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Le cytosquelette est constitué¢ de différents réseaux de filaments qui permettent a la
cellule de maintenir ou de modifier sa forme pour se déplacer d’un endroit a un autre, ou pour
transporter des organites et des nutriments. Ils sont également impliqués dans la ségrégation
des chromosomes en mitose et dans le processus de division cellulaire.

Différents types de filaments existent afin de répondre aux besoins de la cellule : les
filaments d’actine qui sont impliqués par exemple dans la locomotion cellulaire, les filaments
intermédiaires qui fournissent la force mécanique et la résistance au cisaillement et les MTs
qui jouent un réle dans le positionnement des organites, le transport intracellulaire et la
mitose. Ces différents réseaux filamenteux sont dynamiques et adaptables, et présentent une
persistance qui varie en fonction de leur role dans la cellule.

La structure de ces réseaux va grandement dépendre de tout un jeu de protéines
accessoires qui relient ces filaments les uns aux autres et également a d’autres composants
cellulaires. Ces protéines peuvent modifier leurs dynamiques, leurs propriétés mécaniques et
leurs organisations.

L’assemblage des réseaux est assuré par la distribution des filaments qui sont eux-
mémes constitués par [’assemblage de sous-unités (unités de base). Ces sous-unités sont de
petites tailles et peuvent diffuser trés rapidement dans le cytoplasme contrairement aux
filaments, ce qui permet a la cellule de réorganiser rapidement son cytosquelette, par exemple
par un désassemblage des filaments a un endroit de la cellule afin d’assembler un nouveau
réseau de filaments a une autre localisation.

Dans ce contexte le travail décrit ici traite de 1’auto-organisation de réseaux de MTs.
Ces réseaux vont présenter des architectures différentes dues a Dlactivit¢ de différentes
protéines associées (les MAPs pour « Microtubule Associated Proteins ») et en fonction des
besoins de la cellule. IIs sont stables ou transitoires, dynamiques et treés reproductibles.

Le but de mon travail de thése a été¢ d’étudier, dans un systeme biomimétique, les
propriétés d’auto-organisation de réseaux de MTs en présence de protéines associées aux MTs
(MAPs). Je me suis plus particulierement intéressé a des MAPs de la famille des MAP65s qui
sont des protéines qui vont ponter de fagon anti-parallele les MTs entre eux et former des
faisceaux (Gaillard et al., 2008). Je me suis également intéressé a un moteur moléculaire de la
famille des Kinesines-14, impliqué dans 1’organisation du fuseau mitotique (établissement et
maintien de la zone centrale du fuseau mitotique).

Afin d’étudier ’activit¢ de ces MAPs dans la formation de réseaux de MTs
géométriquement contraints comme ceux existant in vivo, j’ai mis au point une technique de

micro-patterning permettant le contrdle spatial et polaire de I’¢longation de MTs in vitro.



Dans I’introduction de ce manuscrit, je débuterai par la description de la tubuline et de
I’assemblage des MTs, puis des réseaux de MTs connus dans différents types cellulaires. Je
décrirai plus en détail les étapes de 1’auto-organisation de réseaux anti-polaires de MTs par les
MAPG65s et les kinésines-14. Je discuterai ensuite les propriétés mécaniques des MTs et leurs
implications sur I’organisation des réseaux. Pour finir je présenterai mes travaux de recherche
portant sur 1’organisation des réseaux de MTs en réseaux contraints, ainsi que sur 1’auto-
organisation des MTs en faisceaux en présence de MAP65s et leurs impacts sur la flexibilité

des MTs.



I. Les Microtubules

a. La structure des MTs

Les MTs sont des tubes creux d’un diameétre extérieur de 25 nm qui présentent des
longueurs variables allant de quelques microns a plusieurs centaines de microns. Ils sont
assemblés par [’association non-covalente d’hétérodiméres de tubuline o et P. Ces
hétérodimeres de tubuline ont une structure polarisée et s’associent en protofilaments qui
représentent une sous-structure du MT (Figure 1A). Les protofilaments s’associent
latéralement en un feuillet qui va se refermer pour former un tube de 25 nm de diameétre
(Figure 1B). Celui-ci a une structure polaire : I’extrémité (+) expose les sous-unités et
I’extrémité (-) les sous-unités a (Mitchison, 1993 ; Fan et al., 1996). Cette polarité structurale
induit une cinétique d’assemblage différente entre les extrémités (-) et (+) du MT.

In vitro on observe un nombre variable de protofilaments dans les MTs (de 9 a 16)
(Chrétien et al., 1991) et ce nombre peut également varier le long d’un MT (Chrétien et al.,
1992). La conformation préférentielle in vivo pour un MT est de 13 protofilaments (Ledbetter
et al., 1964 ; Tilney et al., 1973 ; Evans et al., 1985) ce qui permet une conformation droite
des protofilaments. On parle alors de «lattice B» (Figure 1A). Dans ce modele, les
protofilaments vont établir une interaction latérale qui se réalise entre tubulines de méme type
(a-a, B-B) avec un décalage dans le sens de la longueur. Cette conformation va produire une
discontinuité, nommeée « sillon », dans la structure de la paroi du MT ou les interactions entre
les dimeres de tubuline du premier et dernier protofilament se font entre tubulines a et B

(Figure 1A) (pour revue Wade et Hyman, 1997).

A
B
;8 ] 8nm
a
Lumiére

Dimére de tubuline

Sillon

Protofilament Lattice B

Figure 1: Structure d’'un MT. (A) Schéma représentant un dimére de tubuline (unité de base du MT) constitué¢ d’un
monomére de tubuline B et o, de 8 nm de longueur (gauche). Ces diméres s’associent en protofilaments pour constituer un
feuillet de MT qui va se refermer pour former un tube de 25 nm de diamétre. (droite) Représentation schématique d’une
lattice B d’un MT composé de 13 protofilaments, formant une ligne de suture pour refermer le feuillet du MT qui est appelé
«sillony». (B) Image de microscopie ¢lectronique d’un MT en vue transversale (image du haut), et en vue longitudinale (image

du bas) (Adapté de Alberts et al., 1994).
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b. L’hétérodimeére de tubuline

La tubuline est une GTPase. Les deux sous-unités a et § de tubuline ont chacune un
site de liaison pour une molécule de GTP. Seule la molécule de GTP li¢e a la B-tubuline peut
étre hydrolysée ou échangée. Sur la tubuline a, la molécule de GTP est physiquement piégée a

I’interface du dimere (Figure 2).

alpha-tubuline

GIP

beta-tubuline

Figure 2 : La représentation tridimensionnelle de la structure du dimere de tubuline est extraite du logiciel Protein Workshop
(www.rcsb.org/pdb) selon Nogales et al. (1998). Chaque monomeére posséde un site GTPase, mais le nucléotide li¢ a I’ a-
tubuline est piégé dans le dimére et est non hydrolysable. La [ tubuline posséde un site de liaison au taxol, et les deux M-

loop permettent I’interaction latérale du dimére de tubuline avec un autre dimére (Adapté de Nogales et al., 1998 et 2001).

La structure de I’hétérodimere de tubuline a été résolue pour la premiére fois par
Nogales et al, (1998) grace a I’auto-assemblage de feuillets de MTs 2D qui se forment en
présence de zinc et qui sont stabilisés par du taxol. La constitution de ces feuillets leur a
permis d’étudier la structure de I’hétérodimere de tubuline en crystallographie.

Les deux monomeres a et B de tubuline possédent des homologies structurales qui sont
quasiment superposables. Chaque monomere posseéde une paire de domaines globulaires de
part et d’autre d’une hélice centrale H7 (Figure 2). Le domaine de liaison au GTP de chaque
monomere interagit avec les hélices H6 et H7. Les hélices HI1 et H12 localisées dans la
partie C-Terminale de chaque monomere de tubuline, possedent 13 et 9 résidus
respectivement pour 1’o-tubuline et la B-tubuline. Ces hélices présentent des structures
désordonnées qui sont chargées négativement en condition physiologique et qui pourraient
étre impliquées dans I’interaction avec les MAPs et les moteurs moléculaires. La boucle qui

connecte ces deux hélices semble aussi étre importante pour I’interaction avec le monomere
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de tubuline adjacent dans le protofilament.

Une des différences entre les tubulines a et B est la présence d’une lysine a I’extrémité
inférieure de I’hélice H8 dans la B-tubuline. Cet acide aminé permettrait I’hydrolyse du GTP
contrairement a 1’acide glutamique présent sur 1’a-tubuline. Une autre différence est une
boucle L plus longue au niveau du domaine d’activation de I’a-tubuline. Cette boucle, sur la
béta-tubuline, produit un site de liaison au taxol.

Nogales et al., (1998) ont décrit trois domaines fonctionnels des monomeéres de
tubuline : un domaine de liaison a la tubuline, un domaine liant les drogues (taxol), et un
domaine de liaison aux MAPs et/ou moteurs moléculaires. A partir de leur modéle, ils
émettent I’hypothese que les interactions entre ces domaines sont trés grandes. Cela implique
qu’une modification sur I’un des domaines lorsqu’une drogue ou une MAP se lient pourraient
induire d’autres modifications sur les domaines adjacents.

Parmi les nombreuses boucles qui sortent hors du domaine globulaire, certaines sont
impliquées dans des interactions inter-protofilaments. Ainsi les boucles S7-H9 qui forment la

« M-loop » interagissent avec les boucles HI-S2 du dimére adjacent.

L’observation des MTs en microscopie électronique a permis de mettre en évidence
I’effet de I’hydrolyse de la molécule de GTP des diméres de tubuline sur la structure des MTs.
Il en résulte une tension au sein du MT qui est stocké sous une forme d’énergie
conformationnelle qui est libérée lorsque le MT dépolymérise. Lorsqu’un MT se désassemble
suite a ’hydrolyse du GTP, les protofilaments s’enroulent pour former des anneaux qui se
détachent du MT (Watts et al., 2002 ; Nogales et al., 2003). La visualisation en microscopie
¢lectronique des protofilaments qui forment des anneaux a donné lieu a une observation
surprenante : il a été montré que la courbure se produit entre dimeres de tubuline mais
¢galement au sein du dimére (Watts et al., 2002 ; Nogales et al., 2003 ; Gigant et al., 2000 ;
Ravelli et al., 2004). Cette observation sous-entend un mécanisme de coopération le long du
protofilament, qui peut expliquer les phases de désassemblage rapide des MTs. Cette courbure
est restreinte lorsqu’ils sont en feuillets, la contrainte due a la présence de protofilaments

voisins les maintient dans une conformation droite.

c. La cinétique d’assemblage de la tubuline

Une des caractéristiques de la tubuline est sa capacité d’auto-assemblage in vitro en
présence de tubuline purifiée et de GTP. Lorsque la concentration de tubuline est supérieure a

12



la concentration critique d’assemblage, la tubuline forme des nucléus qui servent ensuite de
base a I’¢longation d’un MT. Cette concentration critique a I’assemblage est d’environ 10 uM
dans les conditions généralement utilisées par la communauté scientifique (Tampon BRBS0,
Brinkley Reassembly Buffer) et a une température de 37°C pour la neurotubuline.

