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Figure 1 : Structure d’un microtubule 

 
À gauche, une structure critallographique (avec sa représentation schématique) d’un 
hétérodimère de tubuline (unité de base du microtubule) les nucléotides sont en rouge. L’hétérodimère à une longueur de 8 nm. Ces dimères s’associent en protofilaments (au 
milieu). L’interaction latérale entre les 13 protofilaments (cas le plus général) va 
constituer un feuillet qui va se refermer sur lui même pour former un tube creux de 25 
nm de diamètre, le microtubule (à droite).  
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I. La composition du fuseau mitotique 
 

Shinya Inoué démontrait en 1953 que le fuseau mitotique était constitué de fibres de protéines responsables du mouvement des chromosomes. Ces fibres que l’on appelle aujourd’hui microtubules sont, comme leur nom l’indique, des filaments microscopiques 

cylindriques creux. Pendant la mitose, ils s’organisent en structure bipolaire, appelée le 

fuseau mitotique, qui est essentiel pour la ségrégation des chromosomes entre les deux 

cellules filles.  

 

I.A  Le microtubule 
 

I.A.1  Structure du microtubule 
 

Les microtubules sont des polymères creux de 25nm de diamètre constitués d’hétérodimères d’α-tubuline et de β-tubuline, des protéines globulaires de 50KDa. L’étude de la structure tridimensionnelle de l’hétérodimère de tubuline a mis en évidence que cette architecture globulaire est composée de 12 hélices α et 10 feuillets β. 
Chaque sous unité possède un site GTP, site N (Non-exchangeable) pour l’α-tubuline et 

site E (Exchangeable Site) pour la β-tubuline dans sa partie N-ter. Ce GTP est 

hydrolysable et échangeable pour la sous unité β (qui lie le GTP ou GDP). En revanche la sous unité α lie constitutivement le GTP (Figure 1, à gauche) (Nogales et al., 1998; 

Nogales et al., 1999).   

 L’association par des liaisons non covalentes d’hétérodimères d’αβ-tubulines constitue 

un protofilament. Cet agencement confère une polarité structurale au protofilament : l’α-tubuline est orientée vers l’extrémité (-) et la β-tubuline vers l’extrémité (+) (Mitchison 1993). Ces protofilaments s’alignent parallèlement (13 dans la plupart des cellules) en 
un feuillet qui va se refermer pour former le microtubule. Les protofilaments vont établir une interaction latérale avec les tubulines de même type (α-α, β-β) avec un 
décalage nommé « sillon » dans le sens de la longueur produisant une rupture de la 

symétrie axiale (Revue Wade et Hyman, 1997) (Figure 1). In vitro, le nombre de protofilaments au sein d’un microtubule peut varier de 9 à 16 (Chrétien et al., 1992; Sui 
and Downing. 2010). 
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Figure 2 : Les cofacteurs de la tubuline et Arl2 
 
A) Les cofacteurs de la tubuline A-E et Arl2 avec leurs tailles et les différents 
domaines.  
B) Paradigme de formation dit « linéaire » de l’hétérodimère de tubuline (Tian et al., 
1996, Cowan et al., 2013) TBCA lie la β-tubuline et TBCB l’α-tubuline. TBCA et TBCB 
sont ensuite remplacés par respectivement TBCD et TBCE. TBCC lie transitoirement 
TBCE-α-tubuline et TBCD-β-tubuline formant un supercomplexe transitoire permettant la libération de l’hétérodimère.  
C) Le model révisé dit « cyclique » de Nithianantham et al., ou Arl2 forme un 
complexe stable avec TBCE-α-tubuline et TBCD-β-tubuline. TBCC participe à l’hydrolyse du GTP d’Arl2, ce qui permet de libérer le dimère de tubuline. 
(inspiré de Al-Bassam, 2017)  
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I.A.2  Formation de l’hétérodimère de tubuline 
 

a) Les premières étapes du repliement conformationnel de la tubuline   

 La tubuline n’est stable que sous forme d’hétérodimère αβ-tubuline. La formation 

de cet hétérodimère est un processus non spontané qui nécessite l’intervention 
séquentielle de protéines chaperonnes et de cofacteurs (Tian et al. 1995). En cas d’erreurs de repliement ou d’association, les monomères ou hétérodimères de tubuline 

qui ne peuvent pas être repliés par les chaperonnes moléculaires sont dégradés (Lundin 

et al., 2010). Pendant la phase S, les polypeptides de tubuline sont transférés par la 

Préfoldine au CCT (Chaperoning Containing TCP-1) (Yokota et al. 1999). Une fois que la 

tubuline est en contact avec le CCT, la Préfoldine se détache et ne forme à aucun moment un complexe ternaire (Vainberg et al., 1998). La Préfoldine améliore l’efficacité du 
repliement de la tubuline en transférant les molécules partiellement repliées vers le CCT 

(Millan-Zambrano et al., 2014).  

 

Le CCT est un complexe hétéro-oligomérique en forme de tonneau composé de 

deux anneaux, chacun composé de 8 sous unités (α, β, γ, δ, ε, ζ, η, θ) faisant une taille d’environ 1MDa. Ce complexe est impliqué dans le repliement de plusieurs protéines de 

la cellule (Willison, 2018). De nombreuses études montrent qu’une ou plusieurs étapes 

du repliement des monomères de tubuline sont dépendantes du CCT (Booth et al., 2008; 

Vallin and Grantham., 2018). En effet, le passage par le CCT est obligatoire pour les 

monomères de tubuline afin d’atteindre leurs formes fonctionnelles.  

 

  b) Les cofacteurs de la tubuline 

 

En 1990, la découverte des gènes cin1, cin2, cin4 et pac2 chez Saccharomyces 

cerevisiae ont été identifiés comme importants pour la mitose. Même si ces gènes sont 

non essentiels pour la viabilité chez la levure, des délétions induisent des défauts de 

ségrégation de chromosome appelé CIN (Chromosomal INstability). Dans ces mutants, 

les microtubules polymérisent diffcilement et deviennent hyperpersensibles aux 

drogues contre les microtubules (Hoyt et al., 1990, Hoyt et al., 1997, Sterns et al., 1990). 
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Les orthologues de la levure Rbl2, Alf1, Cin2, Cin1 et Pac2 ont été identifiés plus tard chez d’autres organismes tel que Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans et 

Arabidopsis thaliana (Hirata et al., 1998, Radcliffe et al., 1999, Szymanski et al., 2002). 

Ces protéines ont été renommées respectivement TBCA, TBCB, TBCC, TBCD et TBCE 

(pour Tubulin Binding Cofactor) (Figure 2A).  

 

Cowan et ses collègues sont les premiers, par des études biochimiques, à décrire 

une voie appelée « linéaire » de repliement et de formation de l’hétérodimère de l’α et la β-tubuline (Tian et al., 1996, Tian et al., 1997, Cowan Lewis., 2001). TBCB et TBCA lie 

respectivement l’α et la β-tubuline. L’α et la β-tubuline sont ensuite délivrées à TBCE et 

TBCD lesquels formeront un « supercomplexe » transitoire avec TBCC (TBCE/α-

tubuline/TBCC/β-tubuline/TBCD) grâce auquel un hétérodimère αβ-tubuline est 

assemblé ou dégradé (Figure 2B) (Tian et al., 1997).  

 

c) Arl2 

 

Des études génétiques dans différents modèles ont identifié la GTPase Arl2 (ADP 

ribosylation factor-like protein 2) comme une protéine régulant les cofacteurs de la tubuline et la dégradation de l’αβ-tubuline (Antoshechkin and Han, 2002; Price et al., 

2010). Lorsque Arl2 est inactivée chez Saccharomyces cerevisae (cin4), les microtubules 

ne peuvent plus polymériser. Ce phénotype a précédemment été observé avec l’inactivation de TBCC, TBCD et TBCE (Fleming et al., 2000; Nithianantham et al., 2015; 
Chen et al., 2016). De nouvelles études montrent que Arl2 forme un complexe stable avec TBCD, la β-tubuline et TBCE (Nithianantham et al., 2015, Francis et al., 2017). Un 

nouveau modèle est proposé, appelé le modèle « cyclique » dans lequel trois sous unités, 

TBCD, TBCE et Arl2 ne se désassemblent pas entre chaque cycle de formation d’un 
hétérodimère comme précédemment suggéré (Tian et al., 1999). Ce modèle met en 

évidence une régulation catalytique de la biogenèse et la dégradation des hétérodimères αβ-tubulines. La liaison transitoire de TBCC avec le complexe permettrait d’activer l’hydrolyse de Arl2-GTP (Guanosine triphosphate) en Arl2-GDP (Guanosine 

diphosphate) et de contrôler la quantité d’hétérodimères de tubuline solubles, régulant 
ainsi la dynamique des microtubules in vivo (Nithianantham et al., 2015; Al-Bassam 

2017) (Figure 2C). Cependant, le mécanisme exact n’est pas encore élucidé et d’autres 
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études seront nécessaires pour comprendre avec exactitude la biogenèse et la 

dégradation des hétérodimères de tubulines.  

 

  d) TBCE 

 

TBCE est indispensable pour le repliement de l’α-tubuline, ainsi que la formation 

et la libération du dimère d’αβ-tubuline. In vitro, la surexpression de TBCE empêche la 

libération des hétérodimères de tubuline dans les cellules humaines menant à une 

destruction du réseau de microtubule en interphase (Kortazar et al. 2006; Kortazar et al. 

2007). En revanche, chez Drosophila melanogaster, la surexpression de TBCE n’a aucun 
effet, ce qui laisse suggérer une fonction différente selon les organismes (Jin et al., 2009). 

La déplétion de TBCE, quant à elle, n’induit aucun changement des niveaux totaux de 

tubulines endogènes chez tous les organismes étudiés (Schaefer et al., 2007; Jin et al., 

2009; Parvari et al., 2002). Cependant, les cellules déplétées pour TBCE contiennent plus 

de tubulines solubles et moins de tubulines polymérisées que les cellules sans 

traitement. Ce qui laisse penser qu’en absence de TBCE, bien que les niveaux de 

tubulines restent inchangés, les microtubules ne sont pas capables de polymériser 

normalement (Schaefer et al., 2007; Jin et al., 2009 ; Bellouze et al., 2014).  

 

TBCE est composé de trois domaines, un domaine CAP-Gly (Cytoskeleton-

Associated Protein Glycine Rich) en N-ter, un domaine LRR (Leucine Rich Repeat) et un 

domaine UBL (Ubiquitin Binding Like domain) en C-ter. Ces deux derniers permettraient 

les interactions protéines-protéines notamment le domaine UBL avec le protéasome 

(Serna et al., 2015). Le domaine CAP-Gly, quand à lui, est connu pour interagir avec des 

protéines contenant la séquence EEY (tel que la queue C-ter de l’α-tubuline) au travers d’un motif consensus GK(N/H)DG conservé (Steinmetz and Akhmanova, 2008). 

Contrairement à la levure, la mutation du gène tbce est muté (au niveau du CAP-Gly) 

chez Drosophila melanogaster, entraine une létalité au stade embryonnaire, démontrant 

ainsi que tbce est un gène essentiel chez certains organismes (Jin et al,. 2009). Il existe 

une protéine appelée COEL (Tubulin Folding Cofactor E-Like) pour sa similarité de 

séquence protéique avec TBCE qui est une protéine déstabilisatrice de la tubuline identifiée chez l’homme. COEL ne possède pas de domaine CAP-Gly en N-ter (Bartolini et 

al., 2005; Lundin et al., 2010) et sa surexpression provoque la dépolymérisation des 
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microtubules dans les cellules humaines (Bartolini et al., 2005). Bien que TBCE semble 

avoir un rôle fondamental dans la formation et le maintien du réseau de microtubules en interphase, il n’y a aucune étude du rôle de cette protéine lors de l’assemblage du fuseau 
mitotique. 

 

e) La dérégulation du repliement conformationel de l’hétérodimère de 

tubuline est impliquée dans des pathologies humaines 

 
La dérégulation du repliement conformationel de l’hétérodimère de tubuline est 

associée à de nombreuses pathologies. La GAN (Neuropathie à axones géants) est une 

maladie neurodégénérative autosomale récessive résultant d’une mauvaise dégradation 
de TBCB qui est en excès et provoque une dépolymérisation des microtubules (Wang et 

al., 2005; Cleveland et al., 2009; Helferich et al., 2018). Chez les souris, une mutation 

faux-sens dans le domaine CAP-Gly du gène tbce cause une neuropathie motrice 

progressive (pmn) qui se traduit par une diminution du nombre de microtubules. Les 

souris atteintes de pmn manifestent des dégénérations neuronales, des faiblesses 

musculaires et des insuffisances respiratoires (Martin et al., 2002; Bommel et al., 2002, 

Rak et al., 2013; Schäfer et al., 2017). Chez l’humain, une délétion dans le domaine CAP-

Gly de TBCE est responsable de syndromes entrainant des problèmes de 

développements létaux, rares, récessifs et congénitaux appelés HRD 

(Hypoparathyroidism Retardation mental and Dysmorphism) et le syndrome de Kenny-

Caffey/Sanjad-Sakati (Parvari et al., 2002; Hershkovitz et al., 2007; Sferra et al., 2016). 

