été idgcécédemment, ils sont mieux connus.
Pour le raccourcissement d'un microtubule, le facteritique c'est la composition de
I'extrémité concernée, soit en tubuline-GTP soituduline-GDP. Nous l'avons vu, les études
sur les microtubules ont montré I'existence dewlgn appelle des ‘capes’. Ces portions de
tubuline assemblée situées a l'extrémité des mioubdés sont constituées de tubuline-GTP.
C'est de leur présence que dépend le désasserdemgatrémités.

Quand cette portion de tubuline-GTP est absenté&exieémite, le désassemblage est
rapide. Cela donne une vitesse de désassemblagenatede I'ordre de 100 um.riin
Quand de la tubuline-GTP est présente au nivedexdeemité, le désassemblage est trés lent.

Cette portion de tubuline-GTP, lorsqu'elle est @nés, est constamment convertie en

tubuline-GDP par hydrolyse du GTP en GDP, a unessgé constant, . Cette vitesse est
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plus lente que la vitesse a laquelle s'ajoutentmetécules de tubuline-GTP au bout de
I'extrémité croissante d'un microtubule. Cela pérmmee accumulation progressive d'une
petite quantité de tubuline-GTP dans I'extrémitérdcrotubule. C'est ainsi que les 'capes’ se
forment. Nous avons fixé la valeur de la vitessecdaversion & 3 pm.minpour les
extrémités positives et les extrémités négatives.

La longueur MT,.,) de la portion de tubuline-GTP au niveau d’uneré&mrité

commence a décroitre quand la vitesse de croissamae en dessous de la vitesse de

conversioty, La variation de longueur de cette portion de kneuGTP est donnée par

conv*

I'expression suivante

d|MT;
[ d-trGTP] =VmaxGr0Mh [(F ([TGTFgff ]' nGrowth'AGrowth) _Vmaxsh,ink [ﬂl_ G([MTTGTP]' Nshrinkes AShrink)) _Vconv

17)

Cette relation intégre les vitesses de croissahcke @lécroissance de I'extrémité du
microtubule et la vitesse de conversion de la inbueG TP en tubuline-GDP. La longueur de
la ‘cape’,MT; 4, st elle-méme incorporée dans I'expression dédase de décroissance.

Pour I'extrémité positive des microtubules, nousrev fixé les parametres de la
réaction de désassemblage comme suit. La littératapporte des valeurs souvent tres
différentes pour la vitesse que peut atteindre dsadsemblage d’'un microtubule a son

extrémité positive. Cette valeur est de I'ordrdaleentaine de micromeétres par minute. Nous

avons donc fixé la vitesse maximale de décroiss¥jige , a 100 um.mifi. Le point
d'inflexion Ag.. de la fonction de Hill G est équivalent a la loagu de la portion de

tubuline-GTPMT,.», & laquelle le désassemblage du microtubule devegpide. Il est
souvent admis qu’une courte partie ne contenantggedéjues molécules de tubuline-GTP a
'extrémité du microtubule suffit a protéger le mutubule contre un désassemblage rapide.
Nous avons arbitrairement fixé ce nombre a 6 dimée tubuline-GTP. Le comportement
général de la solution de microtubule est assezspegible a sa valeur exacte. Pour des
raisons facilitant les calculs)g, ., n'est pas exprimé comme une taille en micrometes,
méme comme un nombre de molécules de tubuline-@&&° nombre de molécules de
tubuline-GTP a en fait été converti en concentratio’est la concentration représentée par 6
diméres de tubuline-GTP pris dans une cellule dsplce réactionnel, c'est-a-dire dans un

volume de 1 urh Cette valeur est de 1.1 3i@ng.mI*. Le paramétren, ., a été fixé a 40,
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ceci donnant a la fonction de Hill un aspect abagotjui concorde avec le changement brutal

de comportement, d’'un désassemblage lent a un stdsbhlge extrémement rapide, lors
d’une trés faible variation de la quantité de tileHGTP, MT s, intégrée dans I'extrémité
du microtubule.

Pour le désassemblage des extrémités negativesalesrs des parametigs,

Asnines Nsprink» SONt différentes. En ce qui concerne la vitesagimale de désassemblage des

extrémités négatives, il semble que cette valeiirdérieure a celle des extrémités positives.

Nous avons fixé cette valeur a 25 pm.tibe point d’inflexion A, a la méme valeur, 1.1
10° mg.ml*, et ng,,,, @ pour valeur 20 ce qui est inférieur a 'extrémpbsitive (5, =40)

pour signifier une réactivité moins élevée.
3.3.Régénération de la tubuline

Un élément important couvrant I'ensemble du praeesséactif et sans lequel I'auto-
organisation des microtubules ne pourrait se fase,la regénération de la tubuline-GTP a
partir de la tubuline-GDP rejetée depuis les exitsndécroissantes des microtubules. Si la
tubuline-GDP n’était pas ainsi ‘recyclée’, non soént la réaction tomberait vite a cours de
réactifs utilisables, mais plus simplement lesni&éats concentrées de tubuline-GTP ne
pourraient se former. La combinaison de ce facésec la diffusion de la tubuline forme la
base réactive de la facon dont les microtubuleg/ishaels communiquent entre eux et se
comportent comme un ensemble collectif.

La réaction de régénération de la tubuline estieyge comme suit :
[TGTA™ =k, QTGDF]  (18)
Les valeurs expeérimentales de la vitesse de réggmek ., sont comprises entre 0.02

s'to 0.2 § [Melki et al 1988]. Lorsqu’on se place en excésad¥eP, on peut considérer que
cette vitesse est constante et a pour valeur9.2ossque la concentration de GTP est faible,
la vitesse de régénération est plus lente. Commaeacété observé expérimentalement, nous
avons montré dans les simulations que le fait @e faasser la valeur de,, entre ces deux
extrémes permet d'observer deux types de compontsmdifférents, a savoir I'auto-

organisation de la solution de microtubules pour valeur de 0.27set des oscillations de

concentration de la solution pour une valeur d& 620
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3.4.Destruction et nucléation des microtubules

Dans notre modéle, en plus de la possibilité degdaleur taille, les microtubules
peuvent étre détruits totalement par désassemiefage nouveaux microtubules peuvent se
former par une réaction de nucléation. Quand laceomation de tubuline intégrée a un
microtubule atteint la valeur nulle, alors c’esiede microtubule n’existe plus ; il est donc
éliminé de la population de microtubules. Inversethde nouveaux microtubules peuvent
spontanément se former a partir de la tubuline-@&3re dans la solution. Dans le modele ils
se forment de la facon suivante. Des centres pelerde nucléation constitués de petits
oligomeéres de tubuline peuvent apparaitre en towdlroit de I'espace réactionnel. Leur
concentration au cours du temps est stockée dariahleau bidimensionnel, de la méme
facon que sont mémorisées les concentrations ediigabkGTP et en tubuline-GDP. Leur

concentration depend exponentiellement de la cdaratéan en tubuline activEGTR;, ainsi

gue cela a été proposé par Marx et Mandelkow [Mauck Mandelkow 1994]. La variation de
la concentration en oligoméres en un point de iliegte réaction est définie par la relation
suivante :

dt

uc

d[Oligomerg _ q. @x;{lTGTBﬁ |- Znuc} (19)

Un nouveau microtubule individuel de courte tadkt généré en un point de I'espace
réactionnel lorsque la concentration en oligomé&m®se point dépasse une certaine valeur.
Cette concentration critique a été arbitraireméwisie. Elle est de 2.3 Tamg.ml* ce qui est
équivalent a 13 dimeres de tubuline présents emaint (lum de coté) de I'espace de
réaction. Ce nombre correspond au nombre de dindeérasbuline nécessaires pour former un

anneau de tubuline, c'est-a-dire en quelle que sorimicrotubule minimal.
4. Implémentation informatique

Nous ne nous étendrons pas sur les détails del€mgntation informatique de notre
modele car cela serait trés long, le code nécessaairfonctionnement du programme étant
plutbt imposant, et surtout parce que cela n'agpaitt guére plus que ce que nous avons
décrit précédemment pour comprendre son fonctioenem

Signalons toutefois que le programme de simulatiosi que de nombreux outils
d’analyse des données produites par les simulatmrsété développés en langag€.Qe
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code objet a été écrit de facon a pouvoir étrésatsous n'importe quel type de machine de
calcul. Il a été compilé par un compilateur staddde GCC GNU version 2.95.2. Le
programme a été développé sur PC, mais la lourdiesircalculs a nécessité des calculs sur
des stations de calcul Alpha cadencées a 500 MHBgbsant de 512 Mo a 2 Go de mémoire
vive (Deux stations tri-processeurs alpha 211648enaés a 533 MHz avec 512 Mo de
RAM, une station XP1000 Alpha 21264 cadencé a 56{x Mavec 1280 Mo de RAM et une
station XP1000 bi-processeurs alpha 21264A cadené€§ MHz avec 2 Go de RAM). Sur
ces machines puissantes, une utilisation de latéotke la puissance de calcul demandait pour
chaque grosse simulation entre trois semaines gtai® de calculs (pour des simulations sur
un espace réactionnel de 400x400 um et pour unstel@péaction simulé de 2 a 3 heures).
Le volume de données obtenues a chaque simulaior type avoisinait le Gigaoctet.

En ce qui concerne la représentation informatid@egrogramme bénéficiant de la
technologie objet, a été développé de facon mawulainsi, il existe un module pour les
microtubules, un module pour I'environnement réawgtel et un module pour le maillage,
chacun de ces modules pouvant étre modifié, m@&ig pu méme utilisé indépendamment.
L’ensemble du programme est paramétré et les jeypadametres ont été également géres de
facon modulaire : il y a un module pour les paraegetéactionnels, un pour les parametres
temporels, un pour les paramétres concernant Easgele comportement physigue des
microtubules et un dernier pour la gestion de llemmnement réactionnel et du maillage.
Cette modularité permet la réutilisation indépeneaties composants et est un gage de
I'évolutivité du modele. Rajouter des éléments angmmme suite a une modification du
modéle est tres simple a partir de notre architeatuodulaire. Par exemple, créer une autre
population de microtubules gérée indépendammerd damodele, comme des microtubules
centriolaires ne demande que trés peu de travatteNmodele est générique et peut donc
facilement étre modifi€, voire exploité différemn@our d’autres problémes qui n'ont rien a
voir avec les microtubules.

Ces modules ont également été exploités pour aésroutils de traitement des
données des simulations. Ces outils ont permismmant de calculer la biréfringence des
microtubules simulés, les figures de corrélatios dwrphologies microtubulaires simulées,
les fluctuations de densite, les diagrammes detigpa des longueurs des microtubules, ou
plus simplement a visualiser simplement les filnes dhotifs de concentration en tubuline-
GTP, tubuline-GDP ou microtubules.
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Chapitre 2 -Résuitats des simulations numériques

Dans ce chapitre, une synthese des résultats metabns numérique est présentée.
Nous nous attachons a comparer chacun des résulbdénus avec les observations
expérimentales. Nous montrons que notre modelerepose sur des observations et des
données expérimentales permet, non seulement diobtkes cinétiques réactionnelles
réalistes pour la population de microtubules, naaissi son auto-organisation. La facon dont
interviennent les champs externes dans le procesggmlement été explicitée. Enfin, nous
proposons quelques processus selon lesquels lestatiales pourraient s’organiser dans les
cellules vivantes : d’autres sources de rupturesyaeétrie que les champs externes existent

dans les cellules et pourraient bien assurer ugen@ation minimale du cytosquelette.
1. Cinétiques d'assemblage

Dans une préparation de microtubules, une desmmiptiraiment compléte des
cinétiques réactionnelles nécessiterait de comnédtrcomportement détaillé de chacun des
microtubules. Les microtubules individuels peuverdntrer des comportements trés variés
dans une méme préparation. Certain d’entre euxdzomd une phase de treadmilling, d’autres
en instabilité dynamique, et d’autres encore saorflese de pure croissance ou décroissance.
Dans les expériences, il est particulierement dii€fi de déterminer les comportements
cinétiques des microtubules individuels, car ceiugent difficilement observables. De plus,
dans une méme solution, aucun des microtubulesexsatement le méme comportement.
C’est d’ailleurs en partie pour cette raison gast difficile expérimentalement d’établir une
cinétique réactionnelle générale pour chacune dégmités d’'un microtubule et qui, en
fonction des conditions de réaction, amene le rhitnde a adopter tel ou tel type de
comportement. Ce que l'on peut mesurer facilemerpéementalement, c'est le
comportement cinétigue de I'ensemble de la soluteutrement dit la concentration en
microtubules dans la solution. Mais, la non pldsp’est pas possible de connaitre le
comportement d’'un microtubule individuel a partr ld cinétigue moyenne de la population :
la moyenne écrase les comportements particulieepe@lant, dans les simulations

numériques, vu que nous simulons individuellemésatcan des microtubules de la solution,
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Nnous pouvons suivre, en méme temps, le comportemaintduel de chaque microtubule et
la cinétique réactionnelle moyenne de la populdibore entiere.

Dans les systemes hors équilibre thermodynamiquatotorganisation est
intimement reliée a une instabilité au moment dé bifurcation’. Nous I'avons déja vu, un
des aspects majeurs de l'auto-organisation micubdide est justement que leur cinétique
réactionnelle montre, aux alentours de $&°@ninute, une forte instabilité réactive dont la
présence est indispensable a I'auto-organisatipnesAune période d’assemblage intense, les
microtubules subissent un fort désassemblage ntacbauter la concentration en microtubules
de plus de 20% de la concentration maximale a#dintinstant de bifurcation. Il était donc
essentiel que dans les simulations nous retrouvm&me type de comportement cinétique.

Afin d’obtenir des parametres cinétiques qui donreentype de comportement, nous
avons proceédé de la maniére suivante. Les condigapéerimentales qui donnent lieu a des
oscillations temporelles périodiques amorties dedacentration en microtubules sont tres
proches de celles qui permettent d’obtenir un ‘shieot’, c'est-a-dire qui aboutissent a leur
auto-organisation. Dans le cas des oscillatiorss,prametres cinétiques d’'un microtubule
individuel sont plus faciles a établir car leuratique est proche de celle de la solution toute
entiere [Marx and Mandelkow 1994, Sept et al 1992). effet, dans ces solutions, les
microtubules sont synchronisés et se comportent ddwbalement tous de la méme facon.
Nous avons donc lancé des simulations en fixanpd@ametres correspondants a ce type de
comportement. Les simulations débutaient avec oneentration uniforme de 10 mg:nile
tubuline-GTP, sans tubuline-GDP et sans microtidulées cinétiques moyennes
d’assemblage ont été calculées tout du long deslafions. Plusieurs simulations ont été
faites en ajustant progressivement les paramettiésésl au départ afin d’aboutir a un
comportement oscillatoire général proche de laitééaUn des parametres critiques pour

obtenir des oscillations e&f,, la constante de vitesse de régéneration de lditebGDP en

tubuline-GTP [Pirollet et al 1987, Melki et al 198&€omme dans les observations des
microtubules in vitro, des oscillations amortiest @€ obtenues pour une valeur de la
constante de régénération de 0.02 (Bigure 39 A). Tous les paramétres, excepté cette
constante, ont été conservé tels quels (& Section du & Chapitre de cette Partie). Pour
annuler ces oscillations, la constante de régénérdbit étre égale a 0.2'sDans ce cas, au
lieu de présenter des oscillations, la cinétique@aporte comme celle d’'une solution de
microtubules en train de s’auto-organiser, c'edir@-qu’elle présente un ‘overshoot’ aux

alentours de 3 a 6 minutes (selon les valeurs dgicg parametres, notamment les
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parametres de nucléation). Dans les simulatiord¢$assemblage intense suivant I'overshoot

fait chuter la concentration en microtubules d'eoni25 % (Figure 39 B).
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Figure 39. Cinétiques d'assemblage d'une population de mibrdas simulés. La simulation (A)
montre des oscillations de la concentration en otigoules tandis que la simulation (B) montre une
cinétigue comprenant un 'overshoot'. La seule miffée entre ces deux simulations est le parametre
keg CONtrolant la régénération de la tubuline-GDP ebuline-GTP. (A) k=0.02 s"; (B) ke=0.2 s*.

Dans le cas des simulations dans lesquelles nomissasbtenu un ‘overshoot’, la
figure 40 montre la répartition de taille des miakles apres 5 heures de réaction simulée.

Les microtubules simulés se stabilisent a une lengmoyenne avoisinant 10 um. La
majorité des microtubules a une longueur compnigeee? et 20 um. Certains microtubules
cependant peuvent atteindre une taille de plusOdens. Ceci est tout a fait comparable avec
les tailles des microtubules déterminées expériahemient dans les solutions auto-organisées
ou dans des conditions réactives proches.