La cinétique d’assemblage d’une population de microtubules a une concentration
donnée est caractérisée par une phase d’assemblage qui comprend, la nucléation des MTs,
leur élongation, et une phase stationnaire qui correspond a un équilibre entre 1’assemblage et
le desassemblage des MTs (ou la concentration de la tubuline est inférieure ou égale a la
concentration critique). Le désassemblage peut-€tre induit par un facteur extérieur, tel que le
froid, la dilution, les drogues ou encore des MAPs (dépolymérisation, fragmentation).

In vivo, la nucléation des MTs est liée a I’activité d’un complexe protéique composé
de y-tubuline et de protéines associées (y-TuRC). Ce complexe ne permet que 1’¢longation de
I’extrémité (+) des MTs. 1l est localisé au centrosome, au spindle pole body ou sur le c6té des

MTs selon les types cellulaires (pour revue Kollman et al., 2011).

i. La nucléation

La nucléation des MTs in vitro passe par une étape d’oligomérisation de la tubuline
qui est généralement une phase énergétiquement défavorable et lente (Figure 3), (Kollman et
al., 2011). Elle passe par un assemblage de diméres de tubuline en protofilaments ou par
’association latérale d’oligomeéres de tubuline (Erickson et al., 1974 ; Kirshner et al., 1975 ;
Job et al., 2003). Cette phase est dépendante de la concentration en tubuline et en GTP libre.
L’association latérale des protofilaments ou des oligoméres conduit a la formation de feuillets
qui, une fois atteint un nombre suffisant de protofilaments, se referment pour constituer un

tube, le MT.
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A.Croissance spontannée

T I
N étapes défavorables (lentes) Croissance favorable (rapide)

B. Croissance a partir de nucleus préformés

I
1 étape défavorable (lente) Croissance favorable (rapide)

Figure 3 : L’assemblage des MTs. (A) La croissance spontanée des MTs in vitro se réalise en deux étapes : une premicre
phase ou les MTs passent par une oligomérisation des diméres de tubuline produisant des intermédiaires instables (phase
lente), et une deuxiéme phase ou 1’oligomére est suffisamment stable pour permettre une élongation du MT (phase rapide).
Les fléches en gras indiquent si 1’étape est favorable a 1’assemblage ou au désassemblage. (B) In vivo, la présence de nucleus
préformés de MTs permet de réduire 1’étape lente de nucléation et favorise la phase d’élongation. Ce mécanisme permet a la
cellule d’avoir un contrdle spatial et temporel de la nucléation de nouveaux MTs (Adapté de la revue de Kollman et al.,
2011).

In vivo, la concentration en tubuline est trop faible pour qu’elle puisse nucléer
spontanément. La cellule a donc développé différents mécanismes dont le mieux décrit
jusqu’ici est lié a Dactivité de la y-tubuline et de ses protéines associées. La y-tubuline,
membre de la famille des tubulines, est une protéine conservée chez tous les eucaryotes. Elle
s’associe a d’autres protéines pour former un complexe, le y-TuRC pour « y-tubulin ring
complexe » (Zheng Yet al., 1995). Ce complexe est composé des protéines GCP2, GCP3,
GCP4, GCP5, GCP6, NEDDI1 et de 12 molécules de y-tubuline. Cet ensemble de protéines
prend la forme d’un anneau de 25 nm de diamétre qui ressemble a la section transversale d’un
microtubule. /n vitro, en présence de y-TuRC purifés et de GTP, I’assemblage de tubuline est
favoris¢ (Oegema et al., 1999)(Figure 4). Le y-TuRC, sous des conditions de fortes
concentrations salines se dissocie en sous-complexes de 300 KDa de y-tubuline associés avec
le GCP2 et le GCP3 ; ce sous-complexe est nommé y-TUSC (Oegema K. et al., 1999)(Figure
4).

Dans les cellules animales, le complexe y-TuRC est essentiellement localis¢ au
centrosome, tandis que chez la plante il est localisé sur le c6té des MTs corticaux en
interphase (Murata et al., 2005, Pastoglia et al., 2007). Les levures ne possédent pas de y-
TuRC, mais des y-TUSC (Kern et al., 2002) localisés au « spindle pole body » (SPB) ou sur le
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coté de MTs (Knop et al., 1997, Becker et al., 2005).

(a)

() Template Model
Y TusC

-

GCP2

"LyTusc

GCP4,5,6

Figure 4 : Complexe y-tubuline et les modeles pour leur assemblage et mode d’action. (a) Schéma représentant le « y-
tubuline small complex » (TuSC) qui est le noyau conservé de la machinerie nucléatrice des MTs. Ce complexe est constitué
de deux copies de y-tubuline et d’une « y-tubuline complexe protein 2 » (GCP2) et 3 (GCP3). (b) Schéma représentant le
modéle de 1’assemblage du complexe y-TuRC, qui est composé de plusieurs y-TuSC qui s’assemblent avec les GCP4, GCP5
et GCP6 et organiseraient les complexes y-TuSC en forme d’anneau. Dans ce modéle le y-TuRC serait composé de 6
complexes y-TuSC (12 y-tubulines), ce qui laisserait un espace puisque les MTs sont formés de 13 protofilaments. Le

«template model» est le modéle le plus largement accepté (Adapté de la revue de Kollman et al., 2011).

Ainsi la y-tubuline in vivo permet a la cellule de maitriser la nucléation et la
localisation des MTs. Cependant, il existe d’autres mécanismes de nucléation des MTs dont
I’implication et I’importance in vivo sont encore mal connues comme la stabilisation de
protofilaments par des protéines associées aux MTs (MAPs) comme XMAP215 ou la MAP
neuronal Tau (Popov et al., 2002, Sandoval et al., 1981).

ii. L’élongation
Une fois les amorces de MTs formées, elles vont progressivement s’allonger par ajout
de dimeres libres de tubuline-GTP a leurs deux extrémités in vitro. La vitesse de
polymérisation est approximativement deux fois plus rapide a ’extrémité (+) qu’a I’extrémité
(-) et va dépendre de la concentration de tubuline-GTP disponible (Walker et al, 1988). Des
¢tudes de microscopie électronique des extrémités des MTs ont permis de montrer que leur

croissance se fait par I’extension de protofilaments en forme de feuillets courbes plus ou

moins longs en fonction de la quantité de tubuline-GTP disponible. Ce feuillet va par la suite
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se replier naturellement en un tube le long de la ligne de suture du MT (Mandelkow et al.,
1991 ; Chretien et al., 1995).

Cependant, méme si la tubuline-GDP ne s’assemble pas pour former un MT, il a été
montré récemment in vitro que si elle est en mélange avec de la tubuline-GTP, elle peut tout

de méme s’incorporer a I’extrémité d’un MT et altérer sa dynamique (Valiron et al., 2010).

iii. La phase stationnaire

L’état stationnaire est atteint lorsque la concentration en tubuline soluble atteint la
concentration critique d’assemblage. Un équilibre entre dépolymérisation et polymérisation
s’installe avec un ratio quasi constant entre la masse de tubuline libre et la masse de

polymeéres (Mitchison et al., 1984).

d. Les propriétés dynamiques de MTs

i. Le treamilling

Le mécanisme du treadmilling vient d’un équilibre entre la perte de dimeres de
tubuline a I’extrémité (-) du MT qui est compensée par leurs additions a I’extrémité (+)
(Margolis et Wilson 1998 et 1981). Ceci permet au MT a 1’état d’équilibre de conserver la
méme longueur en donnant I’illusion d’un mouvement (Figure 5). Le treamilling des MTs
leur permet d’étre transportés dans la cellule. Ce mécanisme de transport semble majoritaire
dans le cortex cellulaire chez la plante, alors qu’il semble étre d’avantage assuré par des
moteurs moléculaires dans les cellules animales. Shaw et al., (2003) ont décrit chez la plante
un treamilling dit « hybride » di & ’existence d’une instabilité dynamique résiduelle aux
extrémités des MTs, qui peut étre rapide a 'extrémité (+) et lente a ’extrémité (-). Chez les
animaux, ce mécanisme semble plus rare ’extrémité (-) des MTs étant le plus souvent

« ancrée » au MTOC ou « coiffée » par une protéine d’extrémité (-).
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Marque du
= photoblanchiment +

Sens du transport

Figure 5 : Le treadmilling des MTs. Les MTs de plantes se déplacent grace a une perte lente et réguliére de sous-unités de
tubuline a ’extrémité (-) et une polymérisation biaisée a I’extrémité (+). Une barre marquant une zone du MT produit par
photoblanchiment de la fluorescence du MT reste a la méme position. Ceci montre que le mouvement du MT par I’extrémité

(+) est dii a un flux de sous-unités de tubuline aux extrémités du MT (adapté de Lyod et Chan, 2005).

ii. L’instabilité dynamique

L’instabilit¢ dynamique a été pour la premiére fois décrite par Mitchison et Kirschner
(1984). Ces auteurs ont observé qu’a I’état stationnaire (en concentration a 1’équilibre de
tubuline libre) et pour une masse de tubuline donnée, le nombre de MTs diminue dans le
temps alors que leurs longueurs augmentent. Ils en ont déduit I’existence de deux phases
dynamiques : une phase ou une majorit¢é de MTs vont polymériser lentement et une deuxiéme
phase ou les MTs vont rapidement dépolymériser. Ce comportement d’instabilité dynamique
a été par la suite directement observé par Horio et Hotami (1986), qui ont décrit des phases
d’¢élongation et de raccourcissement aléatoires. La transition entre les phases de
polymérisation et dépolymérisation est appelée catastrophe et inversement, la transition entre
les phases de dépolymérisation et de polymérisation est appelée sauvetage (Figure 6). Les

fréquences de ces éveénements sont différentes entre les extrémités (+) et (-) des MTs.
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Figure 6 : L’instabilit¢é dynamique des MTs. (A) Schéma représentant un MT polymérisant (1) a son extrémité (+). (2) Ce
MT peut entrer dans une phase de dépolymérisation (catastrophe) de facon aléatoire, les protofilaments se dissociant de la
lattice du MT en se courbant. (3) La dépolymeérisation peut étre stoppée et le MT peut alors recommencer a polymériser
(événement de sauvetage). (B) (1) Séquence d’images montrant 1’instabilité dynamique d’un MT (I’amorce stable GMPCPP
du MT est marquée en rouge, et 1’¢longation du MT est marquée en vert). (2) Kymographe représentant 1’historique de
polymérisation et de dépolymérisation du MT. (C) Image de microscopie electronique représentant (de gauche a droite) des
MTs en phase de polymérisation avec un feuillet a I’extrémité, une extrémité franche et un MT en phase de dépolymeérisation

avec les protofilaments courbes qui se dissocient de la lattice du MT (Adapté de Mandelkow et al., 1991).