Ces syndromes sont dus à une délétion de quatre acides aminés adjacents au motif 

conservé GK(N/H)DG, ce qui entraine une destruction du réseau de microtubules. Il a 

été proposé que cette délétion perturberait l’interaction avec l’α-tubuline (Steinmetz 

and Akhmanova, 2008). Une autre mutation du gène tbce, entrainant la production d’une 
protéine tronquée, en amont du motif conservé GK(N/H)DG, est associé à un syndrome. 

Bien que associé à la maladie humaine, cette protéine est partiellement fonctionnelle 

(Tian et al., 2006). Plus récemment, des études ont montré que des mutations du gène 

tbcd provoquent des cas d’encéphalites neurodégénératives précoces mettant un peu plus en évidence l’importance des cofacteurs de la tubuline dans le développement 

(Miyake et al., 2016; Edvardson et al., 2016; Gronbord et al., 2018).  
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I.A.3  L’hétérogénéité de la tubuline : isotypes et modifications post-
traductionnelles 

 
La séquence primaire, la structure et le repliement des protéines de la tubuline 

sont très conservés au cours de l’évolution chez les eucaryotes. Cependant la tubuline 

est sujette à des hétérogénéités de deux types : l’expression de différents isotypes et des 
modifications post-traductionnelles. Ces hétérogénéités permettent de former des 

populations distinctes de microtubules en fonction du type cellulaire. De plus, nous 

allons voir que certaines MAPs et moteurs moléculaires sont sensibles aux modifications 

post-traductionnelles (appelé « le code de la tubuline ») qui module leur affinité pour les 

microtubules. 

 

  a) Les isotypes de la tubuline 

 

Les clonages des premiers gènes de la tubuline ont eu lieu dans la fin des années 

70 (Cleveland et al., 1978), mettant en évidence que plusieurs gènes codaient pour l’α ou 

la β-tubuline. Ceci permet la traduction de tubulines avec des séquences en acides 

aminés qui varient légèrement (Luduena et al., 1992). Chez les mammifères, il existe 8 

gènes codant pour l’α-tubuline et 9 pour la β-tubuline (2 gènes codant pour l’α-tubuline 

et 2 gènes codant pour la β-tubuline chez la drosophile).  

 Certains isotypes sont exprimés de façon ubiquitaires alors que d’autres sont limités à 
certaines cellules spécifiques (Leandro-Garcia et al., 2010; Katsetos et al., 1987). 

Différents isotypes peuvent s’échanger pour l’assemblage du microtubule (Lewis and 
Cowan, 1987). Cependant, certaines études ont montré que la substitution d’un isotype peut entrainer des défauts au sein de certains tissus, ce qui indique qu’ils sont non 
interchangeables dans certaines conditions (Hoyle and Raff, 1990; Saillour et al., 2014). 

De nouvelles études montrent que les isotypes de tubulines influent sur les propriétés 

structurales et dynamiques des microtubules. En effet, la stabilité et le nombre de 

protofilaments au sein du microtubule varie en fonction de la composition du 

microtubule en isotypes de β-tubulines, (Paluma et al., 2016; Ti et al., 2018). 
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Figure 3 : Les modifications post-traductionnelles 

 
Schéma illustrant les différentes modifications post-traductionnelles des dimères de 
tubulines avec leurs positions respectives. Les différentes enzymes responsables de ces 
modifications post traductionnelles sont aussi précisées. (inspiré de Janke, 2014) 
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b) Les modifications post-traditionnelles de la tubuline  

 

   b1) Les principales modifications post-traductionnelles  
 

La tubuline est sujette à de nombreuses modifications post-traductionnelles. La plupart se situent à la fois sur l’α et la β-tubuline mais certaines concernent uniquement l’α–tubuline. Les plus connues sont l’acétylation de la lysine 40 ou la détyrosination en 
C-ter de l’α-tubuline. Il existe aussi la poly-glycylation et la poly-glutamylation des queues de l’α et la β-tubuline (Figure 3) (Westermann and Weber 2003; Janke 2014).  

 

 Toutes ces modifications sont conservées au cours de l’évolution (de la levure à l’homme) et leurs distributions sont spécifiques des phases du cycle. Par exemple les 

microtubules en interphase sont en majorité tyrosinés (Webster et al., 1987). En 

revanche les fibres K et le midbody ont des microtubules détyrosinés et poly-glutaminés 

(Bobinnec et al., 1998, Lacroix et al., 2010).  

 

La plupart de ces modifications sont réversibles et sont catalysées par des 

enzymes (pour revue Janke, 2014). Par exemple, la détyrosination en C-ter est catalysée par une famille d’enzymes, les vasohibines (VASH1 et 2) (Aillaud et al., 2017). La réaction inverse, c’est à dire l’addition d’une nouvelle tyrosine est catalysée par la 

Tubuline Tyrosine Ligase Like (TTLL) (Prota et al. 2013). Suite à une détyrosination, les 

Carboxypeptidases Cytosoliques (CCPs) peuvent enlever des résidus glutamates pour 

générer des tubulines Δ2 ou Δ3 (Rogowski et al., 2010, Berezniuk et al., 2012). L’acétylation de la lysine 40 est catalysée par l’aTAT1 et le groupe acétyl est enlevée par 

une histone désacétylase : HDAC6 ou SIRT2 (Hubbert et al., 2002; North et al., 2003). Les 

poly-glutamylations et les poly-glycylations sont quant à elles catalysées par les 

enzymes de la famille TTLL (Regnard et al., 2003; Janke et al., 2005) La Déglutamylation 

est effectuée par les CCPs (Kimura et al., 2010; Rogowski et al., 2010). Cependant, aucune déglycylase n’a été identifiée jusqu’à aujourd’hui (Figure 3). 
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b2) Le rôle des modifications post-traductionnelles  
 
 Les modifications post-traductionnelles ont des rôles directs sur les propriétés biophysiques des microtubules. L’exemple le mieux connu est celui de l’acétylation de la lysine 40 de l’α-tubuline, une modification post-traductionnelle retrouvée dans la 

lumière du microtubule. Cette modification est essentielle afin de stabiliser les 

microtubules et les protéger contre le stress mécanique (Portran et al., 2017).  

 

 D’autres modifications post-traductionnelles vont « décorer » la paroi du 

microtubule, ce qui permet d’interagir spécifiquement avec certaines MAPs. Des travaux 

ont montré que les modifications post-traductionnelles sont directement impliquées 

dans le recrutement sur le microtubule des moteurs protéiques tel que la kinésine-1, 2, 

et 13 ainsi que la dynéine. Ce sont des protéines impliquées dans des processus cellulaires tel que le transport cellulaire, l’interaction avec les chromosomes ou l’organisation du fuseau mitotique (Hammond et al., 2010; Peris et al., 2006; Peris et al., 

2009). Ces moteurs sont sensibles à la présence de tyrosine en C-ter de l’α-tubuline 

(Sirajuddin et al., 2014 ; McKenney et al., 2016). La kinesine-7, quant à elle, interagit 

avec les chromosomes, ce qui permet leur congression. Cette kinésine est 

préférentiellement retrouvée sur les microtubules détyrosinés (Barisic et al., 2015).  

 

I.A.4 La cinétique d’assemblage de la tubuline  
 

a) La nucléation spontanée 

 
Bien que la nucléation soit régulée par de nombreux facteurs dans les cellules, in 

vitro, les microtubules sont capables de nucléer spontanément à partir de dimères de 

tubulines purifiées dans une solution tampon contenant du GTP, des ions Mg2+ à une température de 35°C ainsi qu’un pH physiologique (Voter et al., 1984). La nucléation spontanée débute par une étape d’oligomérisation de la tubuline. Cette étape demande 
de passer une barrière énergétique élevée, défavorable, dépendante de la concentration 

de tubuline-GTP appelée la concentration critique (qui est d’environ 20μM pour la tubuline de mammifères). Deux modèles sont proposés afin d’expliquer ce phénomène de nucléation spontanée. 1) Les dimères de tubulines s’associent de façon tête à queue pour former des protofilaments qui s’associeront ensuite en feuillet. Lorsque des 
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dimères s’ajoutent latéralement il va y avoir une fermeture du feuillet qui forme le 
microtubule. 2) Les dimères s’associent latéralement pour former un oligomère de tubuline. C’est cet assemblage latéral d’une dizaine d’hétérodimères qui permettent de 

former la matrice de départ à partir de laquelle se constituera le microtubule (revue Job et al., 2003). Il est intéressant de préciser que la concentration nécessaire à l’élongation des microtubules préexistants est d’environ 1μM soit nettement inférieure à la 
concentration critique (Wieczorek et al. 2015).  

 

b) La nucléation avec matrice 

 
In vivo, de nombreuses études ont montré que la nucléation requiert un autre 

membre de la famille des tubulines : la γ-tubuline. La purification de la γ-tubuline à partir d’œuf de xénope et d’embryons de D. melanogaster a permis d’identifier un 

complexe de taille de 2,2MDa (Moritz et al., 2000). Ce complexe appelé γ-TuRC (γ-

tubulin Ring complex) contient la γ-tubuline, GCP2 (γ-tubulin complexe protein 2 ou 

Grip84 chez la dorosphile), GCP3 (Grip91), GCP4 (Grip75), GCP5 (Grip128), GCP6 

(Grip163). Un doublet de γ-tubuline s’associe avec GCP2 et GCP3 pour former le 
complexe γ-TuSC (γ-tubulin small comlex) (Figure 4A en haut). Le γ-TuRC est donc 

composé de plusieurs γ-TuSC et associé avec les protéines GCP4, GCP5 et GCP6 (Figure 

4A en bas). Ainsi 13 γ-tubulines s’associent latéralement en forme d’anneau 

correspondant au nombre de protofilaments au sein du microtubule. Ce complexe est 

essentiel pour initier la nucléation des microtubules à des concentrations en tubuline 

soluble bien inférieures à la concentration critique (environ 6μM in vitro), permettant de réduire voir de s’affranchir de la phase de latence observée avec la nucléation spontanée 

(Figure 4B) (Kollman et al., 2011; Wieczorek et al. 2015). 

 

c) La nucléation sans γ-TuRC 

 
Différentes expériences ont montré que l’inactivation du γ-TuRC dans des 

embryons de drosophile ou C.elegans perturbe l’assemblage du fuseau mitotique mais 
que les microtubules sont toujours capables de nucléer (Sampaio et al., 2001; Hannak et 

al., 2002). Ces observations ont été confirmées par de l’imagerie en temps réel, ce qui  
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Figure 4 : Le complexe γ-tubuline 
 
A) Le complexe (γ-TuSC) est très conservé et essentiel à l’initiation de la nucléation des microtubules. Le γ-TuSC contient deux copies de γ-tubuline associés à GCP2 et GCP3. 
Plusieurs γ-TuSC s’assemblent avec GCP4, GCP5, GCP6 (formant un complexe en forme d’anneau, le γ-TuRC, qui permet l’initiation de nucléation du microtubule).  B) Graphique représentant l’impact de la matrice de nucléation sur la polymérisation de 
la tubuline au cours du temps. Le γ-TuRC réduit le temps de latence observé lors de la 
nucléation spontanée des microtubules. 
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laisse suggérer que d’autres protéines (en parallèle et/ou en collaboration avec la γ-

TuRC) sont capables d’initier la polymérisation des microtubules, certaines MAPs 

(Microtubules Associated Proteins ou Protéines associées aux microtubules) (Section 

II.B) (Rogers al., 2008). 

I.A.5 Les propriétés dynamiques des microtubules  

 

a) L’instabilité dynamique des microtubules 

 

Le microtubule est une structure très dynamique qui oscille rapidement entre phases d’élongation (polymérisation) et de raccourcissement (dépolymérisation). Mitchison et Kirschner sont les premiers à décrire ce phénomène qu’ils ont appelé 
« instabilité dynamique » (Mitchison and Kirschner, 1984). Elle est définie en fonction 

de quatre paramètres : (1) la vitesse de polymérisation, (2) la vitesse de 

dépolymérisation, (3) la fréquence de « catastrophes » (quand le microtubule passe d’une phase de polymérisation à une phase de dépolymérisation) et (4) la fréquence de 

« sauvetages » (quand le microtubule passe d’une phase de dépolymérisation à une 
phase de polymérisation) (Mitchison and Kirschner 1984) (Figure 5B). 