La figure 41 montre au cours du temps, les changente longueur d’'un microtubule
individuel pris dans la population. Son comportetneamparé a celui de la population toute
entiere (Figure 39 B), n'a vraiment rien a voir,cella illustre bien ce que nous disions
précédemment quant au peu de rapport qu'il exisie €es deux niveaux. Le comportement
de ce microtubule, ou de tout autre microtubules mtans la population, a un aspect

stochastique ce qui n’est pas du tout le cas gepalation.
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Figure 40. Distribution de longueur des microtubules simul@séa 3 heures de temps de réaction

obtenue lors de la simulation (B) montrée figure 39
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Figure 41. Variations de la longueur, en fonction du tempsndnicrotubule pris individuellement
dans une large population de microtubules en trdéns'auto-organiser. Différents comportements

sont visibles, allant du treadmilling (A) a l'ingi&ité dynamique (B).
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A chaque instant, des microtubules sont en phaseeddmilling, tandis que d’autres
sont plutdt en instabilité dynamique, mais la mayede tous les comportements individuels
est réguliére et reproductible d’'une expériencal'ome simulation a I'autre. Une remarque
importante que I'on puisse faire a ce propos est qules microtubules ne communiquaient
pas entre eux, la moyenne de tous les comportenratitsduels aurait toutes les chances
d’avoir également un comportement a l'aspect stettdnze. Le fait que I'on obtienne une
cinétique globale tout a fait déterministe indiquee, d’'une part, ce que I'on peut prendre
pour un comportement stochastique concernant lestubules individuels, ne 'est pas, et
gue, d'autre part, la cinétique globale obtenue I'éshergence d'un trés grand nombre
d’éléments, les microtubules, qui se comportenteertix de facon collective. A titre de
comparaison, si l'on suivait le comportement irdglidl d'une fourmi, avec ses arréts, ses
changements de direction, etc, ce comportementit gurcdbablement un aspect stochastique.
L'ensemble de la population d'insecte, en revarehie, comportement déterministe et génere
une structure ordonnée.

Une conclusion importante a propos de ces mesaites sur le systeme pris dans son
ensemble, est qu'en simulant une population deotniocules ayant chacun une cinétique
indépendante et réaliste au niveau individuel, nEargenons a reproduire les comportements
cinétiques mesurés expérimentalement. Nous verqu'es ces comportements cinétiques

réalistes, sont associés des comportements spadialistes.
2. Formation des trainées chimiques

Un des points que nous souhaitions évidemmentieémdftait que les simulations
pouvaient bien prédire la formation des trainéesicjues dont nous avions fait I'hypothese
(cf. 1 Section du ¥ Chapitre de cette Partie), c'est-a-dire que lesanibules dont nous
n'avons décrit que la cinétique générale aux ext#éneétaient capables de ‘treadmilling'
(comportement non programmé). En outre, il fallsitrtout s'assurer que ces trainées
chimiques jouaient bien le réle que nous leur pr&tj a savoir la communication entre les
microtubules et la formation de faisceaux de midrates regroupés dans ces trainées.

Il est, bien entendu, impossible d'étudier ce phémoe dans une population
composée de plusieurs milliers de microtubules ditections trés variées et complétement
enchevétrés dans tout I'espace réactionnel. Paterteela, nous avons donc réalisé une
simulation simple dans un espace réactionnel deptfi0par 60 um de coté et contenant

seulement 5 microtubules. Dans cette simulationsngavons pas permis a la nucléation
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d’autres microtubules de se faire. Deux microtubydeeformés de 10 um de long (a,b) ont
été placé I'un a coté de l'autre et de fagon palelleurs deux extrémités croissantes pointant
dans la méme direction. A 10 um derriere les extgsrdécroissantes de ces microtubules,
nous avons placeé trois autres microtubules (c,@e3.derniers étaient également disposés de
facon parallele entre eux et par rapport aux deamijgers microtubules (a et b), mais espacés
entre eux de 5 um. Leurs extrémités croissantésnéttoutes dirigées dans le méme sens,
vers les extrémités décroissantes des deux premierstubules a et b afin tous les cing aient
la méme direction de croissance. Les concentratsonsubuline-GTP et en tubuline-GDP
étaient initialement uniformes. N’étant pas dans danditions réalistes, c'est-a-dire avec un
tres grand nombre de microtubules, il était impassilans des conditions standard de faire en
sorte que les cing microtubules soient en phasdraemilling. Les concentrations en
tubuline-GTP et tubuline-GDP ont été choisies pgufil en soit ainsi, a savoir une
concentration de 4 mg.ml-1 pour la tubuline-GTRIre@ concentration nulle sur tout 'espace
de réaction pour la tubuline-GDP. Les paramétresré&detion utilisés étaient ceux qui
permettent d’obtenir un ‘overshoot’ dans la cingtigl'assemblage.

0 %

Figure 42. Formation de trainées chimiques et de faisceauxnagotubules dans les simulations
numériques. En (A), on suit le devenir de 5 midoles. En (B) et (C), on peut suivre I'évolution
Spatiale des concentrations respectives en tub@@ml et en tubuline-GDP. Initialement, 5
microtubules ont été disposés comme cela est m@éntré0 sec. Les extrémités croissantes des
microtubules forment des régions déplétées ening@TP tandis que les extrémités décroissantes
libérent localement de la tubuline-GDP. Les micatles (a) et (b) s'éloignent I'un de l'autre, clar i

se dirigent vers les zones les plus concentréggleiine-GTP et évitent la déplétion causée par leu
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voisin. Inversement, les microtubules (c), (d), dévient progressivement et s'allongent dans la

trainée concentrée de tubuline-GTP produite parebasémités décroissantes de (a) et (b).

La figure 42 montre la position des microtubuledest profils de concentration en
tubuline-GTP et en tubuline-GDP tels qu’ils ont édéculés a différents temps de la réaction.
L’ajout de tubuline-GTP a l'extrémité croissante let rejet de tubuline a l'extrémité
décroissante provoquent le déplacement des miariasild une vitesse de I'ordre de 5 um par
minute. Comme les microtubules consomment de lalinddGTP pour avancer, I'espace de
réaction au niveau des extrémités et a leurs alentest déplété en tubuline-GTP. En
conséquence, les deux microtubules de devant g qui étaient initialement collé I'un
contre l'autre et paralléles entre eux, s’éloigiemt de |'autre. Cela s’explique parce qu'il est
plus favorable pour eux de dévier de leurs trajegggoour croitre dans les régions riches en
tubuline-GTP, plutdt que dans les régions qui ent st#plétées, notamment a cause de
'assemblage de leur proche voisin. Les extréntt&goissantes, quant a elles, libérent de la
tubuline-GDP qui est progressivement convertie uduline-GTP. De ce fait, juste derriere
I'extrémité décroissante, se forme une petite zmorvegenant de la tubuline-GDP concentrée.
Cette zone est suivie d'une longue trainée de i@ TP qui diffuse peu a peu, au fur et a
mesure que l'on s’éloigne de I'extrémité décroissamous avons observé que les trois
microtubules c, d, e, ont dévié de leur traject@orir se réunir progressivement dans la
trainée concentrée de tubuline-GTP libérée pardEsx microtubules de téte. Dans les
conditions appropriées, ceci est donc trés effiqgamg regrouper des microtubules dans une
méme direction. Ce phénomeéne fourni une explicaton la facon dont se forment les
faisceaux de microtubules, rassemblements de qeelgicrotubules alignés entre eux.

Un autre phénomene important observé dans cettdagion concernait la fagon dont
se comportaient les microtubules au voisinage desig Nous avons dit que les deux
microtubules de téte s’éloignaient les uns deseauparce qu’ils cherchaient a éviter la
déplétion de tubuline-GTP qu’ils produisaient eu&mes. Si on laisse la simulation évoluer
plus longtemps, jusqu’a ce que les microtubulesétk arrivent au voisinage des limites de
'espace de réaction, on observe le méme phénomdémenicrotubule qui arrive au niveau
d’'une paroi va dévier peu a peu pour éviter la éépt de tubuline-GTP qu’il provoque lui-
méme (Figure 43). C’est grace a ce processus gumitzotubules parviennent a ‘sentir’ les
limites de I'échantillon. Sachant ceci, on comprep les parois des échantillons puissent
rompre la symétrie de la réaction et induire un®-auganisation, au moins partielle, de la

solution.
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Figure 43. Phénoméne d'évitement des parois par les microésbudeux microtubules (A) ont été

0%

initialement disposés de fagon parallele, commerliesotubules (a) et (b) de la figure 42. Aprésiavo
dévié, ils finissent par arriver au niveau des parimmperméables qui simulent les parois en verre
d'une cuve. A ce moment, ils dévient de leur ttaje pour s'éloigner de la déplétion de tubuline-

GTP (B) gqu'ils créent pour se diriger vers les zfavorables a leur croissance.
3. Auto-organisation des microtubules

"La vie [de I'animal ou du végétal] ne paroit étyae le résultat de toutes les actions,
de toutes les petites vies particulieres (s'il infEymis de m'exprimer ainsi) de chacune de

ces molécules actives, dont la vie est primitiveagoit ne pouvoir étre détruitdBuffon (f)
3.1.Formation de morphologies auto-organisées

Apres avoir testé le fonctionnement du modele ayeelques microtubules, nous
avons permis a la nucléation des microtubules déaise. Les simulations ont donc été
étendues a des populations de 44@.10 microtubules sur des surfaces respectivement de
100 pm par 100 pm et de 400 pm par 400 um. Cedaions utilisaient les paramétres
décrits précédemment. La constante de diffusiofadabuline était de 6.10-8 éra’ aussi
bien pour la tubuline-GTP que pour la tubuline-G[3&Imon et al 1984], et la constante de
vitesse de régénération de la tubuline-GDP en i@ TP était de 0.2'§Melki et al 1988].

Dans les expériences, les microtubules se fornmélement & partir d’'une solution
homogéne de tubuline & une concentration de 10 iigetren présence d’un excés de GTP.

Pour imiter ces conditions, nous avons lancé leailsitions avec pour conditions initiales



156

'absence de microtubules, une concentration rdéléubuline-GDP dans tout I'échantillon et
une distribution uniforme de la tubuline-GTP & epacentration correspondant & 10 mg-ml
Dans ces simulations des rangées alignées de obates espacées entre elles
d’environ 10 a 15 um, se forment. Autrement ditsoet des stries de microtubules. Dans une
rangée, les terminaisons croissantes des micrasipdintent toutes dans la méme direction
et les microtubules avancent a la méme vitessen@éme front synchronisé. Toutes les
extrémités croissantes sont alignées selon un ftentroissance régulier, les microtubules
étant paralleles entre eux et perpendiculairesr@ut fle croissance (Figure 44). De méme,
toutes les extrémités décroissantes sont dispeseasiere de la rangée également selon un
front de décroissance. Ce front est moins biemdégfie pour les extrémités positives. Cela
est d0 au fait que les vitesses maximales de ofactes extrémités négatives sont plus

élevées que celles des extrémités positives.

Figure 44. Simulation d'une population de microtubules suregpace de 100 um x 100 um. En (A)
est représentée la concentration en microtubulas(B) sont marquées les extrémités positives des
microtubules, en (C) le motif de concentration@utine-GTP et en (D) celui de tubuline-GDP. Cette
figure met en évidence la corrélation entre lesifsatriés de microtubules et les motifs de tulaulin
Elle montre aussi que les extrémités des microashsibnt parfaitement alignées selon un méme front.

Dans ce motif, les microtubules sont paralléleseeatix et perpendiculaires au grand axe des stries.

Prises en sandwich entre chaque rangée de mictestublignés se situent des zones
contenant trés peu de microtubules, formant deddsaallongées de tubuline. Chacune de ces
zones en fait composée de deux parties bien disinaune bande de tubuline-GDP suivie
d'une bande de tubuline-GTP. Comme on pouvait #gndre, les bandes concentrées en
tubuline-GDP se forment juste en arriere de chasgue de microtubules : toutes les

extrémités décroissantes alignées produisent ute doncentration de tubuline-GDP. Cette
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zone allongée de tubuline-GDP est suivie d’'une zllmmgée de tubuline-GTP produite par
régénération de la tubuline-GDP en tubuline-GTP. rEsumé, les morphologies auto-
organisées qui se forment sont constituées derfelhce de zones allongées, concentrées en
microtubules alignés de facon parallele. Ce mo&trascopique est complémentaire du motif
de tubuline libre : la ou se trouvent de fortesasmrrations en microtubules, il y a peu de
tubuline libre, et inversement. Le motif de tubelilibre est constitué d’'une série de zones
allongées concentrées en tubuline-GDP suiviesldite-GTP (Figure 44).

Comment expliquer le fait que les microtubulesamrstontenus et restent paralléles
dans une rangeée et que toutes les extrémités démmentype soient alignées entre elles ? Que
ce soit pour les extrémités positives (ici croissanou pour les extrémités négatives (ici
décroissantes), leur agencement dans I'espacetannment dans les fronts, respectivement
de croissance ou de décroissance, est d a I'guiation de leur activité réactive en fonction
des concentrations locales en tubuline-GTP etlemlihe-GDP. Cette autorégulation explique
ainsi que les microtubules se synchronisent et lgoiensité et la forme des stries des
microtubules se renforcent peu a peu.

Au niveau des extrémités croissantes, chacun desotubules d'une strie est
équidistant des microtubules de la strie situéavamt et des régions allongées en tubuline-
GDP et en tubuline-GTP qui se situent entre lexdangées microtubulaires. Lorsqu’un
microtubule avance trop vite par rapport a sesivgjsl dépasse la région concentrée en
tubuline-GTP et se retrouve dans la région conéergn tubuline-GDP située plus en avant.
Cette région étant peu favorable a sa croissareemitrotubule ralenti. Chacun des
microtubules d’une rangée est donc contraint derasigné avec les autres. L'autorégulation
des extrémités croissantes provient aussi du fzt chacune de ces extrémités induit la
formation locale d’'une région déplétée en tubuling.zone allongée déplétée en tubuline-
GTP se situe directement en arriére du front caoissle microtubules. Un microtubule du
front ne peut ralentir, auquel cas il serait pasms cette zone défavorable et éliminé de la
strie. Les extrémités positives sont donc conteia®s une zone tres restreinte de 1 & 3 um
de large, comprise entre la région de forte comaganh en tubuline-GDP a l'avant et l'arriere
du front d’extrémités positives, c'est-a-dire laealéplétée en tubuline-GTP.

Au niveau des extrémités décroissantes, le prnegt a peu prés identique : si une
extrémité décroissante ralentit sa vitesse de tsenoce, elle reste donc en arriere du front
décroissant de microtubules et se retrouve imm&diant dans la région fortement
concentrée en tubuline-GDP gu’elle et ses voigmeduisent. Cette région étant favorable au

désassemblage de I'extrémité, sa vitesse de déanmie augmente et 'extrémité se retrouve a
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nouveau, rapidement au niveau des autres extrérdéémissantes. Inversement, si elle
décroit plus vite, elle se retrouve dans un envieoment encore plus défavorable puisqu’elle
arrive dans la région déplétée en tubuline-GTP i@ean des extrémités croissantes. Le
microtubule concerné a alors toutes les chanceéseeddminé. Les extrémités négatives sont
donc cantonnées dans une zone restreinte de puan e large, comprise entre les extrémités
positives des microtubules a l'avant et la zondefoent concentrée en tubuline-GDP en
arriere.

Ainsi, il est aisé de voir comment se développeagpessivement ces larges fronts de
microtubules alignés a partir de quelques regrogoesnou faisceaux microtubulaires (cf.
section 2 de ce chapitre) isolés et encore norélésrispatialement entre eux. Un faisceau
microtubulaire qui avance, libére collectivemem, ariére, une trainée macroscopique de
tubuline-GDP, rapidement convertie en tubuline-GTRtte trace chimique est utilisée par
d’autres microtubules qui passent dans son voisinBtautres faisceaux se forment et c’est
ainsi que se succedent des vagues de stries niiataies. D’autres microtubules viennent
s’ajouter a chacun de ces faisceaux et les renfoppeu a peu. Ces nouveaux microtubules
peuvent provenir de microtubules nucléés au cceorartie ces faisceaux de microtubules ou
bien ce sont des microtubules ou des groupemeigeéal de microtubules voisins qui
rejoignent les stries en formation et se synchesttiavec leurs microtubules. Nos simulations
démontrent donc comment des processus de réadtfosiah peuvent amener a la formation
progressive de rangées rectangulaires de micrasb(es stries), dans lesquelles les
microtubules avancent dans la méme direction denfagnchronisée.