Les paramétres exacts conduisant a ce comportement d’instabilité dynamique sont

encore mal connus et semblent aléatoires. Cependant, 1’étude de Walkers et al., (1988) a mis
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en évidence que la dynamique des MTs est dépendante de la concentration de tubuline libre.
Ils ont montré que la vitesse d’élongation aux deux extrémités du MT augmente avec la
concentration de tubuline (avec une gamme de concentration allant de 7 a 15 uM). Lorsque la
concentration de tubuline augmente, on observe également une diminution des fréquences de
catastrophes qui s’accompagne d’une augmentation des événements de sauvetages. Walker et
al., (1988) ont ¢galement décrit in vitro des « pauses » dans la dynamique des MTs sans
¢longation ni raccourcissement. Ces comportements de pauses des MTs semblent rares in
vitro et de courte durée mais semblent persistants (quelques minutes) in vivo (Shulze et
Kirschner 1988).

Le comportement d’instabilité dynamique des MTs peut-&tre modélisé en utilisant les
paramétres cinétiques tels que: la vitesse de polymérisation et de dépolymérisation, les
fréquences de catastrophes, de sauvetages et de pauses (Keller et al, 2008, Stoppin-Mellet,
soumis, voir 1’annexe).

In vivo linstabilité dynamique des MTs est impliquée dans de nombreux
phénomenes physiologiques, notamment le mécanisme de recherche et de capture des
chromosomes lors de la division cellulaire (Mitchison and Kirschner 1985). Ce
mécanisme peut permettre également aux MTs de se réorienter dans la cellule face a un
obstacle (comme un organite ou la membrane) ou encore de remodeler la structure du
réseau de MTs tres rapidement. L'instabilité dynamique des MTs peut étre régulée par

différentes protéines telles que les MAPs.
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II. Les réseaux de MTs in vivo

Dans les cellules eucaryotes, les MTs sont organisés différemment en fonction du type
cellulaire, de leur état de différenciation ou encore des étapes du cycle cellulaire. En
interphase, il existe différentes configurations de réseaux de MTs. Deux types majeures
d’organisation sont observés : centrosomale et acentrosomale. Un réseau de MTs issu d’un
centrosome est radial. Ce réseau est impliqué dans de nombreuses fonctions cellulaires telles
que la migration cellulaire, le positionnement d’organelles comme le golgi ou encore le
réticulum endoplasmique (Cole and Lippincott-Schartz, 1995). Cependant, I’architecture
radiale est limitée et ne permet pas des organisations de MTs diversifiées. L’organisation de
MTs non connectés a un centrosome permet de développer une plus grande diversité
d’architecture ce qui va permettre a la cellule d’acquérir des fonctions et des formes
nouvelles. Par exemple, les cellules du tissu épithélial, qui présentent une forme allongée en
colonne ont, en plus de leur réseau centrosomal des réseaux de MTs acentrosomaux. Ces MTs
sont impliqués dans le transport vectorisé et polaris¢é de composants membranaires. Les
cellules neuronales quand a elles ont développé des réseaux de MTs qui se chevauchent en
faisceaux et qui permettent a I’axone de se différencier et de parcourir de longues distances.
Ainsi, le développement de réseaux de MTs acentrosomaux par les cellules leur permet de

mettre en place une plus grande diversité d’activités spécialisées.

a. Les différents types de réseaux de MTs in vivo

i. Les réseaux centrosomaux

Le centrosome est constitué d'une paire de centrioles et de matériel
péricentriolaires qui contiennent des anneaux de complexes de y-tubuline (y-TuRCs)
impliqués dans la nucléation des MTs, l'extrémité (-) des MTs étant ancrée au

centrosome.

1. L’interphase

Au cours de l’interphase, les cellules animales n’ont qu’un seul centrosome qui
produit un réseau de MTs qui irradient dans toute la cellule. La position du centrosome est

intimement liée a la migration cellulaire (Wakida et al., 2010) (Figure 9A).
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2. La mitose

Pour diviser correctement son génome, la cellule doit orchestrer la construction d'un
fuseau mitotique bipolaire. Différents mécanismes sont impliqués dans 1’assemblage du
fuseau dont la nucléation des MTs par le centrosome et les kinétochores, la capture des MTs
par les kinétochores et I’interdigitation des MTs (Gadde and Heald, 2004) (figure 7).

Le centrosome se duplique en phase S du cycle cellulaire. Chaque centrosome
dupliqué migre de part et d’autre du noyau en phase G2 pour former, en prophase, deux asters
qui vont définir les deux pdles du fuseau mitotique. A la rupture de I’enveloppe nucléaire, des
MTs nucléés par les asters vont envahir I’espace nucléaire. Ils vont établir une connexion
entre les deux asters par pontage de MTs interdigités et assurer la capture des chromosomes
pour ultérieurement séparer le matériel génétique selon le mécanisme de recherche et capture
(Mitchison et Kirschner, 1985 ; Gadde and Heald, 2004 ; Gundersen, 2002 ; Gundersen et al.,
2004 ; Schuyler and Pellman, 2001) (figure 7).

Recherche et Capture

Auto-organisation

Combinaison

Figure 7 : Modeles d’assemblage du fuseau. (A) Recherche et Capture : les MTs sont nucléés a partir des centrosomes
et établissent un contact avec les chromosomes et les kinétochores de facon non dirigée. Ils sont stabilisés pour
former le fuseau. (B) Auto-organisation des MTs aléatoirement orientés sont nucléés en absence de centrosomes et
sont organisés en un réseau bipolaire par des moteurs moléculaires. (C) Les deux modéles combinés: les MTs
périphériques ou ceux émanant des chromosomes sont capturés et incorporés dans le réseau nucléé par les
centrosomes pour générer le fuseau. Les MTs nucléés par les centrosomes sont marqués en rouge et les autres en vert

(Adapté de Gadde et Heald, 2004).
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3. Le cas particulier de la mitose

Durant la mitose les MTs qui irradient du centrosome (asters) vont s’interdigiter afin
de former un réseau de MTs anti-paralleles dans la zone centrale du fuseau. Ce réseau est
appelé « midzone ». La midzone du fuseau mitotique joue un rdle crucial dans 1'établissement
de la bipolarité du fuseau mitotique en connectant les deux pdles (asters) et dans le maintien
de la stabilité du fuseau mitotique au cours de la mitose. Par ailleurs, la midzone définit la
longueur du fuseau mitotique. En effet, au cours de 1’anaphase, la midzone s’allonge alors que
dans le méme temps une poussée est exercée sur les deux poles fusoriaux par les MTs pour les
¢écarter I’un de l'autre (anaphase B). Cette étape, qui conduit a un allongement du fuseau
mitotique via des contraintes mécaniques et une régulation fine de I’assemblage des MTs, est
cruciale pour séparer correctement les chromosomes. Les mécanismes moléculaires qui
régulent la formation de la midzone et sa longueur restent peu connus. Des études récentes ont
identifié quelques protéines clés localisées a la midzone et impliquées dans son organisation
et fonctionnement. Parmi elles, on observe les protéines associées aux MTs non motrices de la
famille des MAP65s (MAP65-1/PRC1/Asel) qui forment des associations latérales entre les
MTs, ce qui conduit a leur organisation en faisceaux (Gaillard et al, 2008, Janson et al, 2007,
Bieling et al, 2010). Des moteurs moléculaires (kinésines) tels que Eg5 et HSET/Ncd sont
recrutés également a la midzone (Goshima et al., 2010). Ils participent a la régulation de sa
structure et de sa longueur. En effet, les kinésines, en permettant le glissement des MTs
interdigités les uns par rapport aux autres, produisent des forces mécaniques au sein du fuseau

qui permettent d’¢loigner les deux pdles I’un de I’autre ou au contraire de les rapprocher.

ii. Les réseaux acentrosomaux

Dans les réseaux acentrosomaux, 1’extrémité (-) des MTs n’est pas connectée a un
complexe de nucléation tel que le complexe y-TuRC et est donc susceptible d’étre
dépolymérisée. En fonction du type cellulaire, la dynamique de ces extrémités peut-&tre
différente. En effet, dans certaines cellules comme les fibroblastes, les extrémités (-) sont
dynamiques (Grigoriev et al., 2006), alors qu’elles sont plus stables dans les cellules
neuronales ou les cellules épithéliales (Pepperkok et al., 1990). Ces données suggerent une
régulation de la dynamique de ces extrémités in vivo par des protéines spécifiques. En effet
lorsque 1’on fragmente des MTs avec un laser UV, I’extrémité (-) des MTs ne se dépolymérise
pas systématiquement tant in vivo qu’in vitro (Tao et al., 1988 ; Walker et al. 1989). Une

¢tude récente a montré qu’une nouvelle protéine, la patronine protége 1’extrémité (-) des MTs
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face a la dépolymérisation induite par des kinesines-13 (Goodwin et al., 2010).

1. La méiose

Contrairement a la mitose qui utilise un réseau de MTs centrosomal, le fuseau
méiotique dans la plupart des espéces animales et des cellules de plantes, s’assemble en
I’absence de centrosome. L’établissement du fuseau de division en I’absence de centrosome a
été principalement étudié chez la drosophile et le xénope (McKim and Hawley, 1995; Waters
and Salmon, 1997). Dans ces fuseaux, apres rupture de I’enveloppe nucléaire, les MTs
s’organisent autour de la chromatine. Ils vont ensuite €tre organisés en un fuseau bipolaire par
des moteurs moléculaires, et des protéines de pontage des MTs qui les stabilisent (Cullen and
Ohkura, 2001; Gadde and Heald, 2004; Giunta et al., 2002; Matthies et al., 1996; McKim and
Hawley, 1995).

Les mécanismes moléculaires qui permettent 1’établissement d’un fuseau bipolaire,
semblent étre comparables a ceux mis en jeu pour assembler un fuseau mitotique
acentrosomal. En effet, des études récentes ont montré qu’en I’absence de centrosome, par
ablation laser ou par mutation dans des cellules de mammiferes, le fuseau mitotique pouvait

se constituer (Khodjakov et al., 2000 ; Basto et al., 2006).