 

 Tous ces différents paramètres sont dépendants de la concentration locale en tubuline libre. Walker et al., (1988) ont montré que la vitesse d’élongation aux deux 
extrémités augmente avec la concentration de tubuline. En augmentant la quantité de 

tubuline disponible, il y a une diminution des catastrophes qui s’accompagne d’une augmentation des sauvetages. L’instabilité dynamique peut aussi être directement 
régulée par les MAPs (Section II.B).  

 

b) La coiffe-GTP 

 
La polarité intrinsèque des microtubules influe sur la dynamique de chacune des extrémités (Allen and Borisy, 1974). L’extrémité (-) des microtubules est décrite comme plus stable et moins dynamique que l’extrémité (+). Ce phénomène est expliqué par l’activité GTPase de la tubuline. Comme décrit précédemment, les deux sous unités de tubulines possèdent un site de liaison à une molécule de GTP. Le GTP lié à l’α-tubuline est n’est ni échangeable ni hydrolysable alors que le GTP présent sur la sous unité de la  
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Figure 5 : La dynamique des microtubules 
 
A) L’activité GTPase de la tubuline. La molécule de GTP de la β-tubuline est capable d’être hydrolysée en GDP et Pi (Phosphate inorganique). 
B) Les microtubules se dépolymérisent et se repolymérisent continuellement ce 
phénomène est appelé « l’instabilité dynamique ». Quand un dimère de tubuline 
s'ajoute à l'extrémité d'un microtubule, la molécule de GTP de la β-tubuline est 
hydrolysée en GDP et Pi après un certain temps. L'hydrolyse du GTP change la 
conformation des sous-unités et affaiblit les liaisons dans le polymère. Les 
protofilaments peuvent alors se séparer et les dimères de tubuline situés à l’extrémité (+) des microtubules peuvent se libérer. 
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-tubuline est hydrolysable au niveau du site E. L’hétérodimère qui s’incorpore possède une β-tubuline liée au GTP. Lors de l’interaction avec un autre hétérodimère, le GTP est 

hydrolysé en GDP. (Weisenberg and Deery, 1976; Nogales et al., 1990, Nogales et al., 

2000). Le décalage temporel entre le moment où un hétérodimère s’incorpore dans le microtubule et l’hydrolyse de son GTP entraine l’existence d’une population de tubuline-GTP à l’extrémité (+) : c’est la coiffe GTP. L’hydrolyse du GTP en GDP entraine un changement de conformation du dimère et notamment une compaction du site E de l’α-

tubuline, génèrant une contrainte globale qui tend à déstabiliser le microtubule. Par contre si la vitesse d’hydrolyse du GTP devient plus rapide que la vitesse d’incorporation de nouveaux dimères, la coiffe disparaît et une catastrophe se produit. En l’absence de 
coiffe, les liaisons latérales entre les protofilaments cèdent, entraînant une 

dépolymérisation rapide (Alushin et al., 2014; Zhang et al., 2015). Par conséquent, la présence de cette coiffe stabilise l’élongation du microtubule en empêchant les 
évènements de catastrophes (Desai et Mitchison, 1997). Il a été montré que la -tubuline 

liée au GDP peut être incorporée à l’extrémité (+) du microtubule mais ceci altère sa 

dynamique in vitro (Valiron et al., 2010). 

I.B Le centrosome 
 

Une structure majeure responsable de la nucléation des microtubules est le 

centrosome. Bien que non nécessaire à l’établissement d’un fuseau bipolaire, les 
centrosomes sont les sites majeurs de la nucléation des microtubules ou MTOCs 

(Microtubule-organizing centers ou centre organisateur de microtobule) dans la plupart 

des cellules somatiques animales. Ces structures sont importantes pour l’assemblage et l’orientation du fuseau mitotique. Plus de 200 protéines ont été identifiées par 

spectrométrie de masse au niveau de cet organite, comme la γ-TuRC ou des protéines 

associées aux microtubules (Müller et al., 2010).  

 

I.B.1 Structure 
 
 Le centrosome est constitué de deux centrioles de 100 à 500nm de long, arrangés de façon orthogonale l’un par rapport à l’autre. Chez la plupart des vertébrés, les 

centrioles sont formés de neuf triplets de microtubules très stables en forme de cylindre. Les nouveaux centrioles (appelés centrioles fils) s’assemblent autour d’une structure : le 
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« cartwheel », composé d’un noyau central et de neuf rayons.  Cette structure est absente 

dans la plupart des centrioles plus âgés (centrioles père) (Figure 6, à gauche). La 

structure du centrosome varie énormément au cours de l’évolution. Par exemple, chez la 

drosophile les centrioles sont généralement plus courts et sont composés de doublets de 

microtubules au lieu de triplets. De plus, le « cartwheel » est présent chez le centriole 

père et fils. Les centrosomes s’organisent dans le matériel péri-centriolaire (PCM), un 

nuage de matériel amorphe non membranaire. Dans le PCM, la cellule concentre des 

complexes de γ-tubulines qui permettent la nucléation de microtubules (Fu and Glover, 

2012; Sonnen et al., 2012; Conduit et al., 2015).  

 

 I.B.2 Le Cycle du centrosome 
 
 Comme l’ADN, les centrosomes se dupliquent une seule fois par cycle cellulaire. 

Chaque centrosome sera hérité par une des cellules filles à la fin de la division cellulaire 

(Nigg. 2007). Le cycle de duplication et ségrégation des centrosomes peut être subdivisé 

en plusieurs étapes : le désengagement, la duplication, la maturation et la séparation. Le 

désengagement (anciennement appelé désorientation) intervient à la sortie de la phase 

M (ou au début de la phase G1) quand le lien étroit entre les centrioles père et fils est 

rompu. Cette séparation des deux centrosomes est régulée par des moteurs moléculaires 

(Section I.B.5.A). Cependant, les centrioles sont toujours connectés par une structure 

filamenteuse lâche. Pendant la phase S, les centrioles père et fils se dupliquent. Lorsque 

les centrioles atteignent leur pleine longueur en fin de phase G2, les deux paires de 

centrioles, qui sont devenues des centrosomes accumulent du PCM, c’est la maturation. 
Durant la prophase de la division cellulaire, le lien entre les centrosomes est rompu, ils 

se séparent et jouent leur rôle de centres organisateurs de microtubules (Conduit et al. 

2015).  

 

I.B.3  Le PCM (Matériel Péri-centriolaire) 
 

a)  Introduction 

 
 Des décennies de génétique, de biologie cellulaire et de biochimie ont permis d’identifier les protéines clés nécessaires à l’assemblage du PCM. Pendant la mitose la taille et la capacité de nucléation des centrosomes augmentent, c’est la maturation. 
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L’architecture du PCM mitotique apparaît comme un nuage amorphe principalement 
constitué principalement de CDK5RAP2 et la γ-TuRC. Cette structure permet l’augmentation de la nucléation des microtubules (Figure 6, à droite). C’est un 
événement important pour de nombreuses cellules afin de participer à la bipolarisation 

et à l’assemblage spatio-temporel du fuseau mitotique (Conduit et al., 2015). 

  

b) L’assemblage du PCM au travers de la transition de phase 

 

   b1) Concept de la transition de phase 
 Une avancée dans la compréhension de l’assemblage du PCM des centrosomes est 
la découverte que les transitions de phases des protéines peuvent jouer un rôle dans son 

assemblage et la nucléation des microtubules. Ce processus biochimique est décrit par le fait que certaines protéines ont la capacité de s’accumuler au sein d’un compartiment 
non membranaire. Les protéines ayant ces propriétés structurales particulières d’auto-

assemblage produisent des gouttelettes protéiques physiquement séparées du cytoplasme, comme l’huile avec l’eau. Ce comportement est connu sous l’appellation 
« Séparation de Phase Liquide-Liquide » (LLPS) qui permet à la cellule de séparer 

certaines régions au sein du cytoplasme. Cependant, dans cet état, l’échange avec le 
cytoplasme est maintenu. Ceci permet à des protéines dites « clientes » de s’accumuler 

au sein de cette transition de phase. Cette concentration de protéines clientes constitue 

un potentiel mécanisme qui permet d’augmenter les vitesses de réaction dans la cellule 

(Banjade and Rosen, 2014; Jiang et al., 2015; Li et al., 2012). Les transitions de phases 

sont produites à partir de la multimérisation de protéines qui ont des domaines 

intrinsèquement non structurés et/ou des séquences dites de faibles complexités. Ce 

mécanisme permet de former des centres organisateurs dans la cellule qui sont 

essentiels à la formation de structure tel que le PCM mitotique (Shin and Brangwynne, 

2017). 

   

b2) Le PCM mitotique 
 Avant l’assemblage du fuseau mitotique, le PCM du centrosome s’assemble via la multimérisation de CDKRAP2 (chez l’homme), la Centrosomine (chez la drosophile) ou 
SPD-5 (chez C.elegans) (Feng et al., 2017; Fong et al., 2008; Woodruff et al., 2015).  
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Figure 6 : L’organisation du centrosome 
 
A) Organisation d’un centriole. Chez les vertébrés, le centriole est constitué de neuf 
triplets de microtubules (doublet chez la drosophile). Le centriole s’arrange autour d’une structure appelée le « cartwheel ». B) Organisation des différentes protéines 
recrutées dans le PCM (Matériel Péricentriolaire) interphasique C) Pendant la maturation, le PCM du centrosome s’étend et recrute des protéines tel que la γ-TuRC 
qui augmente son potentiel de nucléation. 
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Une fois assemblées, ces protéines forment le PCM mitotique qui est capable de recruter des protéines comme la tubuline, des kinases ou d’autres protéines agissant sur la 
nucléation des microtubules, comme certaines MAPs (XMAP215, TPX2) (Woodruff et al., 

2017). A la fin de la mitose le PCM mitotique est désassemblé (Conduit et al., 2015). 

II. L’assemblage du fuseau mitotique 
 

Le fuseau mitotique est une structure bipolaire composée de trois grandes 

catégories de microtubules : les microtubules kinétochoriens, les microtubules 

interpolaires et les microtubules astraux (Dumont and Mitchison 2009) (Figure 7).  

 

Les microtubules kinétochoriens ont leurs extrémités (+) qui interagissent avec 

les kinétochores (un assemblage supramoléculaire de protéines au niveau des régions 

centromériques Section III.B) et leurs extrémités (-) avec les pôles du fuseau (Mc Donald et al., 1992). L’association de plusieurs microtubules entre eux (« bundles » de 20 à 40 

microtubules chez les vertébrés) forment les fibres kinétochoriennes : fibres-k, ce qui 

leurs confèrent une plus grande stabilité que les autres types de microtubules (Mc Ewen 

et al., 1997, Bakhoum et al., 2009). Ces microtubules exercent une force de traction sur 

les kinétochores afin de séparer les chromatides sœurs vers les pôles du fuseau en 

anaphase (McIntosh et al., 2002).  

 

Les microtubules interpolaires quant à eux, s’étendent d’un pôle à l’autre et vont former l’armature du fuseau mitotique. Environ 95% des microtubules du fuseau peuvent être qualifié d’interpolaires, ils s’organisent préférentiellement de façons 
antiparallèles par groupe de 2 à 6 (Mastronade et al., 1993).  

 

Finalement, les microtubules astraux interagissent (de part leurs extrémités (+)) 

avec le cortex ce qui permet d’ancrer les pôles et donc d’orienter correctement le fuseau 
dans la cellule (Grill et al., 2003). Dans la plupart des cellules, la majorité des 

microtubules provient des centrosomes (quand elles en possèdent). Cependant, des 

mécanismes additionnels ont été découverts et montrent une véritable coopération de 

différentes voies qui permettent la formation du fuseau mitotique.  
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Figure 7 : Les sous classes de microtubules 
 Représentation schématique d’un fuseau en métaphase avec les sous populations 
de microtubules : avec les microtubules interpolaires (-----), les fibres K (-----) et 
les microtubules astraux (-----). L’extrémité (+) de croissance est indiquée par le 
«+». Les temps de ½ vie des différentes classes sont précisés (Meunier and 
Vernos. 2016). 
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De plus comme nous allons le voir, de nombreuses protéines participent à l’élaboration de cette structure en interagissant directement avec les microtubules, les 
MAPs (Microtubules Associated Proteins). 