Les stries de microtubules voisines ne fusionnastgntre elles grace a ces bandes de
tubuline-GDP prises en sandwich entre elles. Emtraque strie, la concentration en
microtubules chute d’environ 55 % par rapport &dacentration en microtubules dans les
stries (soit une concentration atteignant seulem®ito du maximum de concentration). Cela
est cohérent avec ce que l'on peut mesurer expetaleenent:in vitro, les stries
microtubulaires sont espacées entre elles parédgsns dont la concentration chute de 30 %

(soit une concentration de 70 % du maximum de guraton dans les stries).

Des changements macroscopiques d’orientation desotmbules comme ceux que
I'on observe expérimentalement peuvent apparagtie ¢acon suivante. Comme nous I'avons
décrit, de longues rangées de microtubules aliggésérent de longues bandes
macroscopiques riches en tubuline-GTP. La fortecentration en tubuline-GTP favorise la

nucléation des microtubules. A cause de la fornengée et étroite de ces régions, les
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microtubules qui sont nucléés dans ces régions dmtgrandes chances de croitre
préférentiellement selon le grand axe de ces régioerpendiculairement a I'orientation des
microtubules dans les deux rangées de microtubwdesnes. Ainsi, en plus du motif de
concentration, on peut observer un motif d’origotatdes microtubules, dans lequel
I'orientation des microtubules change de 90° d’stree a I'autre. Notons cependant que les
stries obtenues ainsi (dans les zones de forteeotmation en tubuline) sont trés peu
marquées dans nos simulations. Cela est du agdailes deux stries voisines se délacent
perpendiculairement a I'axe de celle du milieu. Ibeisrotubules qui se forment dans ces
zones ne sont donc que transitoires. Pour quetdes perpendiculaires puissent réellement
perdurer, il faudrait que les premieres stries el@vent peu a peu stationnaires pour laisser les
autres s’établir entre elles.

Une fois que des régions concentrées en microtsbeteayant une orientation
préférentielle ont commencé a se former, le méoanid’auto-amplification que nous avons

déja décrit renforce progressivement le motif.

100 %

Figure 45. Comparaison entre le motif microtubulaire obserxpérimentalement et celui obtenu par
simulations numériques. La simulation (A) conti@mviron 4.16 microtubules sur un espace

bidimensionnel de 100 um x 100 um. Une structure-arganisée in vitro vue a la méme échelle (B).

Dans les simulations, I'obtention de morphologiesrectement auto-organisées
nécessite environ @térations, ce qui & raison de 0.01 s par iténatiorrespond & environ 3
heures de temps de réaction. Lors des expérielfags-organisation prend environ 5 heures.
En accord avec les expériences, les microtubulésrsent initialement dans une solution de

tubuline, sans orientations privilégiées et soiftoumément distribués dans tout I'échantillon.
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L’auto-organisation apparait progressivement airpal® telles conditions comme nous
l'avons précédemment décrit. A cause du nombre itapb de calculs, il est difficile
d’étendre davantage les surfaces de nos simulatain$ est complétement impossible de
simuler des zones de plusieurs centimetres decooténe dans les expériences. Comme nous
'avons décrit lors de la présentation des microted dans la partie introductive, la structure
auto-organisée contient des niveaux d'organisalei’ordre du micrométre. On peut donc
comparer les structures qui se forment dans leslations numeériques avec les observations
expérimentales faites a une échelle comparabldiguee 45 montre la forte similarité entre
les résultats de simulation et les résultats erpgriaux.

Malgré cela, il est important de dire que nous oraraes pas parvenus a obtenir de
motif auto-organisé comprenant des stries micrdailas stationnaires. Expérimentalement,
les stries observées, une fois la morphologie te&mine se déplacent pas. Dans le cas des
oscillations de concentration microtubulaires, deadaines conditions, on peut observer la
formation d’ondes de microtubules se déplacanaéets I'échantillon a des vitesses élevées
de I'ordre de 1 mm.mih[Mandelkow et al 1989]. Ce comportement est antété de |'auto-
organisation, mais aucune strie microtubulairei@tatire ne se forme. Il semble que nos
simulations se situent entre ces deux comportentigrggproches. Il est possible que cela soit
imputable aux imperfections certaines du modekugbut a un jeu de parametres inexacts. Il
serait vain d’essayer d’obtenir un modele parfag. n’est d’ailleurs pas I'objectif que nous
recherchions. Montrer que des motifs microtubutameto-organisés peuvent se former par
des processus collectifs de réaction-diffusiordég un pas important. Notons toutefoisigu’
vitro, a cette échelle microscopique, les stries deanibules ne présentent pas entre elles
des alternances d’'orientation des microtubulesinel’strie a I'autre, les microtubules ont la
méme orientation. C’est a un niveau de striatiopéseur que se fait cette alternance. Les
résultats que nous avons obtenus expérimentales@mit donc en accord avec cette
observation. Peut-étre que ceci serait observalhs dles simulations de dimensions plus
élevées, nécessitent malheureusement des calcuisll@ment hors de portée de notre

puissance de calcul.
3.2.Influence des parametres sur I'auto-organisation
Les facteurs controlant les dynamiques microtubegai sont complexes ; le

comportement des microtubules est en conséquesgserithe. L'étude systématique de

linfluence de chacun de ces parametres sur l'auganisation serait tres longue et
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particulierement fastidieuse. Cependant, nous sawbapres les expériences que l'auto-
organisation est particulierement sensible a ecestparametres réactionnels. Les parametres
qui affectent I'auto-organisation sont la plupant ttmps couplés entre eux et difficilement
dissociables. Malgré cela les facteurs suivantmettent de voir certains aspects qualitatifs
des bases moléculaires de l'auto-organisation.fae®urs principaux sont la constante de
diffusion de la tubuline, les vitesses de croiseaecde décroissance des microtubules, la
densité de microtubules, autrement dit la fréqueseenucléation des microtubules, et la
vitesse de régénération de la tubuline-GDP en @G TP.

Le mécanisme fondamental pour I'auto-organisaties mhicrotubules dans ce modéle
est le couplage entre les microtubules par I'intatimire des trainées chimiques produites par
les microtubules voisins. La portée de ces traiépend de la constante de diffusion de la
tubuline libre. Si la diffusion est trés rapideral@aucune auto-organisation ne se fait. Elle ne
se fait pas non plus si la diffusion est trés lefteur que le mécanisme fonctionne, un
microtubule individuel doit étre a portée de diftusdes trainées chimiques produites par les
microtubules voisins. L'augmentation de la vitedsela diffusion provoque I'augmentation
de I'espacement des stries microtubulaires. Exmariedlement, il est difficile de diminuer ou
d’augmenter la vitesse de la diffusion de la tubliOn peut quand méme parvenir a la
ralentir un peu sans perturber la cinétique desatibules en ajoutant des grosses molécules
qui freinent la diffusion comme le Ficoll 400 a 5% bien en gélifiant Iégérement le milieu
avec un gel d’agarose a 0.1 %. Dans ce cas, omvebstectivement une nette diminution de
I'auto-organisation.

La distance moyenne entre les microtubules voidingnue lorsqu’on augmente la
concentration initiale en tubuline car la nucléatide nouveaux microtubules est en
conséquence plus élevée. L’'auto-organisation afipai@nc plus rapidement quand la
concentration en tubuline est initialement plus vée C’est également le cas
expérimentalement : I'auto-organisation se fais tm@al avec une concentration initiale de
tubuline inférieure & 5 mg.fl Au contraire, pour des concentrations élevéesinigine, par
exemple avec 20 mg.thide tubuline, la solution s’auto-organise en 2 due@res contre 5
heures habituellement et la morphologie présensesttées plus resserrées et plus finement
formées.

Comme les trainées chimiques sont formées par de®taobules individuels qui
s'allongent d'une extrémité et raccourcissent dmutlte, l'auto-organisation dépend des

vitesses de croissance et de deécroissance destubigkes. Expérimentalement, ceci est
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vérifiable en utilisant des substances qui augnmenie réactivité des microtubules (ex:
magnésium), ou, au contraire, les stabilisent Texol).

Dans les simulations, durant l'auto-organisatiogs Vitesses de croissance et de
décroissance des microtubules deviennent peu ss@mblables : les microtubules entrent
dans une phase de treadmilling. Quand I'auto-osgdioin apparait, la vitesse de croissance
d’'un microtubule qui croit dans la trace laissée yramicrotubule voisin situé en avant, va
s’ajuster pour devenir peu a peu semblable a éssét de décroissance de ce microtubule. Si
la vitesse de croissance est trop lente alors ¢eotoibule en arriere va progressivement se
retrouver de plus en plus éloigné de I'extrémiténrdarotubule devant lui et va, au bout d’'un
moment, étre hors de portée de la trainée de héd@ITP. Inversement, un microtubule dont
la vitesse maximale de croissance est trés éleu@érieure a la vitesse de désassemblage du
microtubule devant lui, doit étre en mesure d'@usbrrectement cette vitesse de croissance
pour se synchroniser avec le microtubule qui egaielui. Donc, dans une certaine limite,
I'auto-organisation se fait dans des conditionsfguorisent I'apparition du treadmilling chez
les microtubules, plutét qu’une instabilité dynaoggpermanente. Ceci étant dit, une certaine
propension a l'instabilité dynamique est nécessé@iédre le fait que cela permet d’obtenir a
I'échelle de la solution un ‘overshoot’ dans lagtique d’assemblage, instabilité requise pour
'auto-organisation, des parametres réactionndigrigant I'instabilité dynamique permettent
aux microtubules d’ajuster correctement leurs giéede croissance ou de décroissance. C’est
a cette condition que les microtubules peuventts:auganiser en stries régulieres en utilisant
les trainées chimiques. Au fur et a mesure qued-atganisation se développe, la réactivité
des microtubules s’ajuste et ils se stabilisentr @alopter un régime de ‘treadmilling’. Au
début du processus, les microtubules sont moifdestajue lorsque le processus est avancé
pour deux raisons. Premiérement, au début de tiiséala nucléation est un phénomeéne trés
actif du fait de la forte concentration en tubulantive. Cela génere une grande quantité de
courts microtubules. Chaque microtubule comportexdsxtrémités réactives, toutes les deux
croissantes a ce stade de la réaction. Toutesxt@snités sont bien plus réactives que celles
d’un plus petit nombre de microtubules de grandke tqui seraient en phase de treadmilling.
Ceci induit une tres forte consommation de tubu(®¥éP dans tout I'échantillon. Quand la
concentration en tubuline-GTP passe en dessousuilcstique, les microtubules ne peuvent
plus s’assembler et entrent alors dans une phas#ésissemblage intense. Ceci est une
description de I'overshoot. On comprend donc le i@ la fréquence de nucléation : plus elle
est élevée, plus le nombre de courts microtubudeigs au départ est élevé. Ce parametre,

lorsqu’il est augmenté peut aboutir a une successle phases d’assemblage et de
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désassemblage intenses, autrement dit a des tisnslae la concentration en microtubules et
a la perte de l'auto-organisation. Ceci est coltéagrc les observations expérimentales : la
nucléation joue un rdle majeur dans I'existencesdltations [Obermann et al 1990].
Deuxiemement, n’oublions pas qu'au fur et a mesqgue ['auto-organisation des
microtubules se met en place, ceux-ci se synchenhientre eux, diminuant ainsi l'instabilité
dynamique dans la population. C'est également ke dans les préparations vitro.
Expérimentalement, la stabilisation des microtubuse traduit par une baisse de leur
réactivité. Ceci a été observé en suivant la consatmon de GTP au cours du temps par
spectrométrie RMN du phosphore. Durant I'auto-oiggdion, la réactivité des microtubules
est tres élevée car la consommation de GTP estriame; par contre, une fois l'auto-
organisation terminée, la réactivité des microtabudiminue fortement car la consommation
d'énergie chimique est bien moindre [Tabony anchBeip1998].

Enfin, comme cela a été décrit précédemment, lrauganisation est fortement
dépendante de la vitesse de régénération de lartelBDP en tubuline-GTP. Si cette vitesse
est nulle, alors la tubuline-GDP n’est pas régééidon seulement le stock initial de
tubuline-GTP s’épuise, mais aussi, a niveau maddi@)l aucune trainée de tubuline-GTP ne
peut se former. Dans ce cas, bien évidemment, awuio-organisation ne peut se faire. Pour
gue l'auto-organisation apparaisse, la vitessedémnération de la tubuline-GDP en tubuline-
GTP doit donc étre suffisamment rapide. Cela eateégent cohérent avec les observations
expérimentales dans le sens ou une vitesse deeragjén plus lente produit des oscillations

microtubulaires [Melki et al 1988].

3.3.Simulation des champs externes et autres sources mgpture de symétrie

3.3.1.Gravité et fluctuations de densité

Une des propriétés majeures des préparations detohicles auto-organisée vitro
est leur dépendance vis-a-vis de la gravité. Laigrabrise la symétrie du processus de
réaction-diffusion. Sa présence au moment d’inktdbidu systéme provoque I'auto-
organisation globale de [I'échantillon en le faisamfurquer vers une morphologie
macroscopique striée. Les simulations numériquesedbmontrer ce type de comportement.
Un des résultats des simulations est que, duramir&Emiéres minutes du processus, avant que
I'auto-organisation n’apparaisse, les régions cotrées en microtubules coincident avec les

régions concentrées en tubuline libre. Nous avoBg dnentionné ce phénomeéne
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'd’aspiration’ de la tubuline libre dans la destiop des bases moléculaires de l'auto-
organisation (cf. % section du ¥ chapitre de cette partie). Ceci signifie que dégrénces
de densité significatives sont présentes dandléi@o a un moment précoce du processus.

1.002

Figure 46. Le modéle prédit I'apparition de fortes fluctuatonle densité dans la solution de
microtubules au moment de l'overshoot. Les écagtdehsité sont de l'ordre de 2 a 3 %. Ces

fluctuations de densité sont essentiellement dueslifférences de concentration en microtubules.

Dans les simulations, la densité est calculée tir plgrla quantité de tubuline totale en
un point, c'est-a-dire a partir des concentratiensmicrotubules, en tubuline-GTP et en
tubuline-GDP. La figure 46 montre les variationsdgasité calculées au moment d’instabilité
du processus (overshoot). De fortes différencedemsité apparaissent a la fin de la période
d’assemblage intense, c'est-a-dire quand le désbsge intense commence, juste avant le
début de I'overshoot. C’est également & ce momaatep préparationa vitro sont capables
d’interagir avec la gravité. A cet instant, lescfluations sont des petites zones de 5 um de
diamétre environ et leur densité est d’environ 5méi?. La différence entre le maximum et
le minimum de densité est d’environ 2 a 3 %. L'imgiéé calculée de l'interaction d’une telle
fluctuation de densité avec un champ de gravité deest équivalente a 30 kT, autrement dit,
la force d’interaction avec la gravité est trentes fsupérieure a celle due a I'agitation
thermique qui est d'une fois kT. Cela est amplenseffisant pour contrer les effets dus a
I'agitation thermique. Au fur et a mesure que I@otrganisation se développe, en présence de
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gravité, ces fluctuations de densité, essentieltérdaes a la concentration en microtubules,
vont fusionner entre elles et former les bandesideotubules auto-organisés que nous avons

décrit précédemment.

100 %

0%

Figure 47.Influence d'un biais directionnel dans le procesdasréaction-diffusion microtubulaire.
Ces simulations de 3 heures de temps de réactiotieoment environ 4.fOmicrotubules sur un
espace bidimensionnel de 100 um x 100 um. La diwmléA) montre la formation de stries en
diagonales dues a la présence d'un Iéger biais nigone dans I'algorithme de la diffusion (cf. Sentio
2.3 du £ Chapitre de cette Partie). Lorsqu'on enléve ceashides inhomogénéités de concentration
non corrélées persistent, mais sans organisatiaake de I'échantillon (B). Si on rétablit un biais
directionnel, on observe a nouveau la formatiomd'unorphologie formée de stries dans lesquelles
les microtubules sont perpendiculaire & leur graacke (C). Le biais directionnel imposé est une
diffusion asymétrique: ici la diffusion selon I'axeest deux fois supérieure a la diffusion surd'a.