2. La mitose chez les plantes

Chez les plantes, la mitose se distingue de celle des cellules animales par 1’absence de
centrosome aux poles fusoriaux. Dans ces cellules, en phase G2, les MTs corticaux
disparaissent progressivement alors que s’assemble un anneau de MTs, 1’anneau
préprophasique, dont le role est de définir la position du fuseau mitotique (axe de symétrie du

fuseau mitotique et plan de division), (Figure 8).
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Figure 8 : Organisation du réseau de MTs durant la division des cellules de plante. L organisation des MTs (en vert) lors des
différentes étapes du cycle cellulaire en relation avec le noyau, les chromosomes (gris) et la plaque cellulaire (noire).
L’anneau préprophasique (PPB) s’assemble durant la phase G2 au niveau du futur plan de division de la cellule et se
désorganise en fin de prophase. En G2, le noyau en division se positionne au niveau du futur plan de division. En fin de
cytokinese, les deux noyaux fils sont connectés au cortex par des MTs. A la fin de la cytokinése la plaque cellulaire se forme

a I’endroit ou le PPB a été précédemment assemblé.

L’anneau préprophasique (PPB) est spécifique aux cellules de plantes. En G2, on
observe également un assemblage accru de MTs autour du noyau ainsi que le recrutement de
y-tubuline a sa surface suggérant que ces MTs sont nucléés autour du noyau (Liu et al., 1993).
Pour étayer cette hypothese, il a ét¢ montré qu’in vitro, le noyau est un site de nucléation de
MTs (Stoppin et al 1994). Lors des transitions G2-mitose, les MTs qui rayonnent a partir du
noyau s’organisent progressivement en un pré-fuseau mitotique autour du noyau. A cette
¢tape, le PPB disparait (Mineyuki, 1999). Aprés rupture de 1’enveloppe nucléaire, les fibres
kinétochoriennes ainsi que des MTs interdigités se mettent en place et vont participer a la
mise en place de la bipolarit¢ du fuseau mitotique. Les mécanismes moléculaires de
I’établissement du fuseau mitotique restent mal décrits dans ces cellules.

En l'absence de PPB, les cellules de plantes se divisent normalement, mais

'orientation du fuseau mitotique est perturbé (Bannigan et al., 2008; Chan et al., 2005).
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3. Les divers réseaux acentrosomaux

Dans les cellules animales spécialisées, on observe généralement deux types de
réseaux de MTs : les réseaux centrosomaux mais également des réseaux acentrosomaux. Ces
derniers jouent un role dans I’établissement et le maintien de la forme spécialisée de la

cellule. Plusieurs exemples sont décrits ci-dessous.
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Figure 9 : Schéma d’architecture de cellules polarisées et d’organisation de MTs. Les organisations de réseaux de MTs
centrosomaux et acentrosomaux pour différents types cellulaires sont représentées. La position des extrémités (+) et (-) sont

représentées respectivement en orange et en bleu (adapté de Mimori-Kiyosue, 2011).
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a. Les cellules épithéliales

Dans les cellules épithéliales, un réseau acentrosomal de MTs se forme pour permettre
la polarisation de la cellule. En se polarisant, la cellule perd son réseau de MTs radial bien que
le centrosome garde sa capacité a nucléer des MTs. Ces derniers ne sont plus connectés au
centrosome : ils sont relachés dans le cytoplasme apres leur nucléation. De manicre
concomitante les facteurs permettant 1’ancrage de I’extrémité (-) des MTs comme la y-
tubuline et la ninéine se redistribuent sous la membrane apicale de la cellule (Meads and
Shroer, 1995 ; Lechler and Fuchs 2007). Les extrémités (-) des MTs sont ainsi attachées a la
membrane apicale, tandis que les extrémités (+) des MTs vont polymériser vers la membrane
basale (Figure 9C). Ce réseau linéaire acentrosomal contribue a la polarisation des cellules
épithéliales par le transport et la maintenance de protéines (pour revue : Miisch, 2004 ; Boulan

et al., 2005).

b. Les cellules neurales

Dans les cellules neurales, on observe également plusieurs réseaux de MTs, a la fois
centrosomaux dans le corps basal de la cellule mais aussi acentrosomaux dans les dendrites et
les axones. Des études en microscopie ¢électronique ont montré que dans les axones et les
dendrites, la plupart des MTs sont déconnectés du centrosome (Conde and caceres, 2009 ;
Hoogenraad and Bradke, 2009). Dans les axones, les MTs semblent avoir la méme
orientation, tandis que dans les dendrites, certaines publications montrent une orientation anti-
polaire des MTs (Baas et al., 1989 ; Baas et al., 1988 ; Jaworski et al., 2009 ; Stepanova et al.,
2003 ; Rolls et al., 2007 ; Stone et al., 2008 ; Hoogenraad and Bradke 2009, Kapitein and
Hoogenraad 2010) (Figure 9B).

Plusieurs mécanismes de nucléation des MTs dans les axones et les dendrites, non
mutuellement exclusifs, ont été proposés :

1) nucléation des MTs a partir du centrosome, puis détachement du centrosome par
une protéine de fragmentation comme la katanine (Baas et al 2005).

2) fragmentation des MTs nucléés par le centrosome en plusieurs courts MTs pour
générer de nombreux MTs mobiles. Les MTs nouvellement générés vont ensuite étre
transportés par des moteurs moléculaires pour s’organiser dans les réseaux de MTs
acentrosomaux (Keating et al., 1997)

3) nucléation acentrosomale de MTs par la y-tubuline (Stiess et al., 2010). Cette

hypothése repose sur plusieurs études qui ont montré que 1’axone pouvait se différencier en
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I’absence de centrosome. Par exemple, Basto et al (2006) ont observé des neurones
différenciés chez des mutants de drosophile ne possédant pas de centrosome. Stiess et al
(2010) ont montré, par ¢limination du centrosome par un laser (nanoablation), que 1’axone
pouvait continuer de s’allonger. La y-tubuline serait également présente dans I’axone et les
dendrites et pourrait servir de nucléateur local (Stiess et al., 2010).

L’ensemble de ces données suggere que la nucléation des MTs pourrait ne pas

s’effectuer uniquement au niveau du centrosome dans les cellules nerveuses.

c. Les myotubes

Les myotubes sont formés par la fusion de cellules précurseurs mononucléées : les
myoblastes. Ces myoblastes possédent un réseau de MTs centrosomal. Lors de la fusion pour
former le myotube, le réseau de MTs se réorganise pour former un réseau acentrosomal
linéaire et parallele a I’axe longitudinal de la cellule (Figure 9D). Le matériel permettant la
nucléation des MTs comme la y-tubuline, la ninéine et la péricentrine est redistribué autour du
noyau (Brugnard et al., 2005).

Ce réseau acentrosomal linéaire, composé de MTs anti-paralleles (Pizon et al., 2005)
semble étre impliqué dans la différenciation cellulaire au cours de la myofibrillogenese, ainsi
que dans I’établissement et le maintien de la forme allongée des cellules (Antin et al., 1981 ;

Tassin et al, 1985 ; Pizon et al., 2005).

d. Les levures

Les levures sont des organismes unicellulaires qui possédent uniquement quelques
MTs paralléles a leur axe de croissance. L’organisation de ces MTs est régulée par la
progression du cycle cellulaire.

Chez les levures de fission (i.e 5. pombe) en interphase, les MTs sont organisés en 3 a
6 faisceaux composés chacun de 2 a 9 MTs de polarité opposée (Ho6g et al., 2007). Les
faisceaux sont paralléles a 1’axe de croissance de la cellule, avec leurs extrémités (+) dirigées
vers les bords de la cellule et leurs extrémités (-) (zone d’interdigitation) vers la surface du
noyau (Figure 9E). En interphase, la nucléation de nouveaux MTs s’effectue par des
complexes y-tubuline situés sur la lattice des MTs (Janson et al., 2005). Le réseau de MTs en
interphase permet notamment le maintien de la polarité de la cellule et le positionnement
centrale du noyau. En début de mitose, chez la « fission yeast » comme chez la « budding

yeast », le spindle pole body (SPB) qui est intégré dans le noyau, se duplique. Les deux SPB
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générés se séparent et se positionnent de part et d’autre du noyau. Ils vont définir les deux
pdles du fuseau mitotique et participer a son assemblage. L.’axe de division chez la « fission
yeast » se situe au centre de la cellule alors que chez la « budding yeast », I’axe de division est
déterminé par I’émergence du bourgeon. Chez ces cellules, les MTs nucléés a partir du
«vieux » SPB vont s’attacher sélectivement a la pointe du bourgeon ce qui va permettre la
bonne séparation du matériel génétique entre le bourgeon et la cellule mere (Figure 9E) (pour

revue : Chang et Martin 2009 et Markus et al., 2012).

e. Les plantes

Contrairement aux types cellulaires précédemment décrits, les plantes ne possedent
pas de centre organisateur de MTs (MTOC) structurés comme le centrosome ou le SPB. En
interphase, les MTs sont dispersés dans le cortex cellulaire en un espace essentiellement 2D
qui interagit avec la membrane plasmique (Wasteneys, 2002 ; Ehrhardt et al,. 2006). Chez la
plante, I’expansion de la cellule ne se fait pas par la déformation directe de la membrane par
le cytosquelette mais par extension de la paroi cellulaire. Le réseau de MTs corticaux
influence indirectement les axes d’expansions cellulaires en spécifiant 1’orientation des
microfibrilles de cellulose via les complexes de synthese de cellulose localisés a la membrane
(pour revue Baskin, 2001). Les MTs corticaux sont organisés en faisceaux distribués
majoritairement de facon perpendiculaire a I’axe d’¢longation des cellules épithéliales de tiges
et de racines (Figure 9F). Au sein des faisceaux, la polarité des MTs est mixte (Van Damme et
al., 2004, Lucas et Shaw, 2011). Dans ces cellules, I’interaction MT-MT et MT-cortex est
primordiale pour la mise en place d’une auto-organisation stable et reproductible du réseau de
MTs. Par des approches de génétiques et d’imageries cellulaires, il a été identifié¢ trois types
de protéines considérées jusqu’ici comme étant essentielles a 1’établissement de ces
connections : les protéines de la superfamille des XMAP215 (MOR1), des CLASP (Clasp,
protéines de I’extrémité (+) des MTs) et de la famille des MAP65s (notamment MAP65-1),
(pour revue Hamada, 2007). MOR1 a été suggérée pour réguler la polymérisation et la
dépolymérisation des MTs (Kawamura et al., 2008). Une étude récente montre que CLASP
pourrait réguler I’interaction entre le cortex cellulaire et les MTs (Ambrose et al., 2008).
Enfin, des membres de la famille des MAP65s pourraient organiser les MTs en faisceaux
(Chan et al., 1999) (pour revue Takahiro Hamada 2007).