 

II.A Les voies de nucléation non centrosomales  
 

Pendant de nombreuses années les centrosomes était vus comme comme les 

seuls MTOCs de la cellule. Cependant, même si les centrosomes sont les principaux 

MTOCs de la cellule, la densité en microtubules nucléés par les centrosomes diminue en fonction de l’éloignement par rapport ceux-ci. Par conséquent, la probabilité qu’un 
kinétochore soit capturé diminue donc rapidement en fonction de la distance entre le 

centrosome et le chromosome. Ainsi une modélisation mathématique prédit que plusieurs heures seraient nécessaires à la capture des 92 kinétochores d’une cellule 
humaine (Wollman et al., 2005). De plus, certaines cellules sont dépourvues de 

centrosomes tel que les ovocytes de mammifères et les cellules végétales. Finalement, il 

a été montré chez la drosophile que les centrosomes ne sont pas indispensables au 

développement et à l’assemblage du fuseau mitotique (Khodjakov et al., 2000; Basto et 
al., 2006; Bettencourt-Dias, 2013).  

 

Pendant longtemps, les chromosomes étaient considérés comme des éléments 

passifs au cours de la division cellulaire. En effet, des études ont montré la formation de 

fuseaux mitotiques bipolaires en absence de chromosome (Heald et al., 1996; Faruki et  

al., 2002; Bucciarelli et al., 2003). Cependant, la chromatine participe directement à la 

nucléation des microtubules grâce à la formation de gradients qui stabilisent les microtubules. Ce n’est seulement lorsque les centrosomes sont affectés que l’on peut observer l’importance de la contribution de ces voies additionnelles de nucléation. En 

effet, il y a une forte augmentation de la polymérisation des microtubules autour des kinétochores lorsque l’on inhibe l’activité des centrosomes, par interférence à l’ARN 
(ARNi) contre la kinase Plk1, une kinase essentielle pour la maturation des centrosomes 

(Torosantucci et al., 2008; Lee and Rhee, 2011). Les voies de nucléation médiées par la chromatine permettent l’augmentation de la densité des microtubules autour des 
kinétochores afin de faciliter leurs captures.  
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Figure 8 : Les différentes voies d’assemblages du fuseau mitotique 
 
A) La voie de nucléation des microtubules à partir des centrosomes. B) La voie de nucléation à 
partir de la chromatine. À gauche, la voie Ran ou RCC1 lie les chromosomes, ce qui induit une 
augmentation de la concentration en RanGTP autour de la chromatine. Le gradient RanGTP (en 
jaune) permet la libération de facteurs d’assemblages du fuseau mitotique de leurs liaisons 
inhibitrices avec les importines (imp-α et imp-β). Ceci va permettre la nucléation de microtubules 
autour des chromosomes. À droite, le CPC (Chromosomal Passenger Complex) est quant à lui 
enrichi au niveau des kinétochores. Le gradient Aurora B (en violet) joue un rôle essentiel car il va inhiber l’activité de la stathmine (une protéine qui séquestre les dimères de tubuline) et de MCAK 
(une kinésine déstabilisatrice des microtubules). C) La voie de nucléation microtubule 
dépendante. Les microtubules sont capables de générer de nouveaux microtubules directement à 
partir de microtubules préexistants via un complexe octamérique, l’augmine, qui est capable de 
recruter la γ-TuRC.  
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 II.A.1 Les voies de nucléation des microtubules médiée par la chromatine 

 

 a)  Le gradient Ran-GTP 

 

   a1) Introduction 
 Les premières démonstrations de l’existence d’un mécanisme de nucléation des 
microtubules dépendant des chromosomes pendant la division cellulaire ont été 

obtenues dans les années 1970. Plusieurs groupes ont observé la nucléation de 

microtubules à proximité ou au niveau des kinétochores (McGill and Brinkley, 1975; 

Telzer et al., 1975; Bradander et al., 1981). En 1984, des structures semblables à des fuseaux ont été observées après l’injection d’ADN de bactériophage lambda dans des œufs de xénopes (dépourvus de chromatine et de centrosomes) arrêtés en métaphase 
(Karsenti et al., 1984). En 1996, il a été démontré que des fuseaux bipolaires sont capables de s’assembler autour de billes recouvertes d’ADN plasmidique incubés dans des extraits de xénope (Heald et al., 1996). Ces expériences confortent l’idée selon laquelle la chromatine est capable d’assembler et d’organiser les microtubules.  

 

Dans les années qui ont suivies, la GTPase Ran (Ras-like nuclear protein) a été 

identifiée comme le facteur déterminant de la nucléation des microtubules dépendant 

de la chromatine (Kalab et al., 1999; Zhang et al., 1999). Comme toutes les protéines G, 

son activité est dépendante de sa liaison aux nucléotides guanidiques (active sous forme 

Ran-GTP). La protéine RCC1 (Regulator of Chromosome Condensation 1 ou Ran-GEF 

pour Guanine nucleotide Exchange Factor) est associée à la chromatine et stimule 

l’échange du GTP. Au contraire Ran-GAP (Ran’s GTPase-activating factor) est 

cytoplasmique et catalyse l’hydrolyse du GTP par Ran. Il en résulte une augmentation de 
Ran-GTP dans le noyau et Ran-GDP dans le cytoplasme, ce qui forme un gradient qui 

conditionne le sens des échanges nucléocytoplasmiques. 

 

Ran a d’abord été identifiée pour son rôle dans le transport nucléocytoplasmique. 

En interphase, le transit de protéines (ou cargos) entre le cytoplasme et le noyau s’effectue à travers des pores nucléaires. Les cargos de petites tailles (<40KDa) diffusent  
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Tableau 1 : Les différents facteurs d’assemblage du fuseau mitotique (SAFs) régulé par 
Ran et leurs rôle(s) et activité(s) respectif(s) (Petry et al., 2016) 
 

SAFs Rôles et activités Références 
TPX2  Organise les pôles du fuseau 

 Participe à l ‘assemblage du fuseau mitotique en s’associant avec 
BRCAI/BARD1, NuMA et XRHAMM 

 Permet la nucléation de microtubules en s’associant en XRHAMM, NEED1  
 Nécessaire pour la voie de nucléation des 

microtubules Augmine 
 Active la kinase Aurora A 

Gruss et al., 2001 
Wittmann et al., 
2000 
Tulu et al., 2006 
Eyers et al., 2004 
Bayliss et al., 2003 
Tsai et al., 2003 
Scrofani et al., 2015 

 

NuMA  Organise les pôles du fuseau mitotique avec 
la Dynéine 

Merdes et al., 1996 

XKID  Permet l’alignement des chromosomes Trieselmann et al., 
2003 

XCTK2  Kinésine qui participe à la formation des 
pôles et la stabilité du fuseau mitotique 

Ems-McClung et al., 
2004 

Xnf7  Relie les microtubules entre eux Maresca et al., 2005 

Rae1  Facteur exportateur de mARN 

 Impliqué dans la mise en place du SAC 

Blower et al., 2005 
Jeganathan et al., 
2005 

HURP  Relie les microtubules entre eux 

 Localise au niveau des fibres K 

 Participe à l’alignement des chromosomes 

 Forme un complexe avec TPX2, Aurora A, 
XMAP215 et Eg5 

Koffa et al., 2006 
Wong et al., 2006 

TAAC3/ 

Maskin 

 Favorise la polymérisation des 
microtubules 

Albee et al., 2006 
Gergely et al., 2000 

Lamine B  Participe à la formation de la « spindle 
matrix » 

 S’associe avec Eg5 et XMAP215 

Tsai et al., 2006 

NuSAP  Relie les microtubules entre eux 

 Contribue à l’interaction entre les 
microtubules et la chromatine 

Ribbeck et al., 2007 

ISWI  Rôle dans la nucléation des microtubules 

 Relie les microtubules entre eux 

Yokoyama et al., 
2009 

Nup103-160  Participe à la formation des fibres K Mishra et al., 2010 

MCRS1  Participe à la formation des fibres K Meunier et al., 2011 
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librement dans le noyau. En revanche les cargos de taille supérieure nécessitent un 

transport actif dépendant de Ran (Sorokin et al., 2007). Les cargos transitent à travers 

les pores nucléaires grâce à des séquences NLS (Nuclear Localisation Signal). Ces séquences NLS permettent l’interaction avec des protéines de transport, les importines α et β. Une fois que le complexe importines-cargo a pénétré dans le noyau, il va être dissocié sous l’action de la GTPase Ran (lié au GTP), ce qui mène au relargage du cargo dans l’espace nucléaire. Puis le complexe Ran-GTP-importines est exporté dans le 

cytoplasme ou Ran-GAP stimule l’hydrolyse du GTP par Ran. Ainsi les protéines 

possédant des séquences NLS sont libérées et accumulées dans le noyau. 

 

   a2) Ran-GTP dans l’assemblage du fuseau mitotique 
 

Bien que le transport nucléo-cytoplasmique ne soit pas nécessaire en mitose car l’enveloppe nucléaire est rompue, ce mécanisme moléculaire est essentiel pour favoriser l’assemblage du fuseau mitotique autour de la chromatine (Clarke et Zhang, 2008). L’augmentation de RCC1 sur la chromatine via la phosphorylation de Cdk1 permet l’enrichissement de Ran-GTP au niveau des chromosomes alors que Ran-GAP réside 

dans le cytoplasme. Cela conduit à un gradient de Ran-GTP à proximité de la chromatine. 

Ce gradient a été visualisé dans les cellules humaines, les extraits d’œufs de xénope et de 

souris (Kalab et al., 2002, 2006 ; Dumont et al., 2007). Comme en interphase, ce système 

permet de contrôler spatialement la stabilité des complexes importines-cargo. Les 

importines agissent comme des inhibiteurs, en séquestrant les cargos. Ran-GTP permet le relargage et donc l’activation de ces cargos autour de la chromatine qui participeront 
à l'assemblage du fuseau mitotique. Ces cargos ont été appelés SAFs (Spindle Assembly 

Factors) (Figure 8B). Le rôle de Ran-GTP dans le cytoplasme pendant la mitose a été observé dans des extraits d’œufs de xénope. L'ajout de Ran-GTP constitutivement actif 

dans ces extraits est suffisant pour déclencher la nucléation de microtubules, favoriser 

leurs stabilisations et induire l'organisation du fuseau mitotique (Carazo-Salas et al., 

1999, 2001). Par conséquent, un ou plusieurs SAFs sont impliquées dans ces différents 

événements. Approximativement 12 SAFs ont été identifiés à ce jour pour être 

directement régulés par le gradient Ran-GTP (Récapitulatif des SAFs, Tableau 1 Petry et 

al., 2016).  
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Un SAF essentiel dans l’assemblage du fuseau mitotique régulé par le gradient 
Ran-GTP est TPX2 (Targeting protein for xenopus kinesin-like protéin 2) (Gruss et al., 

2001, 2002, Forbes et al., 2015). Lorsque TPX2 est absent, le fuseau mitotique n’est plus capable de s’assembler chez le xénope. TPX2 permet la nucléation des microtubules en 

favorisant la polymérisation des microtubules à partir de la tubuline libre en solution 

autour de la chromatine (Gruss et al., 2001; Kufer et al., 2012; Schatz et al., 2003). Les différents SAFs identifiés ont des fonctions diverses dans l’assemblage du fuseau mitotique comme l’organisation des microtubules (NuMA, XCTK2), l’alignement des 
chromosomes (XKID, HURP) ou encore la formation de la matrice du fuseau (Lamine B, Rae1). Je reviendrai sur quelques une des cibles de Ran et leurs rôles dans l’assemblage 
du fuseau mitotique dans la suite du manuscrit. 

 

c) Le complexe chromosome-passager (CPC) 

 

En absence du gradient Ran-GTP, les chromosomes peuvent nucléer des 

microtubules grâce à un autre groupe de protéines appelé, le complexe chromosome- passager (CPC) (Maresca et al., 2009). Le CPC est formé d’une kinase mitotique Aurora B, 
INCENP (INner CENtrosome Protein), la Borealine et la Survivine (Carmena et al., 2012). 