Lors des premieres simulations, nous avons obskvérmation de stries de
microtubules trés bien organisées et disposées adenf diagonale : l'orientation des
microtubules était de 45° et perpendiculaire amndraxe des stries (Figure 47 A). Nous ne
simulions pourtant pas encore I'effet des chamgeregs, donc aucune rupture de symétrie
provenant d’'un champ simulé. Des simulations réafisdans un tore, donc en I'absence de
parois aboutissaient au méme résultat. Nous avams slispecté qu’une asymeétrie favorisant
cette orientation diagonale et induisant I'autoamigation devait se trouver au cceur méme de
I'algorithme que nous utilisions. C’était effectident le cas. Comme nous l'avons déja
décrit, la méthode de digitalisation de la diffusionne naissance a des fronts d’'onde carrée.
Ainsi, la déplétion en tubuline-GTP qui se formeclzaque extrémité croissante dans la

solution, va adopter un profil carré, laissant 1égions en diagonale plus concentrées en
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tubuline-GTP. Une extrémité en croissance qui netteeles régions concentrées en tubuline-
GTP aura donc tendance a se diriger vers les régiordiagonale. Cet effet est tres faible,
mais au bout de quelques dizaines de milliers rdiilgns, sa conséquence apparait
macroscopiquement. Ce résultat, bien que d'originéfactuelle, est tres instructif car il
montre a quel point un tres léger facteur extennéitsa déclencher le processus d'auto-
organisation a un niveau macroscopique.

Il est possible d’enlever cet effet asymétrique agputant du bruit aléatoire dans
I'équation de la diffusion (cf. Section 2.3 dfi Chapitre de cette Partie). A ce moment I3,
l'auto-organisation macroscopique de I'échantilldisparait. Les simulations ne montrent
alors plus que des inhomogénéités, d’'une dimende® um environ, dans lesquelles les
microtubules sont localement organisés entre eais qui ne sont ni corrélées, ni organisées
entre elles, a I'échelle macroscopique (Figure 17 B

Quand, dans ces simulations, nous avons a nouvesaul® symétrie du processus de
réaction-diffusion en imposant une différence dieesge de réaction entre les deux axes

(D, >D,), nous avons a nouveau pu observer, comme nous)nattendions, I'apparition

d’'une morphologie striée macroscopique (Figure 3.70@s simulations ont été faites pour

différentes valeurs du ratio de ces constantesiféiesion,a =D, /D, , variant de 1.0 a 10

Les morphologies striées sont clairement visiblas un ratio de 1.3. Quangd augmente, la
séparation entre les stries diminue et les strestusuto-organisées apparaissent plus
rapidement.

Pour établir si la brisure de symétrie doit seefalurant toute la période de I'auto-
organisation ou seulement durant un court insté@s, simulations ont été faites avec une
diffusion asymétrique durant les 10 premiéres na@isialu processus seulement. Durant ce laps
de temps, la cinétique a eu le temps de faire var&hoot’ et le systéme doit avoir bifurqué.
Apres 10 minutes, nous avons remis les vitessediffission, selon les axes x et y, a valeur
€gale. Dans ce cas, l'auto-organisation se fagidien que lorsqu’on applique une diffusion
anisotrope durant tout le processus d’auto-orgtarsale biais directionnel permettant de
briser la symétrie d’orientation des microtubulasentation initialement isotrope, n’a besoin
d’étre appliqué que durant un court instant, notamnguand la solution est instable, c'est-a-
dire au moment de ‘'overshoot’. C’est a ce momgune la réactivité des microtubules est la
plus propice pour répondre a une brisure de symeétri

Ces simulations permettent de donner un aperclagacon dont la gravité agit sur un
systeme expérimental. Si 'on s’en référe a KondeptiPrigogine [Kondepudi and Prigogine
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1981, Kondepudi 1982, Kondepudi and Prigogine 19&3jhs un systéme de réaction-
diffusion adapté, la présence d’'un champ de gralgtdg au point d’instabilité du systeme,
favorise la formation d’'un motif macroscopique. Bartte approche théorique, la gravité va
faire bifurquer le systeme et va sélectionner unepimlogie macroscopique parmi plusieurs
morphologies possibles obtenues par des processiEadtion-diffusion. Dans un systeme de
grandes dimensions, en I'absence de la gravit@iffésentes petites zones, dans lesquelles se
fait une certaine auto-organisation locale, restemt corrélées. L'arrangement global de ces
zones correspond dans ce cas a un état macroseopqti non ordonné. Leur orientation
moyenne est isotrope. Si la gravité favorise umentation spécifique, alors, I'orientation, une
fois moyennée, n'est plus isotrope et il en résutt@rdre macroscopique global.

La gravité est impliquée dans le processus de iofadiffusion de la maniére
suivante. Au point d’instabilité du processus dact@n-diffusion peuvent apparaitre des
fluctuations de densité dans le milieu réactif. ddrences de densité sont telles que leur
interaction avec la gravité donne lieu, en pludaddiffusion moléculaire, a un processus de
transport supplémentaire. C’'est un terme de ddiivectionnelle qui s’'applique selon la
direction de la gravité et qui est linéairementpomtionnel a la différence de densité. La
résultante est un transport plus rapide dans lectiin verticale que dans la direction
horizontale. Dans un processus dans lequel I'atemt du transport des réactifs est
déterminante, cela peut rompre la symétrie dedati@n et favoriser I'apparition d’'un motif
macroscopique.

Dans les simulations numeériques d’auto-organisatitas microtubules, il était
impossible pour plusieurs raisons d’incorporer gggement une simulation du champ de
gravitation et la dérive directionnelle des michatles (micro sédimentation) qu’elle produit.
La raison majeure est que le nombre de calculsssaoes pour le transport directionnel
d’objets nombreux comme les microtubules, est liwsportée de la puissance de calcul
pourtant élevée dont nous disposons. Cependanfituaion comparable peut étre obtenue
lorsque la diffusion de la tubuline est anisotroBemme nous I'avons déja décrit une telle
anisotropie donne naissance a un ordonnancementroscapique de domaines
microscopiques initialement non corrélés entre €ex.comportement est qualitativement en
accord avec la description théorique précédente.

Dans les préparations de microtubules, I'interacte la gravité avec les fluctuations
de densité induit un transport de matiére plusdeypians la direction verticale que dans la
direction horizontale. Cela résulte en une légeéépence dans la direction de croissance des

microtubules et provoque leur auto-organisation bgle. Un examen rapproché
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d’échantillons, formés vitro dans des conditions de gravité réduite, montredgupetites
régions isolées, d'ordre partiel, subsistent; selaraduit par de petites taches trés I[égerement
biréfringentes clairsemées dans I'échantillon eprésentant aucune corrélation d'orientation
entre elles. Cette observation est cohérente ageqgue nous avons décrit préecédemment.
Inversement, des expériences faites dans un cheampagionnel augmenté par centrifugation
(3 & 200 g) montrent une diminution de séparatesmddries et une augmentation de la vitesse
d’auto-organisation avec l'augmentation de la valelw champ. Augmenter la force
centrifuge est équivalent a augmenter la dérivectivnnelle des microtubules dans le
processus de réaction-diffusion. En admettant cques rppouvons effectivement rapprocher
cela d’'une augmentation de I'anisotropie dansdegport de la tubuline, comme nous lI'avons
fait dans les simulations en brisant l'isotropiatie de la diffusion, alors ces résultats sont

cohérents avec les prédictions des simulations nques.

3.3.2.Champs magnétiques et cisaillement

Les observations expérimentales faites en chammgmétigues ont montré que les
microtubules s’orientent dans le champ au courdede nucléation et au début de leur
croissance. Cela est possible parce que le changmétigue intense produit un couple
magnétique qui réoriente les microtubules dansel'dgs lignes de champ. Pour provoquer
une auto-organisation due au champ magnetiqueffil d’'exposer les microtubules au début
de la réaction. Une fois orientés préférentiellentams I'axe du champ et apres que le champ
ait été coupé, les microtubules se réorganisemressivement par les processus de réaction-
diffusion que nous avons décrit.

Une autre observation est qu’en cisaillant une tewiude microtubules assemblés
mais qui ne s’est pas auto-organisée, on provoque auto-organisation partielle des
microtubules, s’étendant depuis la ligne de cisai#nt. Dans ce cas, les microtubules ont été
mécaniqguement orientés dans une direction préfélend cause du cisaillement et ils se sont
peu a peu réorganisés entre eux pour former unetste microtubulaire auto-organisée.

Il est facile de simuler ce type de rupture de dyiméNous avons donc veérifié qu’en
orientant préférentiellement quelques microtubwdasdébut du processus, on parvenait a
obtenir l'auto-organisation progressive de toutch@ntillon. Dans ces simulations, la
diffusion de la tubuline était isotrope dans todéssdirections de I'espace, donc, sans autres
sources de rupture de la symétrie, le systemeautosbrganise macroscopiquement. Durant

les premieres minutes de la simulation, les midnolies étaient nucléés avec une orientation
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unique, c'est-a-dire qu’ils étaient alignés selard vertical. Cette orientation durant la phase
de nucléation, simule I'effet du champ magnétique ariente les microtubules selon I'axe

vertical du champ, au moment de leur nucléatiore Eis nucléés, les microtubules étaient
libres d’évoluer librement dans I'environnementsaontrainte d’orientation préférentielle,

comme c’est le cas dans les simulations habituélleas avons alors observé la formation de
morphologies macroscopiques striées différant pes mhorphologies obtenues avec une
diffusion asymétrique : apres 1 minute d’expositian champ (en simulation plusieurs

microtubules ont déja eu le temps d'étre nucléé$ emnute), I'auto-organisation débute et
des stries apparaissent. A la fin du processuda@ganisation, le grand axe des stries qui
se sont formées correspond a I'axe horizontal éehfntillon, c'est-a-dire que le grand axe

des stries est perpendiculaire a I'axe du chamgu(€ 48).

TR

Figure 48. Simulation de l'effet d'un champ magnétique syprlicessus d'auto-organisation. Pour
simuler un champ magnétique, nous avons imposéntidraninute une direction initiale pour les
microtubules tout juste nucléés selon I'axe vektidacun autre effet n'était appliqué. Au bout é'un
heure de temps de réaction, la morphologie obtgmwésente des stries microtubulaires horizontales
(A) dans lesquelles les microtubules sont touslf@des entre eux, perpendiculaires au grand axe des
stries, et alignés selon un méme front, comme lgremte marquage aux extrémités positives (B).En

(C), le motif complémentaire de tubuline-GTP.

Enfin, nous montrons que si I'on applique ce mé&hamp mais plusieurs minutes
seulement apres le début de la réaction, c'esteautiie fois que les microtubules sont bien
formés, on ne parvient pas a induire I'auto-orgaios.

Ces résultats confirment ce que nous pensiongesmécanisme d’action du champ

magneétique : le champ provoque une orientationépeétielle des microtubules quand ils
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sont encore de petite taille. Les microtubulesglignés se réorientent ensuite peu a peu pour
donner lieu & des structures striées globalemewot@aganisées. Le champ magnétique n'a
pas besoin d’étre appliqué sur une longue durésgpaila rupture de symétrie qu'il produit

passe par lI'intermédiaire des microtubules touejusicléés.

3.4. Autres sources de rupture de symétrie : applicatio des problémes biologiques

En plus des champs externes, d’autres facteursepeuympre la symeétrie du systéme
et 'amener a l'auto-organisation. Ces facteursroent intervenir dans le contréle de
'organisation interne du cytosquelette dans ldtules. Nous pouvons simuler I'effet de
guelques-uns de ces facteurs. Méme s'il est ddfidiapporter des éléments de preuve pour
étayer les hypotheses faites quant a I'existendelddacteurs, les résultats obtenus dans une
telle étude apportent des renseignements suppléarentsur I'ensemble des processus
impliqués dans I'auto-organisation des microtuhules

Contrairement aux champs externes faibles, lesedast auxquels nous allons
maintenant nous intéresser font partie intégraete ahractéristiques du systeme réactionnel
lui-méme. Nous en présentons ici deux aspectsrdifte : tout d’abord I'effet produit par la
géométrie du systéme, c'est-a-dire la présenceadispimperméables ou d'obstacles et les
dimensions du systeme réactionnel ; ensuite laepo&sd’un centre organisateur dont I'effet

est d’affecter la symétrie réactionnelle du systéme

3.4.1.Effet des parois et forme de I'échantillon.

Nous l'avons vu, au niveau des parois imperméabed’espace de réaction, les

microtubules se comportent différemment qu'ailledaas I'environnement (cf.*?° Section

de ce Chapitre). Quand un microtubule arrive aweauivd'une paroi, deux évenements
peuvent se produire. Dans un premier cas, le nibudé ‘sent’ chimiquement a distance la
présence de la paroi et dévie suffisamment deagectoire pour repartir dans une direction en
s'éloignant. Un autre cas qui peut se présenteguesie microtubule ne peut suffisamment
dévier et entre en contact avec la paroi. Son disgm est stoppé, I'extrémité devient
instable et le microtubule subit alors un fort d&sablage a partir de cette extrémité. La

tubuline-GDP rejetée lors du désassemblage eshééggt en tubuline-GTP. Cette derniére va

permettre la nucléation de nouveaux microtubules ajuront globalement tendance a
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s’éloigner de la paroi. Le cas échéant, ils subbilwméme sort que le microtubule précédent.
Les parois sont donc des zones qui induisent uptinel de la symétrie d’orientation des

microtubules.
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Figure 49.Simulation de l'auto-organisation des microtubudesis un tube de 300 pm x 20 um. Cette
simulation met en avant I'effet des parois dansrteessus d'auto-organisation, en l'absence desbiai
directionnel externe. Dans cette simulation, lesjssupérieures et inférieures sont imperméables e
les parois de droite et de gauche sont reliéeseeelies. En (A), le motif microtubulaire montre une
morphologie périodique en forme de sinusoide: liesatubules changent périodiquement de position,
passant alternativement d'une paroi a l'autre dbetuPour une meilleure visualisation du motif
simulé, les extrémités des microtubules (B) etdéfrde tubuline-GTP (C) sont montrés. Ainsi, on
distingue mieux ce motif particulier. La photograohD) prise en biréfringence montre un motif
semblable obtenu par auto-organisation des microliehdans un canal hémicylindrigue de 70 um de
large, moulé dans un polymere inerte. Enfin, latpboaphie (E) prise également en biréfringence,

montre une structure de méme type dans un cagliirverre de 100 um de diamétre.

Lorsqu’on lance une simulation dans un environnémméactionnel limité par des
parois imperméables, on voit qu’une organisationigike se fait & leur niveau. Lorsque cet
environnement est de grandes dimensions (ex : 400x4n), I'organisation partielle reste
cantonnée au niveau des parois et ne gagne pastée de I'échantillon, quand celui-ci ne
subit pas l'influence d’autres perturbations ex¢stnEn revanche, quand I'environnement
réactionnel est de faibles dimensions, symétrigagé¢ ou disque de quelques dizaines de pm
de large seulement) ou asymeétrique (ex : tubemguataire de 300 um de long pour 20 um de

large), une certaine auto-organisation peut se tins tout I'échantillon (Figure 49).
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Ceci est observé expérimentalement : les formesliraensions des échantillons
conditionnent le déclenchement de l'auto-orgamisatiinsi que les morphologies qui se
forment. L'auto-organisation peut étre déclench@éesdune solution mise a assembler en
apesanteur par le simple fait de la forme et dewudsions de son conteneur (cf® Partie,
2°™ Chapitre, section A.1.3.1).

3.4.2.Effet d’'un centre organisateur

Dans les cellules vivantes, les microtubules onwent une disposition radiaire avec,
les extrémités négatives situées au centre ordaanrsde la cellule, et les extrémités positives
a la périphérie. On peut diviser ces microtubulesieux groupes : les microtubules attachés
au centre organisateur, dont les extrémités négmtsont fixées au centriole, et les
microtubules libres. Seuls quelques microtubuled 8rés au centre organisateur, les autres,
qui s'organisent autour, restent libres et entnetat la disposition radiaire du réseau de
microtubules par un mécanisme de ‘turn-over’ pemmnanLes microtubules sont nucléés au
niveau du centre organisateur et se dirigent madtnilling vers la périphérie de la cellule.
Au fur et a mesure quils s’éloignent du centres dont remplacés par de nouveaux
microtubules qui les suivent a la trace [Keating &orisy 1999, Vorobjev et al 1999]. Un
autre aspect est que, dans les cellules vivardesibuline est synthétisée, puis libérée, au
niveau du réticulum endoplasmique, c'est-a-direrepoint plutoét central dans la cellule. En
ces points de synthése, la concentration en tubdaoit étre plus élevée qu’ailleurs dans la
cellule. A partir de ces points de synthese, lallinb libre diffuse dans le reste de la cellule.
Il est probable que la présence d’'un gradient aeeatration en tubuline dans les cellules ait
une influence dans cette organisation du résearotaimulaire interne.