L’absence de centre organisateur de MTs dans les cellules de plante en font un
systéme pertinent pour la compréhension de I’auto-organisation de réseaux de MTs

acentrosomaux.
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Comme nous venons de le décrire, les cellules eucaryotes ont une grande diversité de
réseaux de MTs, et leurs organisations singuliéres, centrosomales ou acentrosomales
soulignent leurs implications essentielles dans la morphogenése cellulaire. La constitution de
ces réseaux est réalisée par de nombreux mécanismes qui peuvent étre redondant permettant
d’assurer une reproductibilité de I’architecture de ces structures. La géométrie d’organisation
des réseaux peut s’établir a partir de structure pré-établie comme le MTOC (centrosome,
SPB) ou a partir de MTs pré-existants. Les réseaux de MTs acentrosomaux sont constitués
majoritairement de MTs organisés en faisceaux. La manicre dont ces cellules organisent ces

géométries de réseaux et le role des MAPs associées restent assez peu connus.

b. Les étapes de 1’auto-organisation d’un réseau de MTs

Si les processus menant a la structuration des différents réseaux de MTs présentés ci-
dessus restent peu décrits, des études de [’auto-organisation de réseaux de MTs
acentrosomaux en interphase ont permis de mettre en évidence trois étapes clefs: 1) la
nucléation des MTs a partir de sites spécifiques suivi de leur détachement 2) leur transport

dans le cytoplasme et 3) I’organisation en réseaux.

i. La nucleation de MTs

Dans les cellules acentrosomales de plantes, les MTs sont nucléés a partir de
complexes de y-tubuline localisés sur le coté de MTs pré-existants (Murata et al., 2005 ; Chan
et al., 2009) (Figure 10). Dans ces cellules, ils forment un angle de 40° avec le MT « mére ».
Les MTs « fils » sont détachés par 1’activité de la katanine (Nakamura et al., 2010). Chez la
levure s. pombe, la nucléation des MTs est assez similaire, avec des complexes y-TuCs
localisés sur la lattice de MTs pré-existants (Janson et al., 2005). Un certain nombre
d’observations in vivo ont également montré l’existence d’un tel mécanisme dans les

myotubes (Bugnard et al., 2005).
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Figure 10 : (A) Schéma récapitulatif des principales étapes menant a 1’auto-organisation d’un réseau de MTs in vivo (Adapté
de Wasteneys and Ambrose, 2009 et Keating et Borisy, 1999). (B) Séquence d’images d’un réseau de MTs cortical (cellule
d’hypocotyl d’Arabidopsis Thaliana). Deux MTs, I’un indiqué en vert qui se déplace par treadmilling et se co-aligne avec un

MT stable (résident) indiqué en rouge (Adapté de Ehrhardt et Shaw, 20006).

ii. Le transport des MTs

Le transport de MTs nouvellement nucléés vers les zones ou ils formeront un réseau
organis¢ peut s’effectuer de deux manieres : le transport par des moteurs moléculaires et/ou
par le mécanisme de treadmilling hybride (Figure 10).

Le transport actif des MTs par des moteurs moléculaires a ét¢ montré dans les cellules
neuronales, notamment par des dynéines (Wang and Brown, 2002 ; Ahmad et al., 1998 ; He et
al., 2005). Dans ces cellules, des kinésines sont également impliquées dans ce transport.
Certaines kinésines marchent vers I’extrémité (-) des MTs comme CHO2/HSET (kinésines-

14). Ces dernieres sont impliquées dans la translocation des MTs dans les dendrites (Yu et al.,
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2000). Chez S. pombe, Klp2 (kinésine-14) est impliquée dans 1’organisation et le maintien de
la polarité des faisceaux de MTs (Carazo-salas et al., 2005 ; Janson et al., 2007).
Dans les cellules de plantes, le transport des MTs s’effectue par le mécanisme de

treadmilling hybride (Shaw et al., 2003).

iii. La capture et le co-alignement des MTs

L’activit¢ de moteurs moléculaires ou le mécanisme du treadmilling hybride
permettent aux MTs d’étre transportés dans le cytoplasme afin d’atteindre la zone ou le réseau
acentrosomal de MTs va s’organiser. Ensuite, deux mécanismes non mutuellement exclusifs
vont pouvoir prendre place : les MTs vont se co-aligner entre eux et s’organiser en faisceaux,
ou vont étre capturé a la membrane ou par des organites par 1’activité de protéines localisées a

I’extrémité (+) des MTs (+TIPs protéines).

1. Le co-alignement

Le co-alignement de MTs pour former des réseaux de faisceaux a surtout été observé
dans les cellules de plantes (pour revue, Wasteneys et Ambrose, 2007). En effet, dans ces
cellules, il est possible d’observer la dynamique des MTs dans des tissus (Shaw et al., 2003).
Ainsi, en imagerie cellulaire, il a été observé que I’organisation du réseau cortical de MTs est
dépendante de rencontres entre MTs mobiles et MTs plus stables (résidents). Le devenir du
MT mobile va dépendre de I’angle avec lequel il va rencontrer un MT résident : si 1‘angle de
rencontre est égal ou inférieur a 40°, le MT mobile peut se co-aligner avec le MT résident
pour former un faisceau (Shaw et al., 2003, Dixit et Cyr 2004). Si I’angle est supérieur a 40°,
le MT mobile peut se dépolymériser (touch and run), se casser ou encore croiser le MT
résident (Shaw et al., 2003, Dixit et Cyr 2004 ; Wigthman et Turner, 2007) (Figure 10). Dans
les cellules animales, il n’existe, a notre connaissance, aucune donnée analysant des
événements de rencontre entre MTs mobiles et résidents.

Pour générer des faisceaux de MTs, plusieurs protéines ont été décrites, comme par
exemple les protéines tau, MAP1, MAP2 dans les cellules neuronales ou les protéines de la
famille des MAP65s dans diverses cellules eucaryotes (PRC1 chez les animaux, Asel chez la
levure, MAP65-1 chez les plantes). Cependant, dans les cellules animales, aucune localisation

de PRCI n’a encore ét¢ décrite en interphase.

31



2. La capture

Des protéines d’extrémité (+) de MTs comme EB1, APC ou encore CLASP semblent
étre impliquées dans la capture des MTs aussi bien dans les cellules animales que dans les
cellules de plantes (Bartolini et al., 2006 ; Waysteneys et al., 2009 ; Pastuglia et al., 2007 ;
Forges et al., 2012). La capture au cortex cellulaire des MTs a été décrite chez s. pombe. De
nombreuses +TIPs (par exemple : tiplp I'orthologue de CLIP-170 et mal3P I’orthologue
d’EB1) sont essentielles a la régulation de la dynamique des MTs qui vont atteindre le cortex
cellulaire et interagir avec certaines protéines corticales (Chang, 2001 ; Chang et al., 2003;
Hayles et al., 2001). Dans les cellules épithéliales de mammifére, APC et EB1 semblent étre
impliquées dans I’ancrage cortical des MTs (Reilein and Nelson, 2005; Reilein et al., 2005) et
la ninéine (une —TIPs) est impliquée dans le recrutement des extrémités (-) de MTs au niveau
du cortex apical (Lechler and Fuchs 2007). La capture latérale corticale des MTs a également
été observée chez les cellules de plantes, notamment par p90/PLD qui est une enzyme
interagissant avec les MTs et la membrane (Gardiner et al., 2001 ; Gardiner et al 2003 ; Marc
et al.,, 1996). La protéine CLASP a également été montrée chez la plante comme ayant une
implication dans I’interaction des MTs avec la membrane, 1’inhibition de CLASP provoquant
un détachement des MTs du cortex (Ambrose et al., 2008)(Figure 10).

Ce comportement de capture cortical des MTs permet une relocalisation et une
stabilisation des MTs pour former un nouveau réseau acentrosomal. Ce dernier va ainsi se

polariser et réorganiser le cytosquelette de la cellule.

Au cours de ma thése, je me suis intéressé plus particuliérement aux mécanismes
moléculaires qui permettent la mise en place et le maintien de réseaux composés de faisceaux
de MTs anti-paralléles, en particulier dans les cellules de plantes. Plusieurs acteurs chez la
plante et la levure sont impliqués comme les MAP65s (mentionnées ci-dessus) et des moteurs

moléculaires tels que les kinésines de la famille-14.
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III. Deux acteurs de I’auto-organisation des réseaux anti-parallé¢les de MTs

a. Les MAP65s

Les MAP65s constituent une famille de protéines conservées chez tous les eucaryotes.
Des ¢études biochimiques ont permis 1’identification de ces protéines pour la premicre fois a
partir de cellules de tabac BY-2 (Jiang et al., 1993). Elles ont un poids moléculaire d’environ
65 kDa et organisent collectivement les MTs en faisceaux in vitro. Chez la plante modele
Arabidopsis thaliana, 9 membres sont présents (Hussey et al., 2002) dont MAP65-1 qui induit
la formation de faisceaux de MTs in vitro et se co-localise in vivo avec les MTs corticaux et
les MTs de la midzone en anaphase (Smertenko et al., 2004, Van Damme et al., 2004 ;
Gaillard et al., 2008). Des homologues de MAP65-1 ont ét¢ identifiés chez la levure (Asel) et
les cellules animales (PRC1) comme étant des protéines uniques et spécifiques de la midzone
du fuseau mitotique (Pellman et al., 1995 ; Jiang et al., 1998 ; Mollinari et al., 2002).

Plus récemment, des homologues des MAP65s ont été découverts chez C. elegans et la
drosophile, SPD-1 (Spindle-defective 1) et Feo (Fascetto) respectivement. Ces MAP65s sont
toutes deux impliquées dans la cytokineése (Verbrugghe et al., 2004 ; Verni et al., 2004). La
perte de fonction des MAP65s dans ces organismes ainsi que chez les levures et les cellules
de mammiféres induit la déstabilisation du réseau de MTs anti-paralleles de la midzone avec
une orientation aberrante des MTs du fuseau mitotique. Ce phénotype conduit a un défaut de
la ségrégation des chromosomes et de la cytokinése (Schuler et al., 2003 ; Pellman et al.,
1995 ; Jiang et al., 1998 ; Mollinari et al., 2002 ; Verbrugghe et al., 2004 ; Verni et al., 2004 ;
Yamashita et al., 2005).

i. Les membres de la famille des MAPG65s chez les plantes

Un fait intéressant chez les plantes est que, contrairement aux autres cellules
eucaryotes ou les MAP65s sont uniques, il existe de nombreux geénes codant pour les
MAP65s (Hussey et al., 2002). Comme mentionnés ci-dessus, 9 membres ont été identifiés
chez la plante modéle Arabidopsis thaliana (Hussey et al., 2002 ; Sasabe et al (2006) ; pour
revue Takahiro Hamada, 2007). MAP65-1 qui est I’orthologue de PRC1 et Asel est la mieux
décrite a ce jour. Elle se localise avec les MTs corticaux en interphase et la midzone en
anaphase. Elle induit in vitro la formation de faisceaux de MTs de polarité¢ opposée (Gaillard
et al., 2008). MAP65-2 induit la formation de faisceaux de MTs in vitro (Li et al., 2009) et est

localisée avec tous les MTs corticaux in vivo ou elle semble avoir un réle comparable a
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MAP65-1 suggérant une redondance dans leur fonctions (Lucas et Shaw, 2011). MAP65-3 est
localisée avec les extrémités (+) des MTs du phragmoplaste en cytokinese (Ho et al., 2012).
MAP65-4 est localisée aux fibres kinétochoriennes en mitose (Fache et al., 2010). In vitro,
MAP65-4 organise les MTs en faisceaux, sans polarité préférentielle, et génére une distance
entre les MTs d’environ 15 nm. Elle forme un angle d’environ 90° par rapport a la lattice du
MT (Fache et al., 2010), (Figure 11). MAP65-5 se lie aux MTs corticaux en interphase, avec
le PPB et les MTs localisés autour du noyau en G2 et avec les MTs interdigités de la midzone
(Van Damme et al., 2004). MAP65-5 organise in vitro les MTs en faisceaux de facon tres
similaire 8 MAP65-1 (Gaillard et al., 2008). MAP65-6 a été décrite comme localisée avec les
mitochondries par Mao et al., (2005) et avec le fuseau mitotique en anaphase par Smertenko

et al., (2008).