La localisation du CPC change au cours de la mitose d’où son nom « passager ». En 

métaphase, il est présent sous forme d’un gradient dont l’origine est le centromère. Cette 
localisation est due à des marques épigénétiques présentes sur les histones H3 (H3T3) 

et H2A (H2AT120). Ces marques sont retrouvées au niveau du centromère et reconnues 

par le CPC. Lorsque le CPC est localisé, Aurora B va inhiber par phosphorylation des 

protéines qui régulent négativement la polymérisation des microtubules. Ces protéines 

déstabilisatrices sont la kinésine-13 (MCAK : Mitotic centromere-associated kinesin) et 

la Stathmine (OP18) décrites plus bas (Gheniou et al., 2013; Kelly et al., 2007 Gadea et 

Ruderman, 2006). Bien que le CPC soit concentré au niveau de chaque centromère, le gradient d’Aurora B s’étend sur toute la longueur du fuseau (Wang et al., 2011). L’activation du CPC participe ainsi à la formation de structures stables, les fibres-k, 

lesquelles sont incorporées au fuseau mitotique grâce aux dynéines (Maiato et al., 2004).  
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II.A.2 La voie d’amplification Microtubules-dépendante 
 

Plus récemment, un mécanisme additionnel qui participe à la formation du fuseau 

mitotique pendant la mitose a été identifié: la nucléation de microtubules à partir des 

microtubules eux même. Deux arguments ont été mis en avant pour montrer que le fuseau est une source de nouveaux microtubules. D’abord, la protéine γ-TuRC est 

retrouvée sur tout le fuseau mitotique (Lüders et al., 2006) et deuxièmement, de 

nouveaux microtubules sont capables d’émaner directement du fuseau mitotique 
(Mahoney et al., 2006). Un crible par ARNi sur tout le génome de drosophile en cellules S2 a permis d’identifier cinq gènes « dim γ-tubuline » (dgt2-dgt6). Ces gènes codent 

pour des protéines essentielles à la localisation de la γ-TuRC au niveau du fuseau 

mitotique mais pas au niveau des centrosomes. La déplétion de ces protéines induit une 

réduction de la densité des microtubules du fuseau mitotique (Goshima et al., 2007). Les 

autres membres du complexe ont été identifiés plus récemment : dgt7 (msd5), dgt8 

(wac) et dgt9 (msd1) (Lawo et al., 2009, Uehara et al., 2009). Ces protéines interagissent 

ensemble afin de former un complexe octamérique appelé Augmine (ou HAUS chez les 

mammifères pour Homologous to augmin subunits). Ce complexe recrute la γ-TuRC au niveau d’un microtubule existant et initie la nucléation de nouveaux microtubules. Ces 

nouveaux microtubules sont nucléés dans la même direction et avec un angle faible 

(<30°), ce qui permet d’augmenter la densité du fuseau mitotique (Petry et al., 2013). De 
façon intéressante, dans cette même étude, les auteurs ont montré que la nucléation de 

ces microtubules est stimulée par des facteurs impliqués dans la nucléation par la 

chromatine, Ran-GTP et son effecteur TPX2. Bien que l’augmine ne soit pas strictement indispensable à l’assemblage des fuseaux mitotiques chez le xénope, les cellules S2 de drosophile ou les cellules humaines, ce complexe permet d’augmenter le nombre de 
microtubules et ainsi participer à la formation de fibres-K et l‘alignement des 
chromosomes (Goshima et al., 2008; Uehara et al., 2009; Petry et al., 2011).  
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Figure 9 : Quelques protéines associées aux microtubules (MAPs) et leurs 
activités  

 
Représentation de quelques MAPs et leurs rôles sur les microtubules. In vivo, les MAPs 
sont essentielles pour agir sur les paramètres biophysiques des microtubules, ce qui participe à l’assemblage du fuseau mitotique (inspiré de Petry et al., 2016). 
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II.B Les MAPs (Microtubule Associated Proteins)  
 L’étude de la dynamique des microtubules a démontré que pour une même 
concentration de tubuline, les microtubules polymérisent cinq fois plus vite in vivo que 

in vitro et que les phases de sauvetages et de catastrophes sont beaucoup plus 

fréquentes. Par ailleurs, les microtubules ont une stabilité différente si la cellule est en 

mitose ou en interphase. En effet, le temps de demi-vie est beaucoup plus court en 

mitose (entre 30-90 sec) qu’en interphase (environ 15min) (Belmont et al., 1990 ; Desai 

and Mitchison, 1997).  

 

Ces observations indiquent que des facteurs permettent de réguler la dynamique 

des microtubules in vivo. Ces facteurs sont les protéines associées aux microtubules 

appelées MAPs (Microtubule Associated Proteins). De nombreuses études avec des 

approches protéomiques et/ou génétiques, dans différents modèles d’études, ont permis l’identification des protéines associées aux microtubules. Ainsi, plus de 1000 protéines 

ont ainsi été identifiées pour interagir avec les microtubules, dont une centaine encore non caractérisée jusqu’à aujourd’hui (Petry, 2016). Avec de nombreux cribles, sur des 

génomes entiers, environ 200 MAPs ont été répertoriées comme essentielles à l’assemblage du fuseau mitotique (Sönnichsen et al., 2005; Goshima et al., 2007; Hughes 

et al., 2008; Gallaud et al., 2014). L’activité de ces MAPs peut être répertoriée en 
différents groupes en fonction de leurs activités et leurs localisations (Figure 9). Afin d’organiser les microtubules en un réseau bipolaire fonctionnel, les MAPs agissent sur 

de nombreux paramètres biophysiques des microtubules. De plus, ces protéines n’agissent pas de manière individuelle mais il y a une véritable coordination de tous ces 

acteurs afin de réguler l’assemblage du fuseau mitotique. 

 

 II.B.1 Les MAPs agissant à l’extrémité (+) des microtubules  
 

a) Les dépolymérases 

 

Les dépolymérases déstabilisent les microtubules en augmentant la fréquence de 

catastrophe (Howard and Hymann, 2007). La dépolymérase la mieux caractérisée, in 

vitro, est la kinésine-13 MCAK/XKCM1. La déplétion ou la surexpression de la  
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Figure 10 : L’activité des MAPs sur la polymérisation des microtubules 
 

Représentation schématique de quelques exemples de la régulation des extrémités des 
microtubules par les MAPs. 
A) MCAK fait partie de la famille des kinésines 13, c’est une dépolymérase qui se déplace 
vers les deux extrémités du microtubule 
B) XMAP215 une polymérase retrouvée à l’extrémité (+) des microtubules 
C) XMAP215 interagit avec la γ-TuRC et participe à l’initiation de la nucléation des 
microtubules 
D) EB1 peut recruter l’homologue de XMAP215 (msps) via la protéine Sentine  
E) La Patronine lie l’extrémité (-) des microtubules et permet d’inhiber l’activité de 
MCAK à cette extrémité. 
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kinésine-13 dans des œufs de xénope induit des fuseaux mitotiques respectivement plus 

longs ou plus courts (Walczak et al., 1996, Tournebize et al., 2000; Maney et al., 2001; 

Rogers et al., 2004). De plus, cette kinésine 13 joue des rôles importants dans la correction des erreurs d’attachements des microtubules avec les kinétochores, la 
congression et la ségrégation des chromosomes (Maney et al., 1998; Walczak et al., 

2002; Cassimeris and Morabito, 2004; McClung and Walczak, 2010). Comparés aux 

autres kinésines, les membres de cette famille de kinésines ne se déplacent pas de 

manière directionnelle le long des microtubules. In vitro, MCAK atteint les deux 

extrémités des microtubules. (Figure 10A) (Cooper et al., 2010; Oguchi et al., 2011).  

 L’inhibition de la kinésine-8 induit des phénotypes très semblables avec une 

élongation du fuseau mitotique et des microtubules très stables (Goshima et al., 2005; 

Mayr et al., 2007; Savoian and Glover 2010). Il est intéressant de préciser que ces 

kinésines dépolymérisent les microtubules longs plus vite que les microtubules courts, les auteurs ont appelés ce phénomène, l’effet « antenne ». C’est un phénomène selon 
lequel les microtubules les plus longs accumulent plus de moteurs moléculaires que les 

microtubules courts. L’accumulation de ces moteurs à l’extrémité (+), entre autre la 

kinésine-8 (qui a une haute processivité) va provoquer le relâchement des 

hétérodimères de tubulines (Varga et al., 2006, Varga et al., 2009). 

 

b)  Les polymérases  

 

En opposition aux dépolymérases, les polymérases vont permettre la croissance 

des microtubules en augmentant la vitesse de polymérisation et/ou la fréquence de 

sauvetage. Les protéines de la famille XMAP215/ch-TOG/msps catalysent la 

polymérisation des microtubules à l’extrémité (+) en ajoutant successivement des hétérodimères d’α/β tubulines au sein du microtubule. De ce fait, la déplétion de cette 

protéine induit des défauts tels que : (1) une diminution de la taille des fuseaux 

mitotiques dans de nombreux organismes (Cullen et al.,1999; Tournebize et al., 2000; 

Goshima et al., 2005; Garcia et al., 2001; Cassimeris and Morabito 2004); (2) une perte de l’interaction entre les microtubules et le cortex cellulaire (Hestermann and Gräf.  
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Figure 11 : L’organisation de l’extrémité (+) des microtubules 

 
Représentation schématique de différentes protéines et domaines impliqués dans l’organisation du microtubule à l’extrémité (+). Les protéines EBs (End Binding Proteins) jouent un rôle majeur dans le recrutement de certaines protéines à l’extrémité (+) des 
microtubules en phase de polymérisation. EB reconnaît le domaine CAP-Gly (à droite: 
CLIP-170 et p150Glued) et les protéines avec un motif SxIP (à gauche: CLASP, APC et 
MCAK). Les pointes des flèches indiquent les domaines ou motifs interagissant entre eux. 
Les différents domaines représentés sont précisés dans la légende (EBH: End Binding 
Homology ; CH: Calponin Homology; TOG: Tumor Of Growth; CAP-Gly: Cytoskeleton 
Associated Protein Gly-rich; CLIP-170: Cytoplasmic Linker Protein 170; CLASP : 
CLIPassociated proteins). 
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2004) ainsi que (3) des fuseaux mitotiques dont l’organisation des microtubules est 
affectée (Gergely et al., 2002). Les membres de la famille XMAP215 possèdent des 

domaines TOG (Tumor Overgrowth Gene) qui permettent la liaison avec les 

hétérodimères d’α/β tubulines. Le nombre de ces domaines TOG est dépendant de 

chaque espèce et varie de deux à cinq (Al-Bassam and Chang., 2011). La protéine se lie à la tubuline avec une stœchiométrie de 1:1, ce qui signifie que la protéine ne peut pas se 

lier à plusieurs dimères de tubuline en même temps. De plus XMAP215 reste pendant de 

longues périodes à l’extrémité (+) du microtubule, ce qui permet de catalyser l’addition 

des hétérodimères de tubuline (Figure 10B) (Brouhard et al., 2008). Du fait de sa 

localisation et de son activité, XMAP215 est considérée comme une +TIPs (+ end Tacking 

proteins) (Akhmanova and Steinmetz, 2015) (Section suivante). 

 

XMAP215 est également recruté au niveau des centrosomes avec son partenaire 

TACC3, ceci est essentiel pour favoriser l’initiation de la polymérisation des 

microtubules (Peset and Vernos 2008). Récemment, il a été démontré que XMAP215 lie directement la γ-TuRC grâce à son domaine C-ter, permettant à ces protéines d’agir 
synergiquement pour l’initiation de la nucléation des microtubules (Figure 10C) 

(Thawani et al., 2018). 

 

c) Les +TIPs (+ end Tacking proteins) 

 

c1) Les domaines et motifs des +TIPs impliqués dans la régulation de 
l’extrémité (+) 

 L’extrémité (+) des microtubules est le lieu d’interaction entre de nombreuses 
protéines appelés +TIPs (+ end Tracking Protein) (Figure 11). Les protéines ayant un 

rôle central dans la régulation complexe de l’extrémité (+) sont les membres de la 

famille EBs (End-binding proteins). Ces EBs interagissent avec de nombreuses protéines 

aux structures et fonctions diverses. Chez l’humain il existe 3 protéines EBs (EB1, EB2, 
EB3) (Ferreira et al., 2013). Les EBs contiennent un domaine CH (Calponin Homology 

domain) en N-ter suivi par une région variable et un domaine coiled-coil (Hayashi et al., 

2003). Le domaine coiled-coil sert à l’homo ou l’hétérodimérisation des monomères EB. 
En C-ter les EBs possèdent un motif EEY/F conservé qui permet le recrutement de 

nombreux partenaires (De Groot et al., 2010). Le domaine CH et la région variable 
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suffisent à localiser EB à l’extrémité (+) du microtubule (Xia et al., 2014). Les protéines 

de la famille EBs lient le microtubule au niveau de l’extrémité (+) mais uniquement lors 

des phases de polymérisation (Maurer et al., 2014). Les protéines EBs servent de 

plateforme de recrutement pour de nombreuses +TIPs. Ces recrutements se font 

principalement grâce à deux types de motifs. Les protéines avec le motif SxIP (APC et 

MCAK), où x peut être n’importe quel acide aminé (Honnapa et al., 2009). D’autres 

protéines possédant un domaine CAP-Gly (CLIP-170, CLASP2, la sous unité p150Glued de 

la dynéine-dynactine) peuvent reconnaitre le motif EEY/F-COO- à l’extrémité C-ter d’EB 

(Slep, 2010) (Figure 11). Récemment, une nouvelle séquence protéique a été identifiée 

pour interagir avec les protéines EBs : LxxPTPh. Cette séquence est retrouvée dans 

certaines protéines telles que TACC1, MACF1. Ce nouveau motif d’interaction augmente 

encore la complexité de la régulation et l’organisation de l’extrémité (+) des 
microtubules (Kumar et al., 2017).  