Dans les simulations, nous pouvons dans une certagsure simuler a la fois I'effet
de tels points de synthése et I'effet d’'un centiganisateur comme un centriole sur I'auto-
organisation de microtubules aux deux extrémitéied. Notons que c’est cela que visait a
montrer le modele de C. Robert et al [Robert é9810]. Avec notre modeéle plus réaliste nous

obtenons au moins les mémes résultats.
3.4.2.a.Injection de tubuline

Dans les simulations, il est facile de simuler jEotion d’'une petite quantité de

tubuline en un point de I'espace. Pour cela, onifigoth valeur de la concentration en
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tubuline-GTP en un des points de la grille représgn’espace réactionnel. Avant de lancer
la simulation, nous avons donc déposé une certpiagtité de tubuline, en un seul point situé
au centre géométrique de la grille. Aucun champreet simulé n’'a été appliqué durant toute
la simulation. Rapidement, la tubuline s’est misd@iffuser a partir de ce point vers la
périphérie de I'environnement réactif. Peu de teaypes le début de la réaction, nous avons
vu se former des microtubules qui se sont peu &dp&@é depuis ce point vers la périphérie.
Ces microtubules étaient répartis de facon radaiteur de ce point et s’en éloignaient avec
leurs extrémités positives disposées selon un fdentroissance régulier. Ceci s’explique
facilement : des microtubules nucléés a partir deal point ne peuvent que s’en é€loigner.
Cependant, la configuration de la population peram¢ta un maximum d’individus de se
développer est radiaire car, dans ce cas, lesnexé® croissantes ne se génent pas et
s’éloignent progressivement les unes des autres.

Alors que la vague de microtubules s’éloignait éatce vers la périphérie, d’autres
microtubules nouvellement nucléés au centre ombidoune nouvelle vague. Ceci s’est répété
4 fois (4 vagues), le systéme tombant peu a pews cle tubuline-GTP (Figure 50).

Un point de production de la tubuline est donc wnelent moyen de rompre la
symétrie du processus de réaction-diffusion : @&w lde s’auto-organiser a partir d’'une
solution initialement uniforme de tubuline, l'autoganisation se fait dans un milieu
réactionnel dont la symétrie est rompue par le Enigit d'un gradient de tubuline. La
succession périodique de vagues de microtubuleglé&snadepuis le centre vers la périphérie
n'est pas sans rappeler le turn-over du réseauid®tbules depuis le centre des cellules
vivantes vers leur périphérie. Un exemple comparast celui de I'amib®ictyostelium
discoideum on peut déclencher son auto-organisation autéumedzone ponctuelle en
injectant une petite quantité d'’AMPc en un poinnhd' population d'amibes, tout juste mises
en manque de nourriture. Dans ce cas, des vaguesrdaques d'amibes se dessinent autour
de ce point. L'existence de régions centrales aunées en tubuline dans les cellules et les
processus d’auto-organisation des microtubulesréertion-diffusion, pourraient constituer

un moyen simple d’organiser le cytosquelette deltob.



174

t=4 min t=20 min

Figure 50. Auto-organisation des microtubules autour d'unerseuponctuelle de tubuline-GTP.
Durant 1 minute, nous avons ajouté dans l'enviromer initialement vide de tubuline, de la tubuline-
GTP en un point central carré de 2 um x 2 um, gacaison d'une augmentation de la concentration
dans ce carré, de 4 mg/ml toutes les 0.01 secoR#gsdement, un nombre important de microtubules
est apparu en ce point. Les microtubules se sams allongés. La tubuline libre s'est mise a diffus
La seule direction vers laquelle pouvaient se diriips microtubules en croissance était la périphér
du point. On peut donc observer tres rapidemerfotenation d'une structure en forme d'aster (t=4
minutes). Ensuite, au fur et & mesure que la takuliiffuse, les microtubules continuent de s'akwong
en direction de la périphérie. On voit alors senfi@r des vagues successives s'éloignant radialement
du centre vers la périphérie. A 20 minutes, on wuaitcercle de microtubules d'environ 50 um de
diamétre entourant un deuxieme cercle plus pe@ibvdton 20 um de diametre; il s'agit de deux

vagues successives de microtubules.

3.4.2.b.Centriole simulé

Moyennant quelques additions simples a notre modéteus est également possible
de simuler, non seulement l'auto-organisation desatubules a partir d’'un centriole, mais
encore l'auto-organisation des microtubules lidess un espace réactionnel contenant un
centriole.

Simuler un centriole est une chose simple. Il sai disposer en un méme point, fixe
dans I'environnement, un certain nombre de micnaedparalléles entre eux, dont toutes les
extrémités positives pointent dans la méme diractibdont on empéche toute réactivité au
niveau des extrémités négatives. Les centrioles mpues avons simulés comportaient 54

microtubules (nombre de microtubules présents daog centrioles) dont la longueur initiale
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était arbitrairement fixée a 1 um. Le centrioleitéthsposé au centre géométrique d’un
environnement discoidal, donc ayant schématiquetadatme arrondie d’'une cellule vivante
(Figure 51).

Figure 51. Auto-organisation des microtubules libres autowrrdcentriole simulé. Des simulations
ont été faites pour simuler I'auto-organisation dagrotubules d'un centriole et des microtubules
péricentriolaires dans un environnement représeingmhématiquement une cellule vivante avec son
noyau. La base du centriole se situe juste en desdo noyau. Les 54 microtubules du centriolesfixé
a leur extrémité négative s'auto-organisent commeifont dans la cellule (A), c'est-a-dire quls
dirigent vers la périphérie et forment une cageocawtdu noyau. Quand on permet a d'autres
microtubules de se former librement, ceux-ci s'arganisent selon le biais organisationnel dicté pa

I'organisation du centriole (B)

Dans ces simulations, nous pouvons regarder le aderpent isolé du centriole, en
'absence d’autres microtubules, ou bien autorisemucléation de microtubules libres,
structurellement indépendants du centriole, apdetila tubuline libre. Dans ce cas, on peut
suivre en méme temps le comportement des micraabdu centriole et celui des
microtubules libres.

Si I'on étudie uniguement le développement des otidrules du centriole, qu'il y ait
ou non des microtubules libres dans le milieu, beeove la formation d’'une structure en
‘araignée’, disposition qui ressemble beaucouplla de réseau centriolaire de microtubules
dans les cellules (Figure 51 A). Ceci n’est pas sunprise, le modele de C. Robert et al le
prévoyait déja. Ce phénomeéne est lié au fait gaarierotubules évitent les parois tout en
recherchant une disposition radiaire pour optimigeéactivité de chacun des individus de la
population.

Lorsque la libre nucléation des microtubules estnme, une deuxieme population de
microtubules apparait et évolue librement dansviftennement. Ces microtubules pourraient

ignorer purement et simplement la présence desotulmles du centriole et s’auto-organiser



176

indépendamment a leur guise. Ce n’est pas le gasb€erve que les microtubules libres vont
progressivement s’auto-organiser autour des mibubs du centriole selon la méme
morphologie en ‘araignée’ (Figure 51 B). Cela digngue les microtubules du centriole ont
communiqué un plan de la disposition a adoptermaigxotubules libre. Comme la possibilité
d’interactions dues a des forces électrostatiquesdoes a la poussée meécanique des
microtubules sur d’autres microtubules, n'exists pans notre modeéle, l'origine de ce
phénomene est donc purement liée dans nos simndadio processus de réaction-diffusion.
L’orientation préférentielle de quelques microtidsulsuffit & organiser la population toute
entiére selon les processus que nous avons prépendécrit. Dans ce cas, ce sont les
microtubules du centriole qui ont joué ce role.dig servi de guides chimiques aux autres
microtubules.

Dans les cellules vivantes, les centrioles en dgamt centres organisateurs pourraient
bien jouer ce réle sur le reste du cytosqueletierotibulaire par les mémes processus que

ceux gque nous avons pu simuler.
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Chapitre 3 -Discussions sur le modéle d'auto-organisation prego

Il est intéressant et de rigueur de faire maimenme rapide analyse des points
critiques de notre travail, ceux qui pourraientciies des interrogations et des discussions
animées. Les points concernant la justification éexpentale de l'auto-organisation des
microtubules par des processus de réaction-diffusomt tres nombreux. Nous les avons déja
amplement détaillés dans la partie introductiveudNallons donc plutdét nous attarder sur le
modele d'auto-organisation proposeé.

Tout d'abord, & quoi s'apparente notre modele Zcdsin modele classique de
réaction-diffusion tel que Turing le décrit ? It @sdéniable que, vu dans sa globalité, c'est un
systéme de réaction-diffusion générant des strestde type Turing, cependant, il y a des
différences au niveau du mécanisme moléculaire.

Une premiére différence se fait au niveau du normdereomposants. Comme dans le
modele de Turing, c'est le couplage de 'molécaletivatrices et de 'molécules’ inhibitrices
par des réactions chimiques non linéaires et deliffusion moléculaire qui permet
I'émergence de d'ordre et de formes dans les @otutie microtubules. Dans le systeme
originel de Turing, il y a deux composants réactfset B. Dans le cas des microtubules, il y
en a davantage. Pour simplifier, contentons nouss eperes réactives utilisées dans le
modele. Les molécules activatrices sont, sans adioute, les complexes tubuline-GTP, et les
molécules inhibitrices, les complexes tubuline-GD&s microtubules, eux, sont les deux a la
fois puisque ce sont eux qui modifient dans I'esiement les concentrations locales en
activateur et en inhibiteur. Dans la réalité, & yn plus grand nombre d'espéces réactives, en
particulier le GTP et le GDP libres, mais aussitéoune série d'intermédiaires réactionnels
dans le cycle de la tubuline, qui peuvent mobilgeta tubuline et induire des délais dans les
réactions. Dans la littérature, de nombreux intelimiges réactionnels ont été mis en
évidence: oligomeres de tubuline-GDP, des anneauylalline (les ‘microtubule rings’) ...

La deuxieme différence essentielle est liée a luraades composants réactifs.
L'anisotropie de forme des microtubules donne aystéme des propriétés supplémentaires
par rapport a un modele spatio-temporel 'classidgiegaction-diffusion. Si I'on ne considere

pas l'effet asymétrique de la gravité, dans unesystde réaction-diffusion 'classique’, la
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propagation de l'information a I'origine de la géti&n d'ordre est unique et isotrope. Dans ce
cas, la propagation de l'information d'ordre est dua diffusion moléculaire qui, en général,
est uniforme dans toutes les directions de l'esdaaes les solutions de microtubules, il y a
cette fois deux modes différents de propagatiofiimfermation. Bien sar, il y a toujours la
diffusion moléculaire classique, c'est-a-dire |Hudion des molécules de tubuline libre. En
plus de cela, les microtubules, en eux-mémes, itomst un mode de transport de
l'information. Chaque microtubule est un vecteunfdimation anisotrope car il modifie
I'environnement de tubuline uniquement sur sa drajee filiforme. Le modele de Turing
nécessite que les différents protagonistes du mgstiffusent a des vitesses différentes. Ce
n'est pas le cas en ce qui concerne les molécalésbdline-GTP et de tubuline-GDP: elles
diffusent a la méme vitesse. Dans notre systemesoo¢ donc les microtubules qui se
chargent d'introduire cette difféerence grace a lpalarité structurale et réactive. Des
simulations numériques dans lesquelles les micubésbne comportent que deux extrémités
positives ou que deux extrémités négatives (ménmranetres réactifs a leurs deux

extrémités) ne permettent pas I'émergence d'otdfe rmes.

Il 'y a une question primordiale que I'on peut seepo quel est le crédit que I'on peut
accorder a une telle hypothése, c'est-a-dire duqte les microtubules communiquent et
s'auto-organisent entre eux grace a des trainéesadtfs chimiques ? Apres tout, ces rails
chimiques n'ont jamais été observeés et ne le sprobablement jamais, au vu des difficultés
techniques d'une telle opération. Il est évidernbegigue qu'ils existent car on sait tres bien
gue les microtubules, en se désassemblant, vaselalocalement de la tubuline libre. La
guestion est davantage de savoir si ces traindasqcies sont exploitées par les autres
microtubules comme nous le pensons.

Tout d'abord, on le remarque, c'est un modéle guit g'apparenter aux modeles
d'auto-organisation des colonies d'animaux tels lgagefourmis. Comme les fourmis, les
microtubules libérent des trainées chimiques ellsantent ces trainées actives concentrées en
tubuline-GTP ou évitent les zones inactives fortenmEplétées en tubuline-GTP comme le
feraient des fourmis avec des trainées de phérmnactesatrices ou inhibitrices. Bien que
dans un cas il s'agisse d'organismes vivants et autre de macromolécules, d'une facon
générale, c'est une maniére de générer de l'otddemse morphologies dans les systéemes
collectifs.

En outre, les observations expérimentales étaystitd affirmation. Mandelkow et al

[Mandelkow et al 1989] ont fait une observation tigatiere dans une solution de
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microtubules dont la concentration oscillait dam$eimps: le réseau de microtubules possédait
une sorte de mémoire de la disposition des micubdgbdans le temps. En observant le réseau
de microtubules a fort grossissement, ils sont ipe® parvenus a distinguer les
microtubules a un niveau individuel, ou tout du msodles groupements de microtubules, et ils
ont suivi I'évolution dans le temps de ces micrateb. Comme ils s'y attendaient, ils ont pu
suivre les oscillations temporelles de la concéioima en microtubules a I'échelle
microscopique, tandis qu'ils la mesuraient, en mémngps, a I'échelle macroscopique, par
densité optique. Cela se traduisait par un réseasedde microtubules durant les phases ou la
densité optique, donc la concentration globale aeatubule, était élevée, et inversement par
un réseau d'une densité fortement atténuée losguencentration globale en microtubule
était faible. Ce faisant, la particularité qu'ilst eemarquée, c'est que I'aspect du réseau, c'est-
a-dire la disposition des microtubules dans la zuveervée, était quasiment identique d'une
phase de forte concentration a l'autre, et ce, mdégs périodes de désassemblage intense
ponctuant I'observation. Cela ne signifiait qu'issile chose : des microtubules s'étaient
reformés dans les traces de ceux qui venaienediétruits par le désassemblage intense.

Une autre observation intéressante a éte iiaitévo concernant le comportement des
microtubules libres [Keating and Borisy 1999, Vgmbet al 1999]. Dans les cellules
vivantes, les microtubules libres (ceux qui ne gua# fixés au centriole) s'organisent autour
du centriole. Certains sont formés par nucléatipontanée, d'autres proviennent de
microtubules liés au centriole qui ont été briseans tous les cas, ces microtubules se
déplacent depuis la région péricentriolaire jusgees la périphérie de la cellule, selon un
turnover permanent : lorsque les microtubulesigiémt de la région péricentriolaire, ils sont
remplacés par d'autres qui les suivent a la tetcansi de suite.

Nous-mémes avons fait une observation intéresgamo allant dans ce sens. Nous
avons mis & assembler & 35°C, 1 pl de solutiorubeline & 10 mg.mfi et 2 mM de GTP
entre une lame de microscope et une lamelle. Isépar de I'échantillon ne dépassait pas
guelques micromeétres. Nous avons suivi l'assembiiege microtubules en DIC avec un
objectif 100x (ceci peut aussi étre fait en fluocmxe). Rapidement nous avons pu observer
l'apparition de petites structures fibrillaires aées uniformément dans la solution. La
formation des microtubules aurait pu continuer agh isotrope et uniforme; on aurait dans
ce cas obtenu un réseau dense sans aucune organiiat’'en était rien. Progressivement
certaines zones se sont renforcées prenant untadpdaisceaux de fibrilles dénotant un
certain ordre local. Ceci indique qu'un processpsranis aux microtubules de s'aligner entre

eux. L'alignement par des interactions statiquédres peu probable; des observations en
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microscopie €lectronique révelent que les micrdefgus'ils sont alignés, ne sont pas en
contact direct et sont méme suffisamment éloigmése esux pour éviter ce phénomeéne. De
plus, la forte salinité du tampon devrait amplenmrifire & écranter les interactions de type
électrostatique.

Enfin, les expériences faites en champs magnétiguenses et les expériences de
cisaillement vont aussi complétement dans ce $tagpelons que les champs magnétiques,
comme les effets de cisaillement, ne rompent laésgendans la solution qu'en agissant au
niveau individuel, c'est-a-dire en orientant préféiellement les microtubules. C'est a partir
de ce moment seulement que, dans ce cas, les ufioles se réorganisent en structures
complexes. L'hypothese d'auto-organisation part@aées de tubuline prévoit ce cas de
figure. Les microtubules communiquent entre euxp@tvent s'auto-organiser localement
grace aux trainées chimiques, mais, c'est lorsqalente préférentiellement quelques
microtubules dans l'ensemble de la population dauéto-organisation peut se faire a un
niveau macroscopique, par toute une série de régnaents faisant intervenir leur
désassemblage et leur réassemblage [Papaseit R&3&seit et al 1999, Tabony et al 2000].
Ce ne serait pas le cas s'il s'agissait d'une ma@on par des interactions statiques: des
molécules préorientées ne se réarrangeraient pastre@ctures macroscopiguement auto-
organisées; elles resteraient orientées de la mémére.