ii. Leurs propriétés

MAP65/PRC1/Asel possedent un motif conservé chez tous les organismes (Schuyer et
al., 2003) d’approximativement 16 acides aminés dans leur domaine de liaison aux MTs
(MBD) qui est localisé¢ a leur extrémité C-terminale, ainsi qu’un domaine central et N-
terminale coil-coil déstructuré qui permet a la protéine de s’homodimériser. En solution,
MAPG65-1 est monomérique (Gaillard et al., 2008 ; Tulin et al., 2012), alors qu’Asel et PRC1
sont dimériques (Kapitein et al., 2008 ; Mollinari et al., 2002 ; Subramanian et al., 2010).
Gaillard et al (2008) ont suggéré que MAP65-1 s’oligomérise lorsqu’elle est localisée le long
de deux MTs adjacents pour les ponter.

MAP65-1/PRC1/Asel induisent la formation de faisceaux de MTs qui sont
essentiellement de polarité opposée (Janson et al., 2007 ; Gaillard et al., 2008 ; Subramanian
et al., 2010 ; Tulin et al., 2012). MAP65-1 et PRC1 forment des ponts entre les MTs de 25 a
30 nm, qui sont orientés avec un angle d’environ 60° par rapport a la lattice du MT (Gaillard
et al., 2008 ; Subramanian et al., 2010) (Figure 11). En ce qui concerne la distance entre les
MTs dans les faisceaux générés par Asel peu de données existent et les images réalisées au
laboratoire montrent une distance d’environ 6 nm. L’orientation des ponts générés par Asel
entre les MTs reste a étre identifiée. In vivo, la distance entre les MTs organisés en faisceaux
et co-localisés avec Asel est de ’ordre de 25 a 30 nm (Roque et al., 2010). Les faisceaux de
MTs générés par les MAP65-1/-4 et PRCI sont relativement stables lorsqu’ils sont exposés au
froid ou a des drogues qui dépolymérisent les MTs (Wicker-Planquart et al., 2004 ; Mollinari
et al 2002 ; Van Damme et al., 2004).
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MAP65-1

Figure 11 : La structure et la polarité des faisceaux de MTs organisés par les MAP65-1 et MAP65-4 d’Arabidopsis. (A)
Image de cryo-microscopie électronique d’un faisceau de MTs organisé par la MAP65-1. Les MTs sont distants [’un par
rapport a 1’autre de 30 nm et la MAP forme un angle d’environ 60° par rapport a la lattice du MT. (B) Image de cryo-
microscopie ¢électronique d’un faisceau de MTs organisé par la MAP65-4. La distance entre deux MTs est d’environ 15 nm,
et la MAP est orientée perpendiculairement par rapport a la lattice du MTs (adapté de Gaillard et al., 2008 et Fache et al.,
2012). (C) Schéma représentant I’organisation d’un faisceau composé de deux MTs, en présence de la MAP65-1 (schéma de
gauche) et de la MAP65-4 (schéma de droite), lorsque ceux-ci sont anti-parallé¢les (schémas du haut) ou paralléles (schémas
du bas).

Il a été récemment décrit que MAP65-1/PRC1/Asel peuvent diffuser le long de la
lattice de MTs individuels et former des multimeres (Tulin et al., 2012 ; Kapitein et al., 2008 ;
Subramanian et al., 2010) (Figure 12). Ces dimeres/multiméres ont une persistance plus

grande entre deux MTs (en faisceaux) que sur des MTs individuels (Figure 12).
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A MT individuel B MTs en faisceau C

fime —b 124 5

Figure 12 : (A) Observation d’Asel-GFP localisée sur un MT individuel (1), formant des multimeres treés fluorescents et
immobiles. (2) Kymographe d’un MT individuel en présence d’Asel-GFP montrant des événements de multimérisation de
dimeres d’Asel-GFP. (3) Zoom du kymographe sur les événements de multimérisation. (B) Images d’un faisceau constitué
de deux MTs (1) avec les MTs marqués a la rhodamine (image du haut) et Asel-GFP (image du bas). (2) Kymographe
montrant la dynamique des multiméres d’ Asel-GFP entre deux MTs en faisceaux. (C) Schéma illustrant le comportement de
multimérisation d’Asel. (1) les diméres d’Asel diffusent et se détachent plus rapidement des MTs individuels que lorsque
localisés entre deux MTs (2-3). En diffusant, les diméres d’Asel vont former des multiméres plus stables. A de faibles

concentrations d’Asel, la multimérisation ne se produit qu’entre les faisceaux de MTs (Adapté de Kapitein et al., 2008).

A partir d’essais in vitro, il a ét¢ montré que des MTs en croissance, lorsqu’ils se
rencontrent a des angles compris entre 0° et 40° et avec des polarités opposées se co-alignent
en présence de MAP65-1 et d’Asel (Janson et al., 2007 ; Tulin et al., 2012). L’hypothese
proposée pour expliquer le co-alignement des MTs a des angles élevés repose sur la flexibilité
de domaine de projection (domaine d’oligomérisation de la partie N-terminale). Ce domaine
est apparenté a une corde flexible par Subramanian et al. (2010). La flexibilité¢ de ce domaine
permettrait d’explorer un espace plus grand et donc d‘augmenter la probabilité de rencontrer
une autre MAP65 localisée sur un MT adjacent. Selon cette hypothése, plus la longueur de la
corde est grande, plus la probabilité¢ d’homodimérisation a des angles élevés sera importante
(Tulin et al., 2012).

Une fois que les MTs sont organisés en faisceaux par ces MAP65s, leur comportement
dynamique semble étre affectée. En effet, une étude récente en cours de publication au sein de
notre laboratoire et a laquelle j’ai participé (Stoppin-Mellet et al., soumis, voir en annexe) a
montré que les MAP65-1 et MAP65-4 modifient le comportement dynamique des MTs
lorsqu’ils sont organisés en faisceaux. En présence de ces MAPs, la fréquence de catastrophe
est limitée et la fréquence de sauvetage des MTs est augmentée. Il en résulte une persistance
de 1’¢longation plus grande des MTs au sein du faisceau. Ces effets ne sont pas observés

lorsque les MAP65s sont associées a des MTs individuels. Dans les faisceaux, les vitesses
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d’¢longation et de raccourcissement des MTs a leurs deux extrémités ne sont pas modifiées.
La croissance d’un faisceau est donc dépendante de la polarité des MTs qui le constitue. Les
faisceaux de MTs paralleles vont s’allonger a une vitesse maximale par rapport a 1’élongation
de extrémité (+) des MTs, alors que les faisceaux de MTs anti-paralléles vont étre limités
par la vitesse de polymérisation de I’extrémité (-) du MTs. Ainsi, les faisceaux dont les MTs
sont majoritairement anti-paralléles (MAP65-1) sont plus courts que ceux composés de MTs
de polarités mixtes (MAP65-4). Ces résultats réveélent également une coordination de
I’¢longation des MTs au sein d’un faisceau induit par ces MAP65s qui est due a

I’augmentation de la fréquence des événements de sauvetage.

iii. Les mécanismes de régulation de MAPG65 in vivo

In vivo Tactivit¢ de PRCI1 est régulée par sa phosphorylation par CDK. Sa
phosphorylation inhibe son activité de pontage, alors que sa déphosphorylation va permettre
I’interdigitation des MTs au niveau de la midzone (Zhu et al., 2006). Cette phosphorylation
permet également de controler 1’interaction entre PRC1 et d’autres protéines de la midzone
comme la kinésine Kif4 (Kurasawa et al., 2004). La phosphorylation de MAP65-1 par CDK
n’affecte pas la progression du cycle cellulaire, mais semble avoir une régulation temporelle
sur sa localisation au niveau du phragmoplaste en cytokinése (Mao et al., 2005). L inhibition
de I’activité de MAP65-1 semble étre induite par la phosphorylation par MAPK. L’absence de
phosphorylation de MAP65-1 par MAPK conduit a un arrét de I’expansion du phragmoplaste
di a une stabilisation constante des MTs (Nishirama et al., 2001). Pour Asel, une étude
récente a permis de montrer que sa phosphorylation par CDK chez S. pombe permet
I’assemblage et la stabilisation du fuseau mitotique (Juanes et al., 2011). Récemment, il a été
¢galement montré dans notre laboratoire que MAP65-1 est phosphorylée in vitro par les
Aurora kinases 1 et 2 d’Arabidopsis dans la partie C-terminale de la protéine (deux thréonines
sont également phosphorylées par les deux kinases). Les effets de cette phosphorylation sur le

comportement dynamique des MTs sont en cours d’étude au sein du laboratoire.

b. Les kinésines-14

Comme je 1’ai mentionné précédemment dans cette introduction, les moteurs
moléculaires jouent un role important dans 1’organisation des réseaux de MTs en faisceaux.
Les kinésines de la famille 14 sont particulierement interessantes de part leur implication dans

de nombreux processus cellulaire. Parmi les moteurs moléculaires de cette famille, on trouve
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Klp2 chez la levure, Ncd chez la drosophile, HSET chez les mamiferes et ATKS chez les
plantes (Janson et al., 2007 ; Goshima et al., 2005 ; Cai et al., 2009 ; Ambrose et al., 2005).
Elles possédent un domaine moteur en position C-terminale qui marche vers I’extrémité (-) du
MT. Elles ont également un deuxiéme site de liaison aux MTs en position N-terminale qui
leur permet de ponter et de faire glisser les MTs entre eux (Walczak et al., 1997 ;
Narasimhulu et al.,1998 ; Matuliene et al., 1999 ; Karabay et al., 1999).