 

   c2) L’organisation des +TIPs 
 Comme nous l’avons vu les +TIPs s’organisent essentiellement via les EBs. Dans 

cette partie, nous détaillerons quelques exemples de régulation à l’extrémité (+) et l’impact des +TIPs sur les microtubules.  

 

La kinésine MCAK est retrouvée préférentiellement sur les microtubules en phase 

de polymérisation, cette interaction repose sur les protéines EBs. In vitro, un membre de 

la famille EB est capable de lier MCAK (EB3), ce qui augmente le recrutement de MCAK 

sur le microtubule (Montenegro Gouveia et al., 2010). La présence conjointe de MCAK et 

EB3 à l’extrémité (+), induit des changements rapides entre polymérisation et 

dépolymérisation (Montenegro Gouveia et al., 2010). Cette activité à l’extrémité (+) est 
très importante pour favoriser la liaison entre les microtubules et les kinétochores 

pendant la mitose (Domnitz et al., 2012).  

 

Chez le xénope, EB1 et XMAP215 sont nécessaires pour la polymérisation des microtubules et l’assemblage du fuseau mitotique (Kronja et al., 2009). Alors que 

XMAP215 est présente à la fois lors des phases de polymérisation et dépolymérisation 

des microtubules, EB1 est seulement présente durant la phase de croissance et à 
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l’extrémité (+) des microtubules (Maurer et al., 2014, Guesdon et al., 2016). Séparées, ces protéines ont peu d’effet sur la polymérisation des microtubules mais associées, 
elles agissent synergiquement pour reconstituer, in vitro, la vitesse physiologique de 

croissance des microtubules observée chez le xénope (Zanic et al., 2013). Cependant EB1 et XMAP215 n’interagissent pas directement in vitro (Kronja et al., 2009). Dans des 

cellules S2 de Drosophila melanogaster, l’homologue de XMAP215 (minispindle : msps) 

nécessite EB1 mais aussi la protéine Sentine (une protéine recrutée par EB1) pour être 

localisée à l’extrémité (+) des microtubules (Figure 10D) (Li et al., 2012). De la même manière, chez l’humain SLAIN2 et EB1 participent à la localisation de ch-TOG 

(l’homologue humain de XMAP215) à l’extrémité (+) (Van der Vaart et al., 2012).  

 

CLIP-170 ainsi que la sous-unité p150Glued de la dynéine-dynactine possèdent 

aussi des domaines CAP-Gly. CLIP-170 s’associe avec les oligomères de tubuline à l’extrémité (+) (Bieling et al., 2008), ce qui contribue au sauvetage des microtubules 

alors que p150Glued supprime les catastrophes (Komarova et al., 2002; Arnal et al., 2004; 

Lazarus et al., 2013). 

 Une autre famille est retrouvée à l’extrémité (+) des microtubules, les CLASPs 

(CLIP associated proteins). Les CLASPs possèdent un domaine TOG en N-ter, deux autres 

domaines divergents TOG-like et un domaine CLIP-170 en C-ter (Slep and Vale. 2007). 

Par conséquent, ces protéines peuvent directement lier les microtubules et s’accumuler à l’extrémité (+) par leurs liaisons avec EB. Les protéines CLASPs ont des fonctions très 

conservées, elles interviennent dans le sauvetage et la suppression des catastrophes en 

favorisant la stabilisation et la repolymérisation des microtubules via le recrutement de 

tubuline (Maiato et al., 2003; Hannak and Heald., 2006; Brouhard and Rice, 2014). En effet, la perte d’activité de CLASP provoque de nombreux défauts mitotiques entrainant 

des fuseaux monopolaires où les chromosomes sont localisés au niveau du centrosome 

(Maiato et al., 2005; Inoue et al., 2004). Les CLASPs se localisent à la périphérie des 

kinétochores favorisant la polymérisation et la stabilité des microtubules kinétochoriens 

(Wan et al., 2009).  
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 II.B.2) Les MAPs agissant à l’extrémité (-) 
 

Comparé aux +TIPs, les protéines qui s’assicient avec l’extrémité (-) des 

microtubules sont moins étudiées. Pourtant depuis longtemps des protéines sont 

connues pour prévenir leurs dépolymérisations et/ou leurs croissances. 

 

La Patronine est une protéine initialement identifiée dans un crible ARNi chez la 

drosophile. Chez la drosophile, la Patronine est importante pour réguler l’extrémité (-) des microtubules en interphase et en mitose. En effet, l’inhibition de la Patronine montre 

une réduction du nombre de microtubule en interphase et une diminution de la taille du 

fuseau mitotique (Goshima et al., 2007; Pavlova et al., 2019). La Patronine lie les 

microtubules en phase de polymérisation au niveau de l’extrémité (-), in vivo et in vitro. 

Ceci permet de protéger les microtubules de la dépolymérisation induite par la kinésine-

13 (Figure 10E) (Godwin and Vale., 2010; Wang et al., 2013). Cependant le mécanisme par lequel la Patronine reconnaît et protège l’extrémité (-) reste à mettre en évidence.  

 

De la même façon, une autre protéine MCRS1 (Microspherule Protein 1) localise à l’extrémité (-) des microtubules et pourrait également contrebalancer également l’action 
de la kinésine-13 (Meunier et al., 2011). Enfin, le complexe γ-tubuline (Section I.A.4.a), en plus d’être une matrice de nucléation, permet d’augmenter la stabilité des extrémités 

(-) (Anders and Sawin, 2011). 

II.B.3) Les MAPs clivant les microtubules 
 

Le clivage des microtubules a été décrit pour la première fois chez le xénope 

(Vale 1991). La première enzyme clivante identifiée est la Katanine (McNally and Vale, 

1993). La Katanine appartient à la grande famille des ATPases, associées à diverses 

activités cellulaires (AAA ATPases). La katanine est composée d’une sous unité catalytique (p60) et d’une sous unité régulatrice (p80) qui forment un complexe stable 

in vivo (McNally and Vale; Wang et al., 2017). Les mutants des sous-unités (p80) et (p60) 

induisent les mêmes phénotypes dans différentes espèces, ce qui indique qu’il s’agit d’un 

mécanisme essentiel (Mains et al., 1990, Sharma et al., 2007, Wang et al., 2017). Il a été 

montré que la perte de Katanine induit des fuseaux mitotiques et méiotiques plus longs 

(McNally et al., 2006). Ce phénotype est attribué au fait que la Katanine clive les 
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microtubules stables au niveau de leurs extrémités (+) (Zhang et al., 2011, Loughlin et 

al., 2011). D’autres protéines ont été identifiées pour leurs activités de clivage des 

microtubules telles que la Spastine (Evans et al., 2005; Roll-Mecak and Vale; 2010) et la 

Fidgetine (Mukherjee et al., 2012).  

 

Récemment, une observation a montré que la Spastine et la Katanine éliminent 

progressivement les sous-unités de tubuline au niveau de certains sites tout au long du 

microtubule (Vemu et al., 2018). Ces sites de clivages sont spontanément réparés par l’incorporation de tubuline-GTP, stabilisant ces microtubules. De plus ces sites de 

tubuline-GTP permettraient le recrutement de certaines protéines qui reconnaissent le 

GTP (telles que EB1) augmentant ainsi la fréquence de sauvetage des microtubules 

(Vemu et al., 2018). 

 

  II.B.4) Les MAPs séquestrant les dimères de tubulines 
 

La Stathmine, ou OP18 (oncoprotein 18), est l’une des principales protéines 
déstabilisatrices des microtubules (Cassimeris, 2002 ; Steinmetz et al., 2007). La 

Stathmine possède deux régions de liaison, chacune capable de lier un hétérodimère de 

tubuline (Chauvin and Sobel. 2015). Cependant, le mécanisme d’action de la Stathmine 
reste controversé. Deux modèles sont proposés jusqu’à aujourd’hui : (1) la Stathmine 

séquestre les dimères de tubuline ce qui favorise la dépolymérisation des microtubules 

(Howell et al., 1999; Steinmetz et al., 2007; Nouar et al., 2016) et (2) la Stathmine induit 

des catastrophes en interagissant directement avec le microtubule (Manna et al., 2007, 

Gupta et al., 2013).  

 

  II.B.5) Les moteurs moléculaires  
 

   a) La séparation des centrosomes 

 

Eg5 (Klp61F chez la drosophile) fait partie de la famille des kinésine-5. C’est l’un 
des moteurs moléculaires le plus étudié, dans de nombreux modèles (Hagan and 

Yanagida, 1990; Le Guellec et al., 1991; Sawin et al., 1992; Kapitein et al., 2005). Eg5 est un homotétramère dont l’activité motrice est dirigée vers l’extrémité (+), il a la capacité 
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de ponter deux microtubules antiparallèles, ce qui permet le glissement des 

microtubules dans des directions opposées. Chez tous les organismes étudiés, l’inactivation d’Eg5 entraine des fuseaux monopolaires (Ferenz et al., 2010). Ce moteur 
moléculaire est donc impliqué dans la séparation des centrosomes en prophase ainsi 

que la formation du fuseau mitotique bipolaire (détaillé dans la section suivante) (Cole 

et al. 1994, Tao et al., 2006).  

 

La dynéine se dirige vers l’extrémité (-) des microtubules et joue un rôle majeur 

dans la séparation des centrosomes (Tanenbaum et al., 2008). Sa déplétion entraine 

comme Eg5, des fuseaux monopolaires (Gonczy et al., 1999). De plus, Eg5 et la dynéine 

génèrent des forces antagonistes puisque la double déplétion de ces protéines restaure la séparation des centrosomes (Sharp et al., 2000). Cependant le mécanisme d’action de 
la dynéine reste sujet à controverse. Dans le premier scénario la dynéine présente au cortex permet d’ancrer les microtubules astraux. Grâce à sa motilité en direction de l’extrémité (-), la dynéine pourrait tirer les microtubules afin de séparer les centrosomes 

avec l’aide Eg5 (Sharp et al., 2000). Dans le second modèle, la dynéine est localisée au niveau de l’enveloppe nucléaire et tire les centrosomes le long de l’enveloppe nucléaire 
(Gonczy et al., 1999). Cependant, ces deux modèles ne semblent pas incompatibles : des 

modélisations proposent que la dynéine permet la séparation des centrosomes en 

agissant comme un moteur moléculaire à la fois au niveau de l’enveloppe nucléaire et au 

niveau du cortex en servant de point d’ancrage (De Simone et al., 2016). 
 

Une autre kinésine identifiée dans ce processus cellulaire est Kif15/XKLP2 

(kinésine-12) (Tanenbaum et al., 2009). La déplétion de Kif15 n’empêche pas la 
séparation des centrosomes. Cependant cette kinésine devient essentielle quand Eg5 est 

inhibé (Tanenbaum et al., 2009; Sturgill et al., 2013).  

 

 La kinésine-1 a été identifiée comme une protéine motrice nécessaire pour 

permettre le transport des déterminants de polarités dans l’ovocyte de drosophile 

(Januschke te al., 2002; Sung et al., 2008) ou la séparation des noyaux dans les cellules 

musculaires (Metzer et al., 2012). La kinésine-1 est recruté par Ensconsine sur les 

microtubules. Cette protéine permet aussi la séparation des centrosomes en prophase 

(Gallaud et al., 2014). Le mécanisme par lequel la kinésine-1 sépare les centrosomes 
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n’est pas connu. Cependant, une étude propose que la kinésine-1 assure la liaison entre 

les microtubules provenant des centrosomes et le cortex (Winckler et al., 2015). 

 

   b) La morphologie du fuseau mitotique 

 

Le glissement des microtubules parallèles va permettre de maintenir la bipolarité 

du fuseau et de focaliser les pôles au cours de la division. Eg5 semble être le minimum 

requis afin de participer à la stabilité et le maintien de la bipolarité du fuseau au cours 

de la division cellulaire (Loughin et al., 2010; Mitchison et al., 2005).  

 

La dynéine participe au glissement des microtubules. Il a été proposé que la 

dynéine interagit avec Eg5 et permet de transporter ce moteur au niveau des pôles de la 

cellule. Cette activité de la dynéine permet de limiter le glissement des microtubules dépendant d’Eg5 au niveau des kinétochores afin de réguler la longueur et l’orientation 
du fuseau (Uteng et al., 2008). La dynéine permet aussi de focaliser les pôles (Merdes et 

al., 2000, Goshima et al., 2005).  