Toutes ces observations constituent des élémeatprduve qui étayent notre
hypothése. En attendant de trouver mieux, c'est ameel mécanisme que l'on peut obtenir
en simulation des morphologies auto-organisées amabjes a ce que l'on peut observer

expérimentalement.

Un autre point essentiel dont on peut discuter eorecle choix des parametres et leur
fiabilité. Nous I'avons déja dit, les observatianscernant le comportement des microtubules
individuels sont tres variables, et les modélesamqtiété faits sont souvent contradictoires. Il
est donc difficile d'élaborer un modele en se fondmiquement sur ce que I'on peut lire dans
la littérature. Faire ceci, ce serait un peu conessayer d'écrire la recette d'un gateau
compliqué a faire, juste en observant et en golégéteau. Mais on peut toutefois se faire
une idée du type de recette qui a servi et deinsriagrédients. C'est ce que nous avons fait
afin de reproduire non pas des comportements pgrfaais un ensemble de comportements
caractéristiques (treadmilling, instabilité dynaoe)}y Des équations génériques ont été

utilisées et les parametres ont été choisis poerlgas comportements obtenus soient les
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meilleurs possibles. Ils sont encore loin de l;étnais le modele fonctionne quand méme de
facon satisfaisante.

Le processus fondamental de I'auto-organisatide ¢gle nous l'avons décrite, c'est-a-
dire la formation des trainées chimiques, ne dépgume tres peu de la perfection des
parametres. En effet, ce qui compte avant tout d'ebtenir du treadmilling et une réponse
non linéaire en fonction des concentrations enlindGTP et en tubuline—GDP. D'ailleurs,
dans les premiers modéles que nous avons faifmtesnetres étaient plutdt arbitraires, et les
microtubules étaient plus simples, car ils ne pantecroitre que d'une extrémité et décroitre
uniquement de l'autre. Cela n‘empéchait pas unaicerforme d'organisation de se faire !

Les valeurs des paramétres vont déterminer sipouion, on peut obtenir de l'auto-
organisation, et leur exactitude ainsi que cellemthdele va permettre de se rapprocher plus
ou moins des morphologies réalistes qu'on obsdéirgemble que l'auto-organisation est un
phénomene robuste, puisque, méme avec un modebefanipet des parametres cinétiques
inexacts, on observe de l'auto-organisation. Enulsition, il est d'ailleurs plus difficile
d'empécher a cette auto-organisation élémentairgedire que d'en obtenin vitro, des
modifications des parametres chimiques alterenitotarganisation, mais il faut des
changements assez importants pour I'empécher cmm@at. Par exemple, 5 mM de
magnésium altérent fortement l'auto-organisatiofoet disparaitre la plupart des structures
observées habituellement. Cependant de I'ordréspeet il en faut des quantités élevées (10

mM) pour arriver a ses fins.

Enfin, un dernier point critiquable concerne ladiaglont est simulée la gravité dans
notre modele. Pour cela, nous avons simplifié tiléme en faisant en sorte que la diffusion
des molécules de tubuline soit plus élevée sede Nertical que celle qui se fait selon I'axe
horizontal. Ce choix a été fait pour des raisongaleulabilité. Une vraie simulation de la
gravité impliquerait le calcul du transport directinel de chacun des microtubules et ce, bien
entendu, de fagcon inhomogéne dans l'espace. Qd eatdien trop lourd.

La gravité agit en induisant la dérive directiommale zones denses et ayant une
certaine cohésion. Nous l'avons vu, ce sont lesatoilbules qui sont en tres grande majorité a
l'origine de ces fluctuations de densité; cellesectraduiraient par des petits ilots denses de
microtubules, répartis d'une maniéere initialememnbgene, dans une solution moins dense
en microtubules. Ceci a été observé expérimentaiepsr microscopie dans une préparation
de faible épaisseur comprise entre lame et lamedgyravité agirait en induisant le transport

directionnel de ces ilots de microtubules par rappola solution de tubuline libre. Cela
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reviendrait a dire qu'a un moment donné, quandfloetuations sont suffisamment denses
pour interagir avec la gravité, on déplacerait téggrement et dans la direction verticale les
microtubules par rapport a leur environnement theltoe. Dans le modéle, c'est l'inverse que
'on fait: on déplace l'environnement de tubulinar papport aux microtubules. Ce
déplacement peut étre fait de deux maniéres diffése: soit on provoque un décalage
régulier et directionnel des grilles de tubulineR5€t de tubuline-GDP par rapport a la
position des microtubules (en ajoutant un termélabe directionnel dans I'équation de la
diffusion), soit on induit une diffusion différertie de la tubuline selon les deux axes. Les
deux solutions fonctionnent, mais pour des raigmasiques, c'est la deuxieme solution, qui
n'est pas la plus exacte, qui a été retenue. @esi dlle n'est pas exacte, elle n'en permet pas
moins de suivre le développement des morphologiefrction d'une rupture de symétrie
spatiale, plus ou moins élevée (plus ou moins flérdnce entre les vitesse de diffusion de la
tubuline selon les axes x et y). C'est apres tewjue nous recherchions, et cela nous a permis

d'obtenir I'effet escompté.

Notre modele a des limites, mais il permet en tag de reproduire I'essentiel des
comportements observes expérimentalenmenitro etin vivo. Il est normal qu'il ne couvre
seulement qu'une partie de la vérité. Souventrdsgltats que fournissent les modéles sont
pris pour évangiles sans étre remis en guestionp&m méme se complaire a jouer aux
divinités avec un modéle tant il nous semble eficadn pense avoir un contréle total sur le
petit univers qu'on a créé et décider en maitrdedkenir de chacun de ses éléments. Mais ce
serait se leurrer. Un modeéle reste un modéle eecait étre bien prétentieux que d'assurer
gue ce modele est le reflet de la réalité. Il $exain d'expliquer la nature tout entiere avec un
simple jeu d'équations différentielles ou toute@woipération mathématique. Sa complexité en
fait un étre indomptable dont on ne peut qu'engaic les parties. lan Stewart rappelle bien
gue dans l'histoire, hombreux sont ceux qui, coniuker, ont cru pouvoir le faire et ont
préféré évoquer une connaissance imparfaite dehématiques pour pardonner leur
incapacité a expliquer la nature [Stewart 1989]e @anser quand on s'apercoit que I'on ne
peut méme pas prévoir le comportement collectih ghetit groupe de robots sociaux que I'on
a nous méme créés, et dont on connait la conetitaetile mode de fonctionnement individuel
exact ? Non, un modele fourni & celui qui sait tgpey ses résultats avec ce qu'il peut obtenir
de l'expérimentation, des éléments de réponse astiagon dont pourrait fonctionner un

processus naturel. C'est dans cette optique que tnavail a été réalisé.
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CONCLUSIONS
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Si les théories concernant la génération d'ordrdeeformes par des processus de
réaction-diffusion remontent maintenant a une camgaine d'années, ce n'est que beaucoup
plus tard que ceci a été réellement reconnu pasdiable de la communauté scientifique.
Jusqu'en 1990, cela était souvent considéré compesiible. Il y a douze ans, Castet et al
ont prouvé que les structures qui se forment auscde réactions chimiques du méme type
gue la réaction de Belousov-Zhabotinski étaientsduales processus de réaction-diffusion,
comme Turing l'avait prédit 38 ans plus tot [Castedl 1990]. Au méme moment, Tabony et
Job découvraient le premier exemple biologiqueiiro\s'auto-organisant de la méme facon,
par des processus dissipatifs [Tabony and Job 18@Qjuis cette découverte, de nombreuses
expeériences réalisées dans ce laboratoire ont patiaccumuler suffisamment d'évidences
pour pouvoir affirmer que ces morphologies microlabbes auto-organisées se forment
comme des structures de Turing, par des processuséalction-diffusion [Tabony et
coauteurs]. Durant cette méme période, une hypetlges permettrait d'expliquer I'auto-
organisation des microtubules au niveau molécylaifgrogressivement émergé au cours des
discussions de laboratoire, de I'ensemble du saawiumulé sur le comportement des
microtubules dans la littérature et grace aux ezpées qui y ont été réalisées. Cette
hypothése, que nous avons longuement décrite damsihuscrit, se fonde, rappelons-le, sur
I'idée que les microtubules s'auto-organiseraietreesux a la maniére des fourmis en suivant
des trainées chimiques laissées par d'autres oiicdes. Cependant, a part quelques
observations faites dans la littérature et quiisataen accord avec cette hypothése (voir le
chapitre 3 de la partie précédente), celle-ci mgareque de la théorie. Voici en résumé ou
nous en étions au début de ce travail de these.

Actuellement, au vu des résultats que nous avotenopnous pouvons affirmer que,
sous réserve de trouver mieux, ce mécanisme maiéewdst, de loin, le plus probant. Au
niveau microscopique, les microtubules s'auto-asggm en communigquant entre eux grace a
des trainées de métabolites qu'ils produisent eémas. En plus de cela, I'approche a la fois
théorique et expérimentale que nous avons suius @opermis de comprendre comment des
champs externes, tels que la gravité ou les chamagnétiques, agissent au niveau
microscopique, voire moléculaire, pour déclench&utb-organisation a une échelle

macroscopique.

L'auto-organisation des microtubules se fait apgrésla symétrie de la réaction ait été

brisée. Dans les expériences au sol, la ruptursydetrie du processus se fait grace a la
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présence de la gravité. Il y a quatre ans, desriex@&s en apesanteur ont prouvé qu'en
I'absence de gravité, les préparations microtukedaie s'auto-organisaient pas [Papaseit et al
2000]. Grace a nos expériences en clinostat etéeitafion magnétique, nous avons pu
prouver que l'on peut étudier I'effet des champerars au sol et se passer d'expériences
aussi lourdes de mise en ceuvre et colteuses gesuiasences de fusée sonde.

Nos expériences démontrent que des champs extemness que la gravité, tels les
champs magnétiques ou un champ de vibrations, guerd une rupture de symétrie au cours
du processus réactif et induisent l'auto-orgarueatCeci a pu étre montré dans des conditions
telles que la gravité n'intervenait pas ou pewst-@adire dans des conditions d'apesanteur
simulée, soit en lévitation magnétique en champgnétagues intenses, soit dans des
clinostats. Les valeurs seuil de champ gravitagbeh de champ magnétique pour lesquelles
le systeme bifurque, ainsi que la fenétre de tedysant laquelle le systéme répond a leur
action, ont été déterminés. Plus important, ceztiexpériences ont donné de précieuses
indications sur la nature des mécanismes aux foaedende |'auto-organisation. Les champs
magnétiques intenses et les phénomeénes de cisailtdournissent une preuve irréfutable sur
un des aspects du mécanisme que nous avons démigntation préférentielle de quelques
microtubules provoque le départ de l'auto-orgaitisatUne fois la rupture de symétrie du
processus de réaction-diffusion enclenchée, lesotnigules, grace a leur forte réactivité, se
réorganisent progressivement, notamment par déshksge et réassemblage [Papaseit 1998,
Papaseit et al 1999, Tabony et al 2000], et font aepeu émerger les structures auto-
organisées.

Le processus d'auto-organisation est un phénoémeegeant de la dynamique de ce
systéme hors équilibre thermodynamique. Nous awopstré que d'autres phénoménes
émergents sont liés a l'auto-organisation des tuibubes. Le mouvement ordonné et l'auto-
organisation de particules colloidales microméggdans ces solutions de microtubules peut
étre compris comme une propriété émergente assaciéeprocessus de réaction-diffusion.
En effet, ce phénomeéne est associé a la réadtiegdmicrotubules et ne se produit pas quand
les microtubules ne s'auto-organisent pas. Les msas moléculaires qui permettent le
mouvement des particules et leur auto-ordonnancensemt difficiles a identifier.
Néanmoins, les expériences tendent a confirmercguphénomeéne est di a la formation
d'ondes de concentration en microtubules ou d'ondesviscosité. Les simulations
numériques, en aboutissant a I'émergence de cess atel concentration en microtubules,

confortent grandement la possibilité d'un tel méae.
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Les expériences apportent donc de précieuses iafamns quant aux meécanismes
moléculaires a l'origine de l'auto-organisation,sat la facon dont les champs externes
agissent. Les simulations numériques constituent paids considérable pour notre
compréhension de l'auto-organisation. Le modelergques avons élaboré nous a permis une
investigation dans le processus d'auto-organisadiotous les niveaux. Fondé sur des
processus de réaction et de diffusion, ce mod@&eype automate cellulaire, nous montre
comment les microtubules s'auto-organisent entkeeéise comportent comme un ensemble
collectif : les microtubules communiquent entre @uta maniére des fourmis, c'est-a-dire en
laissant derriere eux des trainées de métaboliteseyvent de ‘rails chimiques' guidant les
autres microtubules. Ainsi, les simulations persméttd'observerin silico' la formation de
faisceaux de microtubules, et surtout de structurasroscopiguement auto-organisées trés
ressemblantes avec celles que I'on obsarvwgtro. Le modele prévoit qu'en l'absence de
perturbations externes, les microtubules ne s'arganisent qu'a un niveau tres local,
microscopique. L'action de champs externes et aabises directionnels capables de briser la
symétrie de la réaction a été simulée. Les résuttas simulations numeériques indiquent,
comme cela est prévu par les théories [Nicolis Rngogine 1989], que la gravité agit par le
biais de fluctuations de densité apparaissant enoment critique d'instabilité chimique, tot
dans le processus d'auto-organisation. De mémemitstubules simulés, dont on force
l'orientation initiale, s'auto-organisent dans $ewulations numériquesn vitro, I'action des
champs magnétiques intenses, ou les phénomeénessaiéement, provoquent [‘auto-
organisation des solutions de microtubules en saidi I'orientation des microtubules dans
une direction préférentielle. Enfin, le modele aoté les expériences en fournissant un
mécanisme potentiel pour expliquer le déplacemeritgto-ordonnancement de particules
colloidales. Dans le modele, des ondes de contenti@paraissent et se déplacent selon des
fronts uniformes; ces ondes de concentration qooregdent a des ondes de viscosité. Des
particules colloidales pourraient ainsi étre déacet regroupées. La vitesse de déplacement
de billes de polystyréne dans les solutions de anibulesin vitro est d'ailleurs du méme
ordre que celle des ondes de viscosité obtenueslesusimulations (environ 5 um.rifjn Le

modele reproduit donc I'essentiel des comportenargsrves expéerimentalement.

Dans la présentation du manuscrit, la partie exygdttale et la partie modélisation
sont séparées pour des raisons de clarté. Au ceuretre étude, ces deux aspects étaient
intimement liés. Les nouvelles données des expeagealimentaient le modele; en fonction

de ce qui était observe, nous ajustions le modeteseparametres. Inversement, les résultats
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des simulations numériques nous amenaient a réfléah la facon dont se faisait I'auto-
organisation; souvent, cela nous suggérait de dlegveexpériences. Par exemple,
expérimentalement nous avons cherché a nous rdmprerogressivement des conditions
imposées par le modele, c'est-a-dire les dimensleachantillons. Nous avons ainsi réalisé
des expériences dans des échantillons de tailleteggnicrocuvettes, cuves de fine épaisseur,
microcapillaires). La combinaison entre les expérgs et les simulations numériques nous a

donc permis d'approfondir considérablement notrmaissance des phénoménes impliqués.

L'ensemble de ces résultats, obtemusitro et en simulation, est en accord avec un
grand nombre d'observations expérimentales réaliné@vo. Il a été effectivement montré
gue le cytosquelette se désorganisait dans dedesellivantes en apesanteur; la conséquence
en est une altération des fonctions cellulaires@éss [Hughes-Fulford et al 1996, Cogoli-
Greuter et al 1998, Lewis et al 1998, Vassy et0@l12. D'autres champs externes comme les
champs magnétiques [Ueno and Ilwasaka 1996, Dere@le1998] agissent sur les cellules
vivantes par le biais des microtubules. En oulre, été montré que des champs externes
différents de la gravité, comme des champs de wims, pouvaient compenser les effets
néfastes dus a I'exposition de systemes vivarapasanteur [Eisman 2001, Rubin 2001]. Nos
expériences réaliséas vitro indiqguent que les microtubules, par leurs propséd'auto-
organisation et leur dépendance vis-a-vis des charfernes faibles, constituent un vecteur
privilégié pour transmettre les effets de la gewvites vibrations ou des champs magnétiques

dans les cellules vivantes.