L’activité motrice de ces moteurs joue un role dans I’organisation du fuseau mitotique
et méiotique. Elle permet la focalisation des MTs paralleles aux poles du fuseau (exemple :
fibres kinétochoriennes), et 1’organisation au centre du fuseau (Goshima et al., 2005). Par
exemple, leur mutation dans différents types cellulaires révele un défaut dans la focalisation
du fuseau mitotique et méiotique (Endow et al., 1994; Matthies et al., 1996 ; Mountain et al.,
1999 ; Ambrose et al., 2005), et également dans I’organisation de la midzone (Skowronek et
al., 2007 ; Fink et al., 2009 ; Ambrose et al., 2005) .

Des études in vivo ont montré que les kinésines-14 sont localisées a I’extrémité (+) des
MTs (Ambrose et al., 2005 ; Janson et al., 2007, Goshima et al., 2005). Cette localisation
atypique d’un moteur moléculaire marchant vers 1’extrémité (-) des MTs pourrait étre due a
I’interaction directe du domaine non moteur avec 1’extrémité (+) du MT, ou a I’interaction
avec une +TIPs (Figure 13). On remarque en effet une corrélation entre 1’inhibition d’EB1
dans des cellules de drosophile et la perte de la localisation de Ncd a I’extrémité des MTs
(Goshima et al., 2005). L’inhibition de I’activité de kinésines-14 dans des cellules animales
conduit a I’assemblage de fuseaux mitotiques plus longs durant la transition entre la
métaphase et I’anaphase A (Troxell et al., 2001 ; Brust-Mascher et al., 2002). Ces données
suggerent que ces kinésines pourraient avoir un role dans la régulation de la longueur du
fuseau. A I’inverse, lorsque I’on supprime les kinésines-5, qui sont des kinésines qui marchent
vers I’extrémité (+) des MTs (permettant également le glissement antiparalléle des MTs),
(Kapitein et al., 2005), le fuseau s’effondre sur lui-méme (Sharp et al., 1999 ; Mountain et al.,
1999 ; Hoyt et al., 1993). Lorsqu’on inhibe par la suite les kinésines-14, on observe un
rétablissement du phénotype sauvage. Ces études montrent que ces deux moteurs exercent des

forces antagonistes sein du fuseau mitotique.
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Dimeére de tubuline
+Tips

kinésine 14

Figure 13 : Hypothése du fonctionnement de co-alignement de MTs par ATKS et de sa localisation a 1’extrémité (+) des
MTs. ATKS in vivo est localisé a I’extrémité (+) des MTs au niveau de la zone d’interdigitation des MTs entre les deux
asters. ATKS pourrait étre recruté aux extrémités (+) des MTs par un complexe de protéines +Tips ou par une interaction
directe avec le MT (1). ATKS pourrait permettre le co-alignement anti-paralléle des MTs (2) par son activité moteur, et par la

suite permettre leur translocation (3), (Adapté de Ambrose et al., 2005).

i. Leurs propriétés

Des ¢études récentes in vitro suggerent que les kinésines-14, Klp2 et Ncd ne sont pas
processives sur des MTs individuels, mais qu’elles peuvent diffuser sur la lattice des MTs par
leur domaine non-moteur localisé en position N-Terminale (Fink et al., 2009 ; Braun et al.,
2009). Le domaine de liaison aux MTs a une plus grande affinité pour la lattice du MT que le
domaine moteur (Brawn et al., 2009). Ces kinésines vont donc s’attacher a la lattice du MT
via le domaine non moteur, puis lorsque deux MTs se rencontrent, les tétes motrices vont faire
glisser les MTs entre eux en se dirigeant vers 1’extrémité (-). Lorsque les deux MTs sont en
faisceaux anti-paralléles, les kinésines attachées sur chaque MT vont agir de concert pour
faire glisser les MTs dans des directions opposées. Cependant si les deux MTs ont la méme
polarité, alors la balance des forces exercées par les deux populations de kinésines va bloquer
la translocation des MTs formant ainsi un faisceau stable (Figure 14) (Brawn et al., 2009 ;

Fink et al., 2009).
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Faisceau de microtubules anti-paralléle Microtubules libres Faisceau de microtubules paralléle
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Figure 14 : Modé¢le de balance des forces entre MTs en présence de kinésine-14. (A-E) Klp2 peut diffuser librement en
solution et s’attacher a un MT par son domaine moteur ou son domaine de liaison aux MTs. Le moteur peut ensuite établir un
pont latéral aléatoirement entre des MTs (D) paralleles ou (A) anti-paralleles. KIp2 permet le glissement de deux MTs anti-
paralléles (A-B) I’un par rapport a I’autre, jusqu’a la totale dissociation des MTs (C). Au contraire, la liaison entre deux MTs
paralléles induit la formation de faisceaux de MTs stables (D-E), piégés dans une balance de forces générées par deux

populations de moteurs moléculaires tirant les MTs dans la méme direction (Adapté de Braun et al., 2009).

Ces kinésines vont pouvoir jouer plusieurs réles dans 1’organisation des réseaux de
MTs. Elles vont a la fois transporter des MTs de polarités opposées et stabiliser des faisceaux
de MTs de méme polarité. Ces propriétés permettent I’auto-organisation de MTs en aster avec
I’extrémité (-) des MTs focalisées au centre de 1’aster (Surrey et al., 2001). Dans la cellule ces
kinésines-14 semblent jouer un role dans la focalisation des MTs aux poles du fuseau a la fois
en méiose et en mitose. Ce mécanisme permet la focalisation des fibres kinétochoriennes qui
sont déconnectées du MTOC (Goshima et al., 2005 ; Endow et al., 1994 ; Mountain et al.,
1999) pour former et maintenir le fuseau bipolaire (Walczak et al., 1998). Ainsi, en mitose,
Klp2 localisée aux extrémité (+) des MTs connectés aux centrosomes, permet la recherche et
la capture des fibres kinétochoriennes ainsi que leur transport pour former le fuseau bipolaire

(Goshima et al., 2005).
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Figure 15 : Modéle en trois étapes de la focalisation des poles par des moteurs d’extrémité (-). (A) pendant le processus
d’assemblage du fuseau durant le début de la mitose, ou méme durant la métaphase quand la longueur du fuseau bipolaire est
stable, les microtubules centrosomaux et les faisceaux de MTs du kinétochore (fibre K) sont souvent discontinus. (B)
Alignement des fibres Kinétochoriennes entre elles par les moteurs moléculaires. (C) « Recherche et Capture » des fibres
kinétochoriennes par Ncd, qui est recruté a ’extrémité (+) des MTs. (D) les moteurs moléculaires (principalement des
dynéines) vont transporter les fibres Kinétochoriennes sur les MTs centrosomaux jusqu’au poles (Adapté de Goshima et al.,
2005).

c. L’organisation des MTs : les MAP65s et les Kinésines-14

Plusieurs études in vivo ont présenté le role d’Asel et de Klp2 dans I’auto-organisation
de réseaux de MTs bipolaires (janson et al., 2007 ; Carazo-salas et al., 2006). Janson et al.,
(2007) expliquent que I’organisation du réseau de MTs en interphase chez s. pombe est
principalement due a ’action de Klp2 : Klp2 transporte les MTs nouvellement nucléés vers
I’extrémité (-) d’un MT pré-existant. Ce mécanisme va permettre de densifier la zone de
chevauchement du faisceau de MTs en localisant les extrémités (-) des MTs au centre du
faisceau. Klp2 qui est localisée a ’extrémité (+) du MT, va ainsi transporter le MT de maniére
indépendante de la longueur du MT. En parallele, Asel va s’accumuler au sein de ces
faisceaux de MT anti-polaire et va freiner 1’action de Klp2 (Brawn et al., 2011). Brawn et al.,
(2011) décrivent un effet de « balayage » d’Asel entre deux MTs glissant 1’un par rapport a
I’autre qui a pour effet I’enrichissement d’Asel dans la zone de chevauchement des deux MTs
au fur et a mesure que celle-ci se réduit (Figure 15). Cet effet « balayage » est possible grace a
la capacité de diffusion d’Asel le long des MTs, a sa forte affinité et ainsi qu’a sa persistance
dans les zones d’interdigitation des MTs (Kapitein et al., 2008). Ce mécanisme permettrait de
maintenir une zone stable de chevauchement entre les MTs : plus elle se réduit a cause du
glissements des MTs et plus Asel s’y concentre et agit comme un frein pour réduire I’activité
de kinésines-14.
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Figure 15 : Asel permet la constitution d’une zone de chevauchement stable entre les MTs en présence d’une kinésine-14.
(A) Kymographe montrant le ralentissement du glissement d’un MT par la kinésine Ncd : la translocation d’un des deux MTs
est identifiée par un marquage rhodamine du MT (image de gauche) et la localisation d’Asel-GFP entre les MTs qui se
chevauchent par un marquage GFP (Image du milieu). On peut distinguer une accumulation d’Asel-GFP au niveau de la
zone de chevauchement des MTs qui se rétrécit par le glissement du MT induit par la kinésine. (B) Schéma représentant la
formation d’une zone de chevauchement de MTs en présence de la kinésine d’extrémité (-), Ncd et d’Asel. Lorsque Ncd fait
glisser les MTs entre eux, Asel, qui a une affinité plus grande pour la zone de chevauchement des MTs que pour les MTs
individuels va se compacter et freiner progressivement la translocation des MTs jusqua ’arréter totalement (Adapté de Braun

etal, 2011).

L’espacement spécifique entre les MTs dans un faisceau organisé par Asel/PRCI1 et
leur polarit¢ préférentiellement anti-paralléle permettrait également le recrutement de
différentes protéines clés de la midzone dont certaines kinésines (Gruneberg et al., 2006 ;
Kurasawa et al., 2004 ; Roque et al., 2010).

Parmis ces moteurs moléculaires on a également les kinésines de la famille 5 qui
jouent un rdéle majeur dans 1’organisation des réseaux de MTs anti-parall¢les (pour revue
Peterman et al., 2009). Les kinésines-5 sont des moteurs moléculaires tétramériques qui se
dirigent vers D’extrémité (+) des MTs, et qui générent des forces en opposition avec les
kinésines-14 (Hentrich et al., 2010). Bieling et al., (2010) ont montré récemment 1’interaction
entre PRC1 et une kinésine 5 (Xklp1l) in vitro, ces deux protéines agissant en synergie pour

constituer une zone de chevauchement stable entre deux MTs anti-parall¢les.

Toutes ces données ont permis d’établir un modéle sur les mécanismes permettant
I‘organisation et le maintien de la zone de chevauchement des MTs au sein du fuseau
mitotique. Asel et Klp2 permettraient la constitution d’un réseau de MTs anti-paralleles
(Janson et al., 2007). Klp2 permettrait I’orientation et I’organisation des MTs, et Asel
induirait leur stabilisation et leur organisation anti-paralléle préférentielle. Asel serait
¢galement impliqué dans le recrutement d’une Kinésine-5 qui va contrebalancer les forces

exercées par des kinésines-14 et permettre le maintien de la longueur du fuseau, ou si la
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balance des forces est déséquilibrée, son ¢longation (Figure 16) (pour revue Peterman et al.,

2009).