 
 Cette fonction de focalisation des pôles est partagée par la famille des kinésines-

14 (NCD/HSET/KifC1). Ce sont des moteurs dimériques qui se dirigent vers l’extrémité 
(-) des microtubules (Walker et al., 1990; Karabay and Walker, 1999; Cai et al., 2009). 

Les résultats supportent un rôle de NCD dans la liaison et le glissement des microtubules 

parallèles ce qui génère des forces antagonistes à Eg5 (Hentrich and Surrey, 2010).  

 

   c) Les chromokinésines 

 

Certaines kinésines des familles 4 (XKLP1) et 10 (XKID) lient directement les bras 

des chromosomes et les microtubules. Ces kinésines produisent des forces dites 

« d’éjections polaire », ce qui permet d’éloigner les chromosomes des pôles et de les 
aligner au niveau de la plaque équatoriale de la cellule (Levesque and Compton., 2001; 

Mazumdar et al., 2004; Trieselmann et al., 2003).  
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Figure 12 : Les moteurs moléculaires dans l’assemblage du fuseau 
mitotique 

 
Représentation des différents moteurs moléculaires impliqués dans l’assemblage du 
fuseau mitotique. Ces moteurs moléculaires se déplacent le long de microtubules et 
vont permettrent le mouvement des microtubules eux même ou des chromosomes. 
La direction des différents moteurs est indiquée par une flèche.  
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La kinésine-7 (CENP-E) s’accumule sur la plaque externe des centromères et 
interagit avec des composants clés du kinétochore. Une de ces fonctions est de coopérer 

avec les kinésines XKLP1 et XKID précédemment citées afin de permettre la congression 

des chromosomes mono-orientés vers la plaque équatoriale (Iemura and Takana, 2015; 

Yu and al., 2019).  

 

II.C La « spindle matrix » 
 

 Comme précédemment décrit, la ségrégation des chromosomes est due à la 

formation du fuseau mitotique composé de microtubules qui s’attachent aux kinétochores des chromatides sœurs et qui sont associés avec de nombreuses protéines. 

Un concept de compartimentation pendant la mitose a été proposé il y a plus d’un demi-
siècle suite à des observations qui montraient que du matériel en plus des microtubules 

entourait le fuseau mitotique. Ce fuseau mitotique semble être intégré dans « une 

matrice qui montre des différences considérables avec le cytoplasme » (Mazia, 1967) 

appelée par la suite la « spindle matrix ». 

 

II.C.1  La compartimentation durant la mitose 

 
 Il y a plusieurs types de compartimentations suivant les espèces. Chez les 

mammifères, la mitose est dite « ouverte », ce qui signifie que l’enveloppe nucléaire est 
complètement désassemblée à la transition prophase-prométaphase (De Souza and Osmani, 2009). Cependant chez l’embryon de drosophile ou de C. elegans, la mitose est 

décrite comme « semi-ouverte ». C’est à dire que pendant la mitose, il reste une 

enveloppe nucléaire résiduelle ainsi que des membranes additionnelles. Bien que l’enveloppe nucléaire soit irrégulièrement fenestrée et même ouverte au niveau des 
pôles, la compartimentation reste importante jusqu’à la métaphase (Figure 13). En effet, 

une partie de l’enveloppe nucléaire ainsi que la Lamine B reste en place (Beaudouin et 

al., 2002). L’hypothèse selon laquelle il existe un mécanisme d’exclusion en fonction de 

la taille des molécules, entre les molécules du cytoplasme et la région du fuseau, a été 

rejetée (Yao et al., 2012). Chez l’embryon de drosophile et C. elegans, la tubuline soluble s’accumule rapidement autour des chromosomes après la rupture de l’enveloppe 

nucléaire, suggérant qu’il s’agit d’un mécanisme actif (Yao et al., 2012; Hayashi et al.,  
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Figure 13 : Les différents types de compartimentation 
 
Différentes formes de mitoses sont apparues au cours de l’évolution chez les 
eucaryotes. A) Dans les mitoses « fermées » que l’on retrouve chez les eucaryotes 
inférieurs tels que la levure, S. cerevisiae, l’enveloppe nucléaire ne se rompt pas pendant l’assemblage du fuseau mitotique et la ségrégation des chromosomes. Les 
pôles appelés chez la levure SPB (spindle pole bodies) forment des microtubules 
cytoplasmiques, interagissant avec le cortex et des microtubules nucléaires 
interagissant les uns avec les autres et/ou avec les kinétochores des chromosomes. 
B) Un exemple de mitose semi-ouverte trouvée par exemple chez D. melanogaster et 
C.elegans, Les microtubules nucléés à partir des centrosomes envahissent l’espace 
nucléaire par des ouvertures pour former le fuseau mitotique entouré par l’enveloppe nucléaire résiduelle. C) L’assemblage du fuseau mitotique lors de la 
mitose ouverte, retrouvée chez les vertébrés, s’accompagne d’un désassemblage complet de l’enveloppe nucléaire lors de la prométaphase.  
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2012). Une autre hypothèse a été proposée selon laquelle les protéines de la « spindle 

matrix » lient d’autres substrats encore non identifiés dans le but de les accumuler dans 
cette région. Les constituants de la matrice formeraient donc une transition de phase 

dans le but d’accumuler certaines protéines essentielles à l’assemblage du fuseau 
mitotique pendant la mitose (Yao et al., 2012). Plus récemment, une étude a montré que 

ce système permet d’exclure certains organelles membranaires de la région du fuseau 
(Schweizer et al., 2015).  

 

 II.C.2  La composition protéique de la « spindle matrix »  
 

 La nature exacte de la « spindle matrix » reste jusqu’à aujourd’hui mal connue. 

Avec des expériences combinées de protéomiques, génétiques et de biologie cellulaire, 

des protéines ont été associées avec cette « matrice » dans divers systèmes et avec des 

fonctions mitotiques différentes que l’on peut classer en deux catégories : 1) un réseau 

de protéines retrouvées avec le fuseau et 2) une membrane riche en lamine qui entoure 

le fuseau et qui permet une compartimentation entre la région du fuseau mitotique et le 

cytoplasme.  

 

Chaque protéine accumulée au sein de la « spindle matrix » reste dans une 

structure fusiforme après que les microtubules soient dépolymérisés par des drogues 

spécifiques. Cette observation suggère que la mise en place de cette structure est 

indépendante du fuseau mitotique. Un complexe de quatre protéines a été isolé pour 

être accumulé dans la « spindle matrix » chez la drosophile. La première protéine 

identifiée était Skeletor, elle est associée aux chromosomes en interphase puis se 

redistribue en une structure fusiforme dès la prophase (Walker et al., 2000). Grâce à des 

expériences de double hybride chez la levure, trois protéines partenaires de Skeletor ont 

été par la suite caractérisées : Chromator, Mégator et EAST (Rath et al., 2004; Qi et al., 

2004; Qi et al., 2005). Comme Skeletor, ces protéines sont localisées dans le noyau en 

interphase et se réorganisent dans la région du fuseau mitotique pendant la mitose. La déplétion de ces protéines entraine des défauts d’assemblage du fuseau mitotique et/ou 

un SAC défectueux (Wasser and Chia, 2003; Qi et al., 2004; Ding et al., 2009). Chromator 

est capable de se lier directement aux microtubules grâce à son domaine de liaison aux 

microtubules. Mégator quant à lui interagit indirectement avec Asator, une kinase qui lie  
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le fuseau mitotique (Qi et al., 2009; Yao et al., 2012). Mégator est la seule des quatres 

protéines à avoir un orthologue chez les mammifères, Tpr (Translocated promoter 

region), une protéine du pore nucléaire. À part la fonction de ces protéines dans l’assemblage du fuseau mitotique, un des rôles de Mégator/Tpr est de faciliter le 

recrutement de protéines du SAC (Mad1 pour Mitotic Arrest Deficient 1 et/ou Mad2 

Section III.B.2). (Lee et al., 2008, Lince-Faria et al., 2009, Schweizer et al., 2013). Ces 

études représentent les premières descriptions de la « spindle matrix ». 

 

L’isoforme 3 de la lamine (LB3) conserve une structure fusiforme dans des œufs 
de xénope, en dépit de l’absence de microtubule. La lamine B fait partie de la famille des 

filaments intermédiaires, cette protéine semble essentielle dans la mise en place du 

fuseau mitotique après la rupture de l’enveloppe nucléaire (Beaudouin et al., 2002; Tsai 

et al., 2006). En effet, une fraction de la Lamine B est associée avec l’appareil mitotique 
ainsi que de nombreux SAFs (TPX2, NuMA, Eg5, XMAP215, la dynéine, Nude1 et BuGZ) 

qui ont tous des rôles essentiels dans l’assemblage du fuseau mitotique (Paddy et 

al. 1996; Tsai et al., 2006 ; Ma et al., 2009).  

 D’autres régulateurs importants de la mitose sont retrouvés dans la « spindle 

matrix » et gardent cette localisation malgré la dépolymérisation des microtubules telles 

que la Cycline B, Polo ou Mad2 (Jiang et al., 2014; Moutinho-Santos et al., 1999; Raff JW 

et al., 2002; Lince-Faria et al., 2009; Yao et al., 2018). De plus, au moins deux protéines 

du pore nucléaire Nup107 et Nup153 sont retrouvées dans la matrice chez la drosophile 

(Katsani et al., 2008).  

 

II.C.3  La mise en place de la « spindle matrix » 
 

Mégator (un composant de la « spindle matrix ») et BugZ (un SAF) possèdent tous 

les deux des régions de faibles complexités qui permettraient aux protéines de s’autoassembler, constituant ainsi une transition de phase (Tsai et al., 2006; Ma et al., 

2009; Yao et al., 2012). Cette hypothèse a été validée in vitro avec la protéine BuGZ, 

confirmant ainsi que des protéines de la « spindle matrix » sont capables de s’autoassembler via un mécanisme sensiblement similaire au PCM des centrosomes 

(Jiang et al., 2015, Woodruff et al., 2016) (Section I.B.3). La transition de phase 
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dépendante de BugZ permet de concentrer la tubuline ce qui favorise la polymérisation 

des microtubules (Jiang et al., 2015). De plus, l’activité de la « spindle matrix » semble 

plus variée car BuGZ permet aussi le recrutement et l’activation de la kinase mitotique 

Aurora A (Huang et al., 2018). 

 

Des expériences permettent de fortement supposer que le gradient Ran joue un 

rôle essentiel dans la formation de la « spindle matrix », chez les vertébrés ou la 

drosophile. Dans des oeufs de Xénopes, Ran est essentiel pour l’assemblage de la Lamine 
B (Tsai et al., 2006). De plus, l’injection d’une protéine de Ran dominant négatif dans des 

embryons de drosophiles, perturbe la localisation de la protéine Skeletor (Silverman-

Gavrila and Wilde, 2006). Plus récemment, il a été montré que le gradient Ran-GTP est 

essentiel pour permettre la dissociation de BuGZ et Bub3 en métaphase permettant l’entrée en anaphase (Jiang et al., 2014). Par conséquent, ces données préliminaires nous 

permettent de soupçonner un rôle direct de Ran dans la formation de la « spindle 

matrix ». Cependant il est important de préciser que lorsque que l’on compare le 
gradient Ran-GTP entre les cellules humaines Hela (mitose ouverte) et les cellules S2 de 

drosophile (mitose semi-ouverte) en utilisant des senseurs FRET, le gradient Ran-

GTPest beaucoup plus fort dans les mitoses de drosophiles, ce qui indique que le degré 

de compatimentation est différent entre les cellules humaines et de drosophiles 

(Moutinho-Pereira et al., 2013). 

 

Nos connaissances incomplètes sur la nature exacte de la structure, la fonction et 

la composition de cette « spindle matrix » en font un sujet controversé. La découverte de 

nouvelles protéines associées à cette matrice permettrait de mieux caractériser ses 

propriétés structurelles et son rôle dans l’assemblage du fuseau mitotique. 

  



 48 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

Figure 14 : Les différents types d’attachement des microtubules 
 L’attachement amphitélique est l’attachement qui permet de ségréger correctement les chromatides sœurs. Les attachements monotéliques et syntéliques ne satisferont pas le SAC qui bloque l’entrée en anaphase afin de corriger les défauts d’attachements Dans le cas de l’attachement mérotélique, le SAC est satisfait et n’empêche pas l’entrée en anaphase.  
  