Ce travail suggére un certain nombre d'applicati@x: correction des effets néfastes
dus a l'apesanteur), et il souleve des questiartaymment a propos de l'importance de ces
processusin vivo. Nous l'avons déja évoqué, ce processus est famamcar il est
intrinseque aux microtubules et a la fagcon dontdsimuniquent entre eux. Ce phénomene
pourrait expliquer bien des choses dans le vivaotamment de nombreux aspects de la
morphogenéese et de I'embryogenése, faisant intetesrmicrotubules, la division cellulaire,
le transport ordonné de vésicules dans les cellulesncore la sensibilité des étres vivants
vis-a-vis des champs externes faibles. Le modétengus avons élaboré est ouvert a de telles
perspectives. Couplé a des modeéles 'classiquesbdehogenése (ex: motifs génétiques chez
la mouche drosophile), il pourrait par exemple &p@r certains aspects comme par exemple
la rupture de symétrie de ces systemes et le gdecdamps externes sur le développement

des embryons. En outre, notre modele pourrait i@tégré dans des projets de biologie
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théorique plus vastes, constituant une des nomésepieces d'un modele se situant a une
échelle de grandeur bien supérieure. Par exemplee modele serait intégré dans le modele
de morphogenese d'une cellule vivante avec d'autredéles décrivant d'autres aspects
cellulaires (aspects génétiques et synthese deditcamts cellulaires, flux de matiere entre
l'intérieur et l'extérieur de la cellule, interaxti de cette cellule avec I'environnement
extérieur...). Et, de la méme facon, ce modéle a@teilne serait qu'une brique d'un modele
tissulaire; et ainsi de suite sur plusieurs nivedexgrandeur. Dans un tel contexte, les
microtubules constitueraient une piece maitresdediéice, car ils lui legueraient I'ensemble
des propriétés que nous avons observées a laxp&imentalement et en simulation, entre
autres les propriétés d'auto-organisation et dephogenese, et la sensibilité vis-a-vis des
champs externes faibles.
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Epilogue

J'ai commencé I'écriture de ce manuscrit en citaritomme qui a vu la nature comme
peut-étre personne ne la verra jamais aussi biea slan entiéreté. Il n‘avait pas les moyens
techniques d'en connaitre les détails les plusnedi comme nous-mémes en avons la
possibilité. Pourtant a forces d'intuitions et @désonnements logiques, et en traitant les
problemes par analogie sans essayer de les démorégleur enlever ainsi leur substance, il a
soulevé de nombreuses questions encore d'actuglitést parvenu a des conclusions
phénomeénologiques générales qui devraient encaee figure de référence pour ceux qui
s'intéressent aux sciences du vivant. Laissondelnc le dernier mot.l'est donc évident que
nous n'aurons jamais d'idée nette de ces forcegtm@tes, ni de la maniere dont elles
agissent; mais en méme temps il n'est pas moinaiceu'elles existent, que c'est par leur

moyen que se produisent la plus grande partie tletsaede la nature Buffon (g)
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Annexe 1Préparation des solutions de microtubules

La tubuline utilisée pour préparer les solutiotessemblage est extraite de cerveaux
de beeufs. Elle est ensuite purifiée par chromaptiggasur colonne échangeuse d'ions
(phosphocellulose). La tubuline obtenue est pusxempte de protéines associées comme les
MAPs et autres moteurs moléculaires. La tubulingfipe est conservée dans un tampon
MEM-D,0. Le MEM contient du Mes (Acide 2-(N-morpholinojhane sulfonique) et du
magnésium (M§) & 1 mM. Le Tampon MEM est couramment utilisé pkassemblage des
microtubules. Le fait que la solution soit prépadées I'eau deutériée est lié a l'historique des
expériences faites sur ['auto-organisation des atnibules: les conditions réactives
nécessaires a l'auto-organisation ont été initiafgncalibrée dans ce tampon a base d'eau
lourde car cela était nécessaire pour effectuendesires d'énergie en RMN [Tabony and Job
1990] et de la diffusion de neutrons aux petitslen@fPapaseit et al 1999]. L'eau lourde est
connue pour favoriser l'assemblage des microtubuiesitro et réduire leur instabilité
dynamique [Houston et al 1974, Panda et al 2000].

Les solutions de tubuline sont préparées a 4°Cr mwopécher la tubuline de
s'‘assembler durant la préparation. Elles sont ceggsode MEM-BD, de tubuline purifiée a
une concentration habituelle de 10 mg'rde tubuline purifiée, et d'un excés de GTP, soit 2
mM de GTP (équivalent a 1 mM de GTP avec un systgnegénération constitué d'acétate
kinase a 0.83 pg.mil-1 et d'acethyl phosphate aMd m

La solution est vortexée pour bien mélanger lestis, puis elle est centrifugée 15
minutes a 3500 RPM pour éliminer d'éventuelles irefs. Le conteneur est alors rempli
puis la solution est dégazée durant 20 minutes @G gBus vide (a la limite du point
d'ébullition de I'eau) a l'aide d'une pompe a aded'une trompe a vide. Le dégazage de la
solution est une étape importante. La solution\iemt d'étre préparée contient des bulles
d'air qui s'accrochent aux parois de verre dess;waiasi qu'une quantité abondante de gaz
dissous. Lorsqu'on réchauffe les échantillons &3%s gaz se dilatent et des bulles dair
apparaissent; quant aux petites bulles d'air axiss, leur volume augmente de facon
importante. Non seulement la présence de bullesgé&sante pour l'obtention de jolies
morphologies auto-organisées, les bulles constittes obstacles dans I'échantillon, mais en
plus elles ont tendance a remonter a la surfada delution (vers le col des cuves) au cours
de l'assemblage, se comportant comme de véritahlitozers face aux microtubules. Dans

la mesure du possible, elles doivent donc étreidéies. Une fois le dégazage effectué, les
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échantillons sont placés a 35°C soit en chambreidshasoit dans un porte-échantillons
efficace. La vitesse de réchauffement doit étrevédepour obtenir des morphologies
correctes. L'obtention d'une morphologie auto-oggfsn dans les conditions normales de

réaction se fait en 5 heures environ.

Annexe 2 Méthodes optiques

Dans cette annexe sont présentées les différemétisodes optiques utilisées pour

observer les échantillons.

2.1 Polarisation et biréfringence

L'observation en polarisation croisée permet denatire l'orientation préférentielle
d'objets comme les microtubules, dans un échamtillo

Certains objets, dits biréfringents, dévient la ikna et séparent les rayons lumineux
en deux rayons partiels dont les directions deatitan sont perpendiculaires entre elles : le
rayon ordinaire traverse l'objet en ligne droite let rayon extraordinaire est décalé
latéralement. Les rayons ont des indices de rédractifférents. Leur vitesse de propagation
dans l'objet est différente.

Un polariseur est un filtre qui permet d'orientarlumiere dont les directions de
vibrations sont isotropes, selon une seule dired® vibration. Cette derniere est donnée par
I'axe du polariseur. Si I'on intercale deux pokuis perpendiculaires entre eux dans l'axe
d'un rayon lumineux non polarisé, aucune lumiemn rfessort. Le premier polariseur
sélectionne une direction de vibration dans la &minaturelle. La lumiere qui en ressort
vibre dans l'axe du premier polariseur. Le deuxigrokariseur, dit 'analyseur’, polarise lui
aussi la lumiére qui lui parvient. Il ne sélectienque les rayons lumineux dont l'une des
composantes vibre dans son axe. Lorsque la lung@réui parvient est polarisée et vibre
perpendiculairement & son axe, cette lumiére &shté’ par I'analyseur.

Si l'on intercale entre ces polariseurs un objetfiingent déviant la lumiére dans un
axe différent de celui des polariseurs, la lummkarisée par le premier polariseur est déviée
par l'objet et il en ressort une certaine résuttaipirés son passage dans l'analyseur. L'intensité
de la lumiére transmise dépend de l'orientationad&miére déviée par l'objet. Elle est

maximale quand I'objet dévie la lumiére a 45° (88°) par rapport a I'axe des polariseurs.
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Lorsque les deux rayons biréfringents (ordinairexttaordinaire) traversent le polariseur, les
deux ondes déphasées sont ramenées dans la dirgetl@nalyseur : il n‘en ressort que leur
résultante dans l'axe de ce dernier.

Les microtubules sont des structures particulier@nbiréfringentes. Leur anisotropie
de forme provoque la déviation de la lumiere, emayon ordinaire dans I'axe du microtubule
et un rayon extraordinaire perpendiculaire a ldxenicrotubule [Heyn 1954]. Ainsi, on peut
observer l'orientation résultante des microtubylas lumiere polarisée. L'intensité de la
lumiére dépend en tout point de l'orientation rasué des microtubules (elle est maximale a
45° et a 135 °) et du degré d'orientation des rutxaes en ce point (il est maximal quand
tous les microtubules sont paralleles entre euxmatimale quand l'orientation des
microtubules est aléatoire). Les motifs microtubek auto-organisés présentent des
alternances de bandes sombres et de bandes ctairesspondant a des alternances
périodiques d'orientation des microtubules. Cepetdzette observation ne permet pas de
savoir si les microtubules sont orientés a 45° 48%¢ dans les bandes claires du motif.

L'utilisation d'une lame d'interférence retardari permet de lever cette
dégénérescence d'orientation. Un compensateuinduisant une différence de longueur
d'onde de 550 nm (rouge de premier ordre ou maese)ntercalé entre I'analyseur et l'objet
biréfringent, a 45° par rapport au polariseur. érrpet de différencier les deux rayons
biréfringents d'un objet déviant la lumiere. Céttegueur d'onde d'interférence s'ajoute ou se
soustrait a la difference de marche des rayonsduar I'objet est orienté de la méme facon
qgue la lame retardatrice, il y a addition et laleau d'interférence est bleue; quand il est
orienté a 90° par rapport 4, il y a soustraction et la couleur d'interféeremst jaune. Si
I'objet est dans I'axe du polariseur ou de I'amaigsdonc a 45° par rapportA, la couleur
d'interférence est celle produite par la lamheseule, c'est-a-dire mauve. Ainsi, le motif
microtubulaire observé présente cette fois desnatees périodiques de bandes bleues et de
bandes jaunes séparées a chaque fois par un éré lmauve. Ceci correspond a une

alternance périodique d'orientation des microtubeld5° et a 135°.

2.2 Le contraste de phase interférentiel (DIC)

Cette méthode est une alternative aux observawonsumiere polarisée car elle
permet de visualiser des détails transparents kef @vec un excellent contraste. Cette
méthode est tout a fait adaptée pour visualisesttastures fines comme les petites stries et

les faisceaux de microtubules.
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Le faisceau de lumiere est d'abord linéairemetdr{s@ par un polariseur (polariseur
de Sernamont), puis il est dédoublé en deux faiscpartiels par un prisme biréfringent (une

lame A/4). Les deux faisceaux partiels sont séparés parfaible distance a la sortie du

prisme. lls traversent I'objet de la préparatiavbaerver en deux points proches qui donnent
aux deux faisceaux partiels une difference de nearckelle-ci provient des indices de
réfraction différents et de I'épaisseur différedéel'objet en ces deux points. A la sortie de
l'objet, un prisme biréfringent réuni a nouveau fassceaux partiels. Les deux ondes
déphasées sont ensuite ramenées dans la direetibrdtion de I'analyseur. Les différences
de marches sont visualisées sous forme de niveaugrid a la sortie de I'analyseur. Un

compensateuA se charge ensuite de remplacer les niveaux deagrides couleurs.

2.3 Microscopie fond noir

La microscopie fond noir permet de visualiser ddgets qui diffusent la lumiere
comme les microtubules ou les billes de polystyrene

A la sortie du condenseur de lumiere du microsasialisposée une lame contenant
un cache optique obstruant le passage normal ldeniare. C'est un disque noir qui empéche
le passage direct de la lumiéere transmise. Sesilal@ns lumineux qui ne sont pas dans l'axe
de lumiére du microscope passent. Ces rayons méepaent normalement pas a l'objectif.
Aucune lumiéere ne parvient a I'ceil de I'observatpum'observe donc qu'un fond noir. Si un
objet qui diffuse la lumiére est intercalé, il viffuker les rayons lumineux qui sont hors du
trajet optique. Les rayons diffusés sont alorsdm@is dans I'axe de l'objectif et lI'objet est
observable. Ainsi, on peut observer des objetapparaissent lumineux sur un fond noir.

Cette méthode est parfaitement adaptée a I'olisande particules comme les billes
de polystyréne qui diffusent la lumiere de fac@s intense.

2.4 Fluorescence

La fluorescence permet d'observer uniquement bdgtsomarqués par une substance
fluorescente. Dans notre cas, nous nous en somenaspsur observer les microtubules par
un marquage au DAPI (bleu), les billes de polystgriduorescentes dans le rouge et le milieu
liquide de la solution tracé grace a de la rhodan{mouge). Le DAPI, 4',6-diamidino-2-
phénylindole [Bonne et al 1985], est un marqueutadiibuline et des microtubules. Cette

molécule a la particularité d'étre huit fois plusofescente lorsqu'elle est fixée a de la
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tubuline assemblée sous forme de microtubules.t Glesic un bon marqueur des
microtubules.

Le principe de la fluorescence est simple. Ontexahe molécule fluorescente avec
une lumiére monochromatique correspondant a laulegd'excitation de la molécule. La
molécule excitée absorbe une partie de I'énergmnkeuse et réémet l'autre partie sous forme
de lumiere avec une longueur d'onde supérieuredienaférieure) que I'on peut observer.

Le DAPI est excité dans l'ultraviolet & 358 nnré&dmet dans le bleu a 461 nm. Les
filtres Zeiss utilisés pour le DAPI sont un filtéexcitation Bande passante BP365 et un filtre
d'émission 'Low Pass' LP397 avec en plus un filgenission Ealing Bande Passante CW450
(deux filtres d'émission ont été utilisés pour aagtar le contraste des objets vus en
fluorescence DAPI). La rhodamine (red) est exaila¥es le visible a 570 nm et réémet dans le
rouge a 590 nm. Les billes fluorescentes utilisggigma-c] sont excitée a 575 nm et
réémettent a 610 nm. Pour la rhodamine et poubiléss fluorescentes, les filtres Zeiss

utilisés sont un filtre d'excitation Bande pass@®®&46 et d'émission 'Low Pass' LP590.
2.5 Instruments optiques

Pour les observations microscopiques nous avoilséutun microscope Zeiss
Axioscop 2 équipé d'un systéme de polarisatiom dysteme fond noir et de filtres de
fluorescence Zeiss. Pour les observations de miogies microtubulaires et les
morphologies auto-organisées de particules de fyo&yse, nous avons utilisé les objectifs
suivants : objectif Zeiss Plan-Neofluar 1.25x/0.08%A), objectif Zeiss Plan-Neofluar
2.5x/0.075 (NA), objectif Reichert Plan 4x/0.12 (NAobjectif Reichert Plan 10x/0.25 (NA),
objectif Leitz Wetzlar L20x/0.32 (NA) — UTK 32x/M5(NA), objectif Reichert Plan Iris
40x/0.75 (NA), objectif Zeiss Plan-Neofluar 1008Q. (NA) Oil Iris. Pour les films du
mouvement des particules faits en biréfringence {&f Partie, ¥ chapitre) nous nous
sommes servis d'un microscope polarisant Leitz \afet2rtholux Pol-BK avec un objectif
Leitz Wetzlar UM20x/0.33 (NA).

Sous microscope, les photos ont été faites s@t an appareil photo numérique
Nikon Coolpix 990, soit avec des captures digitdtes a partir d'une camera digitale
couleur Sony SSC-DC50P ou d'une camera digitale etoblanc a intégration Sony XC-
8500CE équipée d'un intégrateur d'intensité pohausser les photographies d'objets peu

lumineux.
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Les photographies des cuves entieres ont ét& fadter la plupart avec un montage de
biréfringence comprenant une source de lumieredrdieiss KL1500 avec un filtre correcteur
bleu, suivie d'un diffuseur de lumiere pour obtame lumiére homogene, deux polariseurs
croisés et une lamk, et enfin, en bout de chaine, un appareil photoola X300 équipé
d'un objectif 50 mm macro et une bague de maci@6dam. Les photographies ont été prises
avec un film couleur Kodak Gold 400. Nous avonsléggant utilisé un montage similaire

mais avec un appareil photo numérique Nikon Coadpixnode macro.