A Chevauchement des extrémités moins B Chevauchement des extrémités plus
(Levure de fission)

Figure 16 : Modele d’organisation de MTs par compétition entre translocation et forces de friction. (A) Les extrémités (+)
des MTs sont indiquées par des fléches et les extrémités (-) par des sphéres. La nucléation des MTs s’effectue par des
complexes de nucléation (violet) le long des faisceaux interphasiques. Apres la nucléation, les MTs sont stabilisés dans une
configuration anti-paralléle par Asel (vert). La kinésine Klp2 (rouge) va transporter les MTs vers le faisceau formant la
midzone. Lorsqu’un nouveau MT s’allonge, un nombre plus important d’Asel va s’additionner, augmentant alors la friction
exercée sur des moteurs moléculaires localisés a ’extrémité (+) du MT et dont le nombre est indépendant de la longueur du
MT. En conséquence, la vitesse de transport du MT est ralentie jusqu’a ce que le moteur perde le contact avec le MT
antiparall¢le. (B) Modéle de mécanismes possibles basés sur des forces dépendantes ou indépendantes de la longueur pour la
régulation de la zone de chevauchement des extrémités (+) de MTs anti-paralléles. Les MTs anti-paralléles entre les deux
asters sont organisés en faisceaux par Asel (vert), n’empéchant pas le transport de MTs de méme polarité vers les poles
(jaunes). D’autres moteurs moléculaires d’extrémités (-) (bleu) peuvent s’attacher spécifiquement aux extrémités (+) des
MTs et ainsi tirer les poles I’un vers ’autre avec une force indépendante de la zone de chevauchement. Des moteurs se
dirigeant vers I’extrémité (+) des MTs (noir) peuvent s’attacher le long des MTs en faisceaux. Ces moteurs induisent une
force dépendante de la longueur de chevauchement entre les MTs qui repoussent les poles 1’un de 1’autre. Un équilibre des
forces peut exister entre les kinésines qui se dirigent vers I’extrémité (+) ou (-) des MTs et qui peuvent étre régulées par Asel

(Adapté de Janson et al., 2007).

43



IV. Les propriétés mécaniques des MTs

Comme nous I’avons vu précédemment les MTs ont un role essentiel dans la
morphogenése cellulaire. L’organisation des réseaux de MTs, le comportement des MTs et
leur fonction dans la cellule ne sont pas influencés uniquement par 1’action des MAPs mais
¢galement par la flexibilité de ces filaments. En effet, les MTs sont des filaments rigides qui
peuvent avoir une longueur de persistance de 1 a 8 mm. Leur construction cylindrique leur
assure une résistance contre les forces de compression qui contribue aux propriétés
mécaniques et ¢élastiques des cellules eucaryotes. En comparaison, ils sont beaucoup plus
rigides que d’autres filaments du cytosquelette comme les filaments d’actine qui présentent
une longueur de persistance comprise entre 10 et 20 pm (Gittes et al., 1993 ; Pfaendtner et al.,
2010). La rigidité des MTs permet a la cellule de déformer sa membrane (sauf pour les
cellules ayant des parois telles que les cellules de plantes ou les levures), ou d’assurer le
transport intracellulaire sur de longues distances, et de rester stable face aux tensions
intracellulaires exercées par le réseau d’actine ou a de larges « cargos» comme les

chromosomes ou le noyau.

a. La flexibilité des MTs in vitro

De nombreux groupes, utilisant des approches expérimentales différentes, ont étudié la
flexibilité¢ des MTs. Deux types de mesures de la flexibilit¢ des MTs sont rapportés dans la
littérature : les approches passives qui n’exercent pas de force sur les MTs et des approches
actives ou des forces sont appliquées sur les extrémités ou sur toute la longueur des MTs

(Figure 17).

i. Les différentes approches
1. Les approches passives

Les approches passives utilisent les fluctuations thermiques du milieu qui déforment le
MT sur toute sa longueur ou sur une des extrémités du MT dont I’autre est fixe (Figure 17
B1). Cette méthode est plus facile a mettre en place qu'un dispositif expérimental qui consiste
a exercer une force sur un MT. Elle a donné de bons résultats avec les filaments d’actines.
Cependant les MTs étant beaucoup plus rigides et les courbures des MTs induites par les

fluctuations thermiques étant trés faibles, 1’analyse de la flexibilité par ces approches est

difficile.
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2. Les approches actives

Les approches actives mettent en oeuvre divers dispositifs expérimentaux pour
déformer les MTs (Figure 17 B2). On distingue 1’utilisation de flux, de piéges optiques, de
sondes de microscopie a force atomique, et de moteurs moléculaires. La force produite par la
polymérisation des MTs peut également étre utilisée afin d’étudier sa courbure en géométrie
contrainte, par exemple en utilisant une barriere rigide ou une membrane (Figure 17 B3). Ces
approches sont plus complexes a mettre en ceuvre que les approches passives mais permettent

de sonder la rigidit¢ des MTs en y appliquant directement une force connue.
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Figure 17 : Mesure de la flexibilité des MTs in vitro. (A) Images d’un MT (a gauche) et d’un filament d’actine (2 droite) lors
d’une expérience de fluctuation thermique (Gittes et al., 1993), échelle = 20 pm. (B) Schémas des différentes techniques de
mesure de la flexibilité des MTs, (1) les approches dites « passives » ou la seule force exercée sur le MT correspond a des
fluctuations thermiques, (2) les approches dites « actives » ou une force est exercée sur le MT : par un flux ou un champ
électrique, par un piége optique, des moteurs moléculaires ou une sonde d’AFM, (3) une troisiéme approche consiste a
utiliser la force produite par la polymérisation du MT qui se déforme dans un systeme en contrainte 3D (vésicule) ou 2D

(mur de verre ou de PDMS).
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La flexibilité d’un filament est souvent décrite sous la forme d’une rigidité¢ de flexion
(EI), ou E est I’¢lasticité¢ faisant référence au modulus de Young pour la flexion et I le
moment d’inertie qui décrit les caractéristiques de 1’objet (ici un cylindre). L’autre moyen de
quantifier cette flexibilité est d’utiliser la longueur de persistance (Lp) qui est reliée a la
rigidité de flexion par 1’énergie thermique du systéme : Lp=EI/kbT (ou Kb = constante de
Boltzmann et T = a la température absolue en kelvin) (Landau et Lifshitz, 1986). Cette
longueur de persistance est définie comme étant la longueur au dela de laquelle la corrélation

dans la direction des tangentes est perdue (Figure 18).

A Microtubules Filament d’actines Filaments intermédiaires

@ = 10nm

B Filament rigide Filament semi-flexible Filament flexible
L>Lp L = Lp L <« Lp

Figure 18 : (A) Images des trois principaux types de filaments constituant le cytosquelette : les MTs, les filaments d’actine et
les filaments intermédiaires. Ces trois types de filaments peuvent étre caractérisés par leur différence de rigidité. (B) Schéma
représentant la flexibilité des filaments, pour les MTs, les filaments d’actine et les filaments intermédiaires (de gauche a

droite), (Adapté de Liverpool et al., 2006).

Les différentes approches décrites jusqu’ici pour étudier la flexibilité des MTs n’ont
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pas permis d’arriver a une conclusion définitive concernant la Lp des MTs. Selon les
différentes études, elle peut varier de 1 a 8 mm (pour revue Hawkins, 2009). La variabilité des
valeurs décrites dans la littérature peut s’expliquer par [1’utilisation d’approches
expérimentales trés différentes et souligne nos connaissances encore faibles des propriétés

mécaniques des MTs.

ii. L’effet des drogues sur la rigidité des MTs

Un des points de discorde dans la littérature est I’effet du taxol sur la flexibilité¢ des
MTs. Beaucoup d’études des propriétés mécaniques des MTs ont été réalisées en présence de
taxol. En effet, la stabilisation des MTs par cette drogue facilite leur manipulation lors des
expériences. La plupart des groupes sont d’accord sur le fait que le taxol induit une plus
grande flexibilit¢ des MTs (Dye et al., 1993 ; Venier et al., 1994 ; Felgner et al., 1996 ;
Kikumoto et al., 2006), cependant deux groupes trouvent des résultats différents: soit aucun
effet (Vale et al., 1994), soit une augmentation de la rigidit¢ des MTs (Mickey et Howard,
1995). En parallele des données expérimentales, certains modéles théoriques indiquent
cependant que la stabilisation des MTs par le taxol pourraient rendre les MTs plus flexibles

(VanBuren et al., 2005 ; Mitra et al., 2008).

iii. L’état nucleotidique de la tubuline

L’état nucléotidique de la tubuline joue un rdle important dans la modification de la
flexibilité des MTs. La conformation des diméres de tubuline différe selon qu’ils sont associés
au GTP ou au GDP. Lorsqu’ils sont sous forme GTP, les protofilaments de tubuline ont une
conformation plus « droite » que lorsqu’ils sont sous forme GDP (Elie-Caille et al., 2007).
Cette propriété induirait une différence de flexibilité entre les MTs GDP et GTP. Afin de
mimer 1’état GTP de la tubuline de fagon stable, le GMPCPP est fréquemment utilisé car il est
un analogue non hydrolysable du GTP. Les résultats de plusieurs équipes ont ainsi confirmé
que les MTs sous forme GDP seraient plus flexibles que les MTs sous forme GTP ou

GMPCPP (Mickey et Howard, 1995 ; Kawaguchi, et al., 2010 ; Donhauser et al., 2010).

iv. L’effet de la température
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Une ¢étude de Kawaguchi et al. (2010) a montré qu’il existe une corrélation entre
I’augmentation de la température et 1’augmentation de la flexibilit¢ des MTs. Selon les
auteurs cette différence de la flexibilité peut étre expliquée par I’état nucléotidique de la
tubuline. L hydrolyse du GTP est une réaction enzymatique, de ce fait elle est favorisée par
une augmentation de la température. Les MTs obtiendraient plus rapidement une
conformation GDP par I’hydrolyse du GTP apres leur intégration dans la lattice des MTs et
ces derniers deviendraient ainsi plus flexibles (Kawaguchi et al 2007 ; Kawaguchi et al.,

2010).

v. L’effet de la dynamique des MTs

Janson et Dogterom (2004) émettent 1’hypotheése selon laquelle une partie de la
variabilité des mesures de la longueur de persistance des MTs mesurées in vitro serait due a
I’historique de polymérisation du MT. Selon ces auteurs, la vitesse de polymérisation des
MTs modifie leur flexibilité. Ils ont observé, par une approche passive de fluctuation
thermique, une corrélation entre la vitesse de polymérisation des MTs et leur longueur de
persistance (MTs en croissance et en absence de stabilisateur). Avec des vitesses de
polymérisation entre 1,2 a 2,7 pm/min, ils obtiennent une différen