Annexe 3 Préparation des échantillons destinés a étre glaen apesanteur

Dés le début des expériences de simulation d'afsasians les clinostats 2D et 3D,
nous avons rencontré d'importants problémes lidéspgiésence de nombreuses petites bulles
d'air restant dans I'échantillon. Quand on prépaeesolution de tubuline, on prend soin a la
fin de la préparation de bien dégazer la solutiour @liminer les grosses bulles d'air coincées
dans la cuve en verre et surtout les gaz dissdusiioexe 1). Malheureusement il est tres
difficile de dégazer parfaitement les solutiongelite donc souvent des bulles coincées dans
le col des échantillons apres fermeture du boudtodes bulles naissant spontanément a
partir des gaz dissous encore trop abondants darselutions.

La présence de bulles s'était relevée aussi désastrqu'instructive lors de
I'expérience d'auto-organisation embarquée dawnsl IMAXUS 3 [Papaseit et al 2000]. Lors
de la réentrée du module de vol dans l'atmospHesegchantillons ont subit plusieurs
dizaines de g d'accélération (vibrations stochaesjdurant une courte période de quelques
secondes. Sous cette accélération, quelques lildiesencore présentes se sont déplacées a
grande vitesse en traversant de part en part leanéllons. Leur passage a travers les
solutions en microgravité a provoqué l'auto-orgams partielle d'échantillons qui n‘auraient
normalement pas dd s'auto-organiser [Tabony e0@2-2 , Tabony et al 2002-b] (cf. Effets
des cisaillements,®f Partie, 9™ Chapitre, Section C.2). Nous avons également vbses
phénomene dans les cuves placées en apesantelgesidams les clinostats [Tabony et al
2001-b].

L'étape critique de la préparation se situait tbusdégazage, trop insuffisant dans des
échantillons préparés comme nous le faisions jukraa laboratoire. Cet épisode a nécessité
de mettre au point une technique de préparatioicae# qui sera utilisée plus tard, en

particulier pour le vol expérimental que nous prépa actuellement.
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Dans un premier temps, avant de trouver cettenigob de dégazage, nous avons eu
I'idée de pré-assembler les solutions pendant itesn cuves verticales et clinostat arrété.
Ceci permet de bloquer les éventuelles petiteedulhns le col et le haut de la cuve par la
forte augmentation de viscosité du milieu aprésrdutes d'assemblage des microtubules. Les
échantillons ne subissant pas de fortes accélasaticeux-ci avaient peu de chance d'étre
génés par d'éventuelles bulles provenant du cdte @echnique était assez efficace, et nous
avons pu verifier qu'il n'y avait aucune différemi@ecomportement entre les échantillons pré-
assemblés et les autres. Le pré-assemblage (3awjnéthit fini bien avant l'instant critique
du processus (6eme minute) ; les échantillons rétalenc en train de tourner depuis 3
minutes dans la machine quand ils sont arrivésaant ple bifurcation. Cela a amplement
suffit & obtenir I'effet voulu.

Ensuite, nous avons affiné la technique de dégazag commence par un dégazage
d'une heure de la solution dans un tube large (@ogmenter la surface a dégazer). Apres une
heure, on remplit les cuves en verre jusqu'au taneles dégaze 30 minutes. Le col est
ensuite rempli a raz bord de solution de tubulineredégaze encore 15 minutes. La fine
couche de solution au contact de l'air est enlgaégipetage (environ 30 pl) et I'échantillon
est immédiatement scellé comme suit. On inject sutface de la solution 20 pl d'huile de
silicone (inerte). La pellicule d'huile permet dlex la solution de l'air. Enfin on met le
bouchon en plastique préalablement huilé. Aveeaatthode les échantillons n'avaient pas
besoin d'étre pré-assemblés.

Pour assurer une bonne reproductibilité et une éonomparaison entre les
échantillons, chaque série d'expériences a ététafe avec le méme lot de tubuline, et dans

chaque série, tous les échantillons provenaietd d&me solution (tubuline + GTP + MEM).

Annexe 4 .Valeurs de I'accélération centrifuge dans un clistat en rotation

Le tableau suivant contient les valeurs de I'acaBtén centrifuge (en 'g’) en fonction
de la vitesse de rotation 'w' du clinostat (en étgje la position 'r' (en mm) dans I'échantillon

par rapport au centre de rotation du clinostat.

r (mm) \ w (°/s) 60 180 360
2.5 8.10 25.10 |1.10°
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5 2.10° 5.10° 2.10°
10 4 .10 1.10° 4.10°
15 6.10" 15.10¢ [6.1.10
20 81.10 [2.10° 8.1.10
25 1.10° 25.10° [1.10
30 1.2.10 [3.10° 1.2.10
35 1.4.10 [35.10 [1.4.10
40 1.6.10 |4.10° 1.6.10"

r (mm)\w (°/s) | 540 720

1 9.10° 1.6.10

2 1.8.10 [3.2.10

2.5 27.10 |4.10°

3 3.7.10 [48.10

4 45.10 [6.5.10

5 23.10 [8.10°

Annexe 5 Annexes des expériences en champs magnétiques

5.1 Caractéristiques de I'aimant : aspect du chaetgdes gradients de champ

L'aimant utilisé est formé d'une bobine électrongdigie fonctionnant en
supraconduction. Ses caractéristiques sont fixd@ms; I'aspect des courbes de champ et de
gradient de champ, ainsi que la position des maxisnd'intensité du champ et du gradient de
champ restent identique quelles que soient lesursalde champ utilisées. Au centre de la
bobine, a 89.5 cm du sommet de l'aimant, se sity®sition de champ maximal noté Hmax.
Dés que l'on s'éloigne de cette position, le chddgroit rapidement. La courbe donnant les
valeurs de champ en fonction de la position danmsédnt a un aspect de gaussienne. La valeur

de champ est quasiment nulle a 50 cm de la poditinax (Figure 52 A).
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Figure 52. Courbe de champ et de gradient de champ de l'aidariévitation magnétique (A). La
courbe bleue montre l'aspect du champ magnétiquéoretion de la position dans l'aimant par
rapport au centre magnétique de l'aimant. La courntiege est obtenue par un calcul impliquant la
dérivation de la courbe de champ magnétique. Edleespond a I'équivalent en accélération de la
pesanteur due au gradient de champ magnétiquetipduila variation de champ. Les positions de
champ maximal et d'accélération maximale sont né@ avec les valeurs de champ
correspondantes. Le champ étant symétrique, un ca@l de la courbe est représenté. L'aimant
supraconducteur dans lequel ont été faites lesrexpees de |évitation (B). On distingue la chemise
chauffante cuivrée qui dépasse de I'aimant.

De part et d'autre de cette position se situenpésts de gradient maximal, c'est-a-
dire les points ou la résultante d'accélérationgrvité effective atteint 0 g au-dessus de
Hmax et 2 g au-dessous de Hmax. Au niveau de ldigogimax, il n'y a pas de gradient de
champ ; la gravité effective y est donc de 1 g.rB®ignifier que ces valeurs de gravité sont
obtenues dans un aimant, ces trois positions sgpectivement notées '0 gH', '1 gH' et '2 gH'
lorsque le champ maximal est de 15.62 T, valeuacudlle on obtient la lévitation des
solutions de microtubules (Figure 52 B).

Les valeurs de champ magnétique au niveau deggmssio gH' et '2 gH' sont égales,
la gaussienne étant symétrique' et sont obtenuesimp@le multiplication de la valeur de
champ maximal utilisé, Hmax, par la valeur de charopnalisé (une courbe caractéristique

de la bobine) en ce point.
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5.2 Détermination du point de lévitation et des eats de champ pour la lévitation

5.2.1 Détermination de la valeur du champ magnétiepaximal dans la bobine pour

provoquer la lévitation de la solution de tubuline.

Pour déterminer le point de lévitation, il suffie diéterminer la valeur de champ a
laquelle une goutte de solution de microtubulegdé

Comme il est difficile de placer une goutte de 8olu de microtubules isolée, on
commence par faire léviter un récipient de massd.mrécipient utilisé était une petite boite
cylindrique de dimensions 13x13 mm, de contenarfeenl et de masse#0.56 g (une boite
de safran qu'on trouve dans le commerce). On mésglemp nécessaire a la lévitation de la
boite en mettant le champ a une valeur élevée & diminuant lentement jusqu'a ce que la
boite finisse par tomber. La valeur de champ makim&suré pour la boite vide est de 13.7
Teslas.

Ensuite on répéte la mesure, la boite contenantnil.5de solution de tubuline
assemblée & 10 mg thavec 2 mM de GTP. La masse totalgde la boite était de 2.166 g
soit une masse sle solution de tubuline de 1.61 g. Cette foidacyaleur de champ maximal

mesurée est de 15.05 Teslas.

On cherche a déterminer la valeur de champ maxBnailécessaire pour faire léviter

une goutte de solution de tubuline assemblée.

On sait quemg= mii a8

P My dz

avec mla masse de matiére mise dans le champpa susceptibilité magnétique de cette

matiére etpsa masse volumiquey, est la permittivité du vide.

Or la valeur du gradient de chaw{p‘?} pour une valeur de champ maximal est
z B,

X

d,

proportionnelle a la valeur du gradient de champnadisé (d—} pour un champ maximal
z B,

B, dans la bobine égal a 1 Tesla.
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Donc (ﬁj =[dﬂj (B, ce qu'on peut not{rde} =¢[B,
dz ), dz Jg, dz Jg

On peut ainsi écrireng = mX L 82 ou encoremg= mZ aB?
0

P Ho
Les forces sont additives, dongg =m,g + m,g

d'ou {mlﬁ +m, ﬁ}a&f =(m, +m,)g

1 2

or mg=m, X1 aB2 et m,g =m, X2 48?2
P P
m
_ mlglzol etm,yx, = 29:202
1 2

autrement ditm, x,

donc par substitution on obtief.mgpl + ng'oz
aByp, aB;p,

}0532 =(m,+m,)g

m, B}

et aprés simphficatiorEﬂ2 L
1

—2
2
2

JB32=ml+m2 , SOit B, =

La valeur calculée du champ maximal dans la bolméeessaire pour obtenir la

lévitation d'une solution de tubuline assemblé® &g mi* est de 15.62 Teslas.

5.2.2 Détermination du point de lévitation et devéeur du champ magnétique en ce point.

La position du point de lévitation ou se situedecé maximale exercée par le gradient

de champ magnétique, est déterminée par la valaximmale du produilB% au-dessus du
Z

centre magnétique de la bobine. En ce point, lalteéde des forces est nulle quand on est en
lévitation magnétique et l'accélération résultatdéela pesanteur est équivalente a 0 g (O
N.m.s?). En calculant en tout point de la bobine ce pitpdun obtient ce point & 62 mm du
centre magnétigue de la bobine.

Au point symétrique par rapport au centre magnoétida résultante des forces est
équivalente au double du poids. Cela corresporfdiea I'application de la force générée par
le gradient de champ magnétique dans la méme idineqtie la pesanteur. En ce point, 62
mm en dessous du centre magnétique, I'accélérd@soittante est équivalente a 2 g.
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Enfin, au centre magnétique de la bobine, le charagnétique est maximal, mais le
gradient de champ est nul. L'accélération résudteatla pesanteur est donc équivalente a 1 g.

Ces trois points sont fixes, quelle que soit leemadu champ utilisé, car liés aux
caractéristiques physiques de la bobine.

Cependant, il ne faut pas oublier qu'en plus aeplication de forces en ces trois
points, il y a un champ magnétique qui s'exercel'sghantillon. Ce champ magnétique
exerce un couple magnétique sur les objets magregtignt anisotropes présents, comme par
exemple des objets fibrillaires ou ayant une quejce autre anisotropie de forme. Le champ
magnétique est maximal au centre magnétique deldmé, et il reste élevé en position 0 gH
et 2 gH puisqu'il ne chute qu'a 77 % de la valeaximale du champ. Dans les positions
témoins, c'est-a-dire a environ 1 m du centre dmline, le champ et le gradient de champ

ne sont plus que résiduels et sans effets.

5.3 Conception du porte-échantillons pour I'aimanvitesse de réchauffement et position

des échantillons

Les conditions thermiques pour obtenir l'auto-orggion correcte des microtubules,
c'est-a-dire comme celle que I'on obtient pourétdgntillons placés en chambre chaude sans
support, sont draconiennes. Les microtubules pagsambler puis s'auto-organiser doivent
étre rapidement réchauffés de 4°C a 35°C. Lesrdasnatilisés étaient dans une piéce a
température ambiante (18°C). Pour faire nos expéeig il a donc fallu fabriquer un systeme
de porte-échantillons chauffant entrant dans le fubde I'aimant long de 140 cm et de 3 cm
de diametre. Ce systeme se compose de deux pdriesdabord une chemise chauffante
composée de deux tubes de Cuivre imbriqués I'ua kautre, entre lesquels circule de I'eau a
la température souhaitée afin de fournir un maxinalinertie thermique au systeme. Ensuite
un systeme de porte-échantillons chauffant contgplasieurs emplacements pour des cuves
en verre de 4 cm (400 pl) ou de 2 cm (200 ul) de.Hae porte-échantillons est constitué de
deux blocs métalliques usinés pour accepter troiss chacun, et séparés par une longue tige
métallique de 75 cm. L'ensemble est suspendu at dione tige métallique de 120 cm
dépassant du sommet de la chemise d'eau longudder@ environ, et est parcouru de
tuyaux chauffant les piéces métalliques.

En ce qui concerne la position des échantilloesx<i ont été placés de facon a ce
gue le centre des trois cuves corresponde auxposgions d'intérét dans I'aimant, a savoir

les positions correspondant au gradient maximajélivers le haut en haut, au gradient nul
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mais a champ magnétique maximal au milieu et adigmamaximal dirigé vers le bas en bas.
Ces trois positions correspondent respectivemenpasitions '0 gH', '1 gH' et '2 gH' lorsque
la valeur de Hmax, l'intensité maximale du chanspde 15.62 Teslas.

Ce matériel a été testée d'abord en chambre chauds, en fonctionnement au
laboratoire, puis dans l'aimant éteint, horizomtedet et verticalement. Dans tous les cas, les

échantillons ont abouti a des morphologies satiafdes.

Annexe 6 Equations cinétiques du modeéle

Dans cette annexe est énumérée lintégralité destiéns cinétiques du
modeéle. Les explications les concernant sont dié¢aildans le®lChapitre de la®'™®

partie, section 3, "Cinétiques réactionnelles”.

Expression de la dépendance non linéaire: fonctiahes Hill

lTGTFéffJ = frarp [ﬁTGTﬂ

P [TGTH
™ [TGTA+[TGDP|

1
F ([TGTBff ]' nGrowth ’ AGrowth) =1- NGrowth
[hGTeAJ
1| =
AGrowth
B 1
G([MTTGTP]’ rlShrink’AShrink) =1- Nshrink
AShrink

A I'extrémité positive (+)

d[TGTH" . *ng c
% = _VmaXGrowth (F ([TGTFgﬁ] ) nGrow[h1/1G70Wth)
d[tepA" _. .

at = Vmaxsmink [(11 - G([MTTJrGTPl n;hrinw A;hrink))

dMT? + + o+ + + + + +
J_]dt =Vinaxoo FUTCTR:]™ s Narowths Acrowth) = Vimaxg, o, [(ﬂ_ G([MTTGTP]1 nsmink’)lsmink))

d MT+ + + o+ + + + + + +
Jﬂ] =V, [F ([TGTBH] ' nGrowth1AGrowth) _Vmaxsmnk [(Il_ GqMTTGTPl nShrinIGAShrink))_V

dt MaXgouth conv
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A I'extrémité négative (-)

dTGTH™ _ - T G owtns A
% = _Vmax(;rowth [(F ([TGTFéff] ' r]Grovvth1AGr0vvth)
dftepr _, -

& = Vi [(Jl— G([MTT_GTP]' n;hrinkv/‘;hrink))

d|MT_|_ -
dt Y maxg oun

d|MTT_GTPI=V‘

dt MaXgrowth

[F ([TGTPeff ]_ ) nérowth' /‘(_Srowth) _Vrt:axshrink [(ll_ G([MTT_GTP]’ n;hri”k' /];hrink))

F(TGTR:]™ . Narowtns Acrowtn) _Vn:axshrink [ﬁ'_ G([MTT_GTP]’ Nshrink /‘;hrink)) ~Veonv

Dans I'ensemble de I'espace de réaction

drGT TCTR |~ Zoue

_Lﬁfﬂ:k@ﬂhGDq_%“mm{L__ggfi_J+Du%wmithTQ)

drGDA _ _,
dt i

d[Oligomerg _ q @XF{[TGTPeﬁJ_ Znuc}
" Shuc

(rGDP]+ O(Drynn T[TGDP])

dt
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