Activité	du	point	de	controle	du	fuseau	mitotique		
Non	actif Faiblement	actif Actif

Amphitélique Monotélique

Syntélique Mérotélique
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III. Le point de contrôle de l’assemblage du fuseau mitotique  
 

Précédemment, nous avons vu comment le fuseau mitotique était assemblé afin 

de permettre la fine et précise ségrégation des chromosomes. La mauvaise transmission du matériel génétique entre les deux cellules filles mène à la perte d’information génétique ou à l’aneuploïdie, un état ou les cellules se retrouvent avec un nombre 
aberrant de chromosomes. Afin d’éviter les erreurs de ségrégation des chromosomes, un 
système de surveillance, le SAC (Spindle Assembly Checkpoint), permet de vérifier que les kinétochores (de larges complexes protéiques qui s’assemblent au niveau de L’ADN 
centromérique) sont correctement attachés par les microtubules et de retarder la 

progression en anaphase si nécessaire.  

 

III.A Les différents types d’attachement 
 

Les microtubules peuvent lier les kinétochores à partir des deux pôles des 

fuseaux mitotiques, pouvant mener à plusieurs configurations d’attachements possibles. Dans le cas d’un attachement amphitélique, les deux kinétochores du chromosome sont 
attachés par les deux pôles opposés du fuseau mitotique, le chromosome est donc bi-

orienté. En revanche, lors d’un attachement monotélique, un seul kinétochore est 

attaché par un seul pôle, le chromosome est dit mono-orienté. Lors de l’attachement de 
type syntélique, les deux kinétochores sont attachés mais seulement par un pôle de la cellule. Finalement, l’attachement mérotélique correspond à un kinétochore attaché par 

les deux pôles du fuseau mitotique (Figure 14).  

 Les chromatides sœurs sont liées par le complexe cohésine jusqu’au début de l’anaphase. Les microtubules tentent de tirer les chromosomes de chaque côté, induisant des tensions dans le cas d’attachements amphitéliques ce qui inactive le SAC. Lors d’attachements monotéliques ou syntéliques, des tensions sont exercées d’un seul côté 
menant à un maintien du SAC actif. En revanche, le SAC n’est pas capable de détecter les 

attachements mérotéliques, parce que des tensions sont exercées en direction des deux 

pôles de la cellule sur chaque kinétochore (Musacchio and Salmon. 2007) (Figure 13). 
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Figure 15 : Structure et l’ultrastructure du kinétochore 

 À gauche, la structure général d’un kinétochore qui est assemblé au niveau du 
centromère de chaque chromatide. Le kinétochore est une structure trilamellaire composé de différentes plaques (interne, centrale, externe) et d’une couronne fibreuse. À droite, l’ultrastructure du kinétochore et les différentes protéines recrutées. Au cœur du 
kinétochore CENP-A (Centromeric Protein A) et un groupe de protéines appelées CCAN 
(Constitutive Centromere Associated Network). Le groupe de protéines appelées KMN 
(KNL-1/Mis12C/Ndc-80) de la région externe du kinétochore permet l’interaction 
avec le microtubule est composé de MisC12, KNL-1, Ndc-80. Ndc-80 via son domaine CH 
(Calponin Homology) interagit avec le microtubule. 
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III.B Les Kinétochores et le SAC  

 

  III.B.1 L’ultrastructure du kinétochore et sa liaison avec les microtubules 
 Les kinétochores sont constitués de complexes protéiques composés d’au moins 
80 protéines différentes. Ces complexes sont présents dans différentes régions du 

kinétochore, appelées régions internes et externes, qui sont assemblées au niveau des centromères de chaque chromatides sœurs (Santaguida and Musacchio, 2009). Au cœur du kinétochore, un variant de l’histone-H3, CENP-A (Centromeric Protein A) ainsi que 

plusieurs autres composants seront recrutés tout au long du cycle cellulaire, formant un 

complexe appelé le CCAN (Constitutive Centromere Associated Network) (Cleveland et al., 2003). D’autres protéines sont retrouvées au niveau de la région externe du 
kinétochore formant un réseau KMN (KNL-1/Mis12C/Ndc-80) qui est constitué de sous 

complexe comme le KNL-1 (Kinetochore null protein1), Mis12C (Missegregation 12) et 

Ndc-80 (Nuclear division cycle 80). Ces protéines servent de plateforme pour les 

protéines du SAC ou encore pour permettre la liaison avec les microtubules au travers 

du domaine CH (Calponin-homology) de Ndc-80 (Cleveland et al. 2003, Chan et al., 2005, 

DeLuca et al., 2006) (Figure 14). 

 

III.B.2 La régulation du SAC par le kinétochore 
 

  Lorsque les chromosomes sont correctement attachés par les microtubules, le 

SAC est dit « satisfait » et va activer l’APC/C (Anaphase Promoting Complex/Cyclosome) 

qui entraine la dégradation de la cycline B1 et de la Sécurine. Par conséquent, la Séparase n’est pas inhibée et peut cliver les cohésines, entrainant la séparation des chromatides sœurs. La dégradation de la cycline B permet la sortie de mitose.  
 

En revanche, un kinétochore non attaché génère un signal, le SAC est « insatisfait ». Ce signal inhibe l’APC/C grâce au MCC (Mitotic Checkpoint Complex) composé de Mad2, BubR1, Bub3 et Cdc20. L’inhibition de l’APC/C passe principalement par la séquestration du facteur Cdc20 indispensable à l’activité de l’APC/C. Le MCC séquestre 

Cdc20 empêchant ainsi de lier ses substrats (Alfieri et al., 2016). Ainsi, la cycline B et la 

sécurine ne sont pas dégradées retardant la sortie de mitose (Figure 16). 
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Figure 16 : Le point de contrôle du fuseau mitotique (SAC : Spindle 

Assembly Checkpoint) 
 

Lorsque tous les kinétochores sont attachés par les microtubules le SAC est dit 
« satisfait » (à gauche). L’APC/C est une ubiquitine ligase qui permet la sortie de mitose et la séparation des chromatides sœurs par la polyubiquitinilation de la Cycline B et la 
Sécurine, menant à leurs dégradations par le protéasome. En revanche, lorsqu’un 
kinétochore est mal ou non attaché par le fuseau mitotique, le SAC est dit « insatisfait » (à 
droite) et va émettre un signal. Le kinétochore va recruter des protéines pour former le 
MCC (Mitotic Checkpoint Complex) composé de Mad2, cdc20, Bub3 et BubR1. Le MCC inhibe l’activité de l’APC, ce qui stabilise la cycline B et la Sécurine empêchant la sortie de 
mitose (Dick and Gerblich. 2015) (à droite). 
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IV. Contexte et objectifs 
 La compréhension des mécanismes d’assemblage du fuseau mitotique est l’objet de 
nombreux travaux depuis sa première description faite par Flemming dans une cellule animale en 1882. L’assemblage de cette structure est complexe car elle est composée de 
nombreux microtubules (pouvant aller jusqu’à des centaines de milliers) qui sont les 
principaux constituants. De plus, environ 1000 MAPs différentes en assurent la fonction dont une centaine d’entre elles sont encore non caractérisées à ce jour (Petry et al., 
2016).  

 Une des principales thématiques de notre équipe est l’étude fonctionnelle et l’identification de nouveaux acteurs impliqués dans l’assemblage du fuseau mitotique 
chez un organisme modèle, la drosophile. La drosophile est un modèle de choix pour les expériences de génétiques et de biologie cellulaire et est utilisée depuis plus d’un siècle. Cet organisme est facile à manipuler (cycle de vie, génome simple …) et de façon 
intéressante, 50% des protéines retrouvées chez la drosophile ont des orthologues 

fonctionnels chez les mammifères. Une étude protéomique a permis à l’équipe d’analyser l’interactome des protéines interagissant avec les microtubules chez l’embryon de drosophile (Gallaud et al., 2014). Dans cette étude, notre équipe a comparé 
des extraits d’embryons de 0-2h, qui se divisent de façon rapide et synchrone (extraits 

« mitotiques ») avec des échantillons d’embryons plus vieux (0-17h), dans lesquels la 

majorité des cellules ne se divisent pas (extrait « interphasique »). Le but est de pouvoir comparer des différences d’affinités entre les microtubules en interphase et en mitose 
pour les MAPs identifiées. La polymérisation des microtubules a été induite avec du 

taxol additionné de GTP puis les microtubules et les MAPs ont ensuite été récupérées 

par centrifugation (Figure 17A) et résolus par SDS-PAGE (Figure 17B). Une analyse par spectrométrie de masse a permis d’identifier 855 protéines dans les deux échantillons. 
Les protéines ont ensuite été classées en trois catégories en fonction de leurs profils 

enrichissements : mitotique, interphasique ou les deux (Figure 17C-17E). Par la suite, 96 gènes pour lesquels aucun rôle dans l’assemblage du fuseau mitotique n’est connu ont été sélectionnés. Chez la drosophile il est facile d’exprimer des ARNi dans le SNC 

(Système Nerveux Central) grâce au système UAS-Gal4 (Brand et Perrimon, 1993) et de regarder l’impact sur les cellules souches, les Neuroblastes (Nbs). Grâce à l’expression 
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de ces ARNi, un crible protéique a été effectué. C’est ainsi que 18 candidats ont été 

retenus car leurs pertes de fonctions induisent des phénotypes mitotiques tels que : l’hypercondensation des chromosomes, des défauts dans l’assemblage du fuseau mitotique et/ou une perte de l’orientation du fuseau mitotique (Figure 17G).  

 

Une protéine retenue suite au crible est dTBCE. Cette protéine semble être associée 

aux microtubules uniquement en mitose (4 peptides identifiés en mitose contre 0 en interphase). L’inhibition de TBCE dans le SNC de la drosophile mène à une augmentation 
de l’index mitotique, ce qui suggére une activation prolongée du SAC. De plus, lorsque 

TBCE est inhibée, les fuseaux mitotiques des Nbs possèdent une faible densité de microtubules. Pendant ma thèse, j’ai principalement travaillé sur le rôle de cette 
protéine dans l’assemblage fuseau mitotique. 

 Un autre projet auquel j’ai participé est l’étude d’Ensconsine (également connu sous 

le nom de MAP7). Cette protéine a été précédemment décrite par l’équipe pour son rôle dans l’assemblage du fuseau mitotique (contrôle de la longueur du fuseau). De plus, 

Ensconsine est impliquée dans la séparation des centrosomes en interphase. La 

séparation des centrosomes est dépendante du recrutement de la kinésine-1. En 

revanche le contrôle de la longueur du fuseau mitotique par Ensconsine est indépendant 

de la kinésine-1 (Gallaud et al., 2014). Ensconsine possède deux domaines, un domaine 

de liaison aux microtubules (MBD) et un domaine de liaison à la kinésine-1 (KBD). Nous 

avons donc tenté de séparer ces deux fonctions en exprimant : 1) le MBD, pour obtenir 

des drosophiles ou la longueur du fuseau est normale mais les centrosomes sont mal 

séparés. 2) le KBD pour espérer sauver la séparation des centrosomes mais pas la 

longueur du fuseau. Les résultats se sont avérés différents de ce que nous avions 

envisagé. Cependant, cette étude nous a permis de mettre en évidence une double 

activation de la kinésine-1 par Ensconsine dans différents tissus et à différents stades du 

développement.  
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Figure 17 : L’intéractome des microtubules chez l’embryon de drosophile (Figure 

S1 Gallaud et al., 2014). 
Légende au dos 
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A) Des embryons précoces mitotiques (0 à 2 h) et interphasique (2 à 17 h) ont été 
recueillis pour la préparation d'extraits de mitose et d'interphase. Afin de permettre 
l'assemblage de microtubules, ces extraits ont ensuite été incubés avec du GTP et du 
taxol à 25°C. Les microtubules et les MAPs ont été sédimentés par centrifugation à 
travers un coussin de glycérol et ont été séparés par SDS-PAGE. B) SYPRO SDS-PAGE 
représentant les profils protéiques d’extrait mitotiques (Mit) et Interphasiques (Int) des 
culots de microtubules avant la spectrométrie de masse. C) Les protéines identifiées ont 
été classées en trois catégories sur la base de leurs quantités relatives dans chaque 
échantillon : générales (protéines associées aux microtubules interphases et mitotiques), 
mitotiques ou interphasiques. D) Exemples de protéines connues identifiées dans les culots d’échantillons mitotiques et interphasiques. Les nombres entre parenthèses 
indiquent le nombre de peptides identifiés dans les culots d'interphase (nombre à 
gauche) et mitotiques (nombre à droite). E) Classification des processus biologiques 
identifiés (avec la valeur p corrigée), basée sur les termes d'annotation GO Slim 
correspondant aux trois classes différentes de protéines identifiées dans cette étude. F) 
Stratégie de crible des gènes mitotiques dans le SNC de la drosophile. Des drosophiles 
femelles exprimant Gal80ts (répresseur Gal4) et Gal4 dans le cerveau ont été croisées 
avec des mâles portant le promoteur UAS et des séquences en aval pour l'expression 
d'ARNi ciblant les gènes à analyser. À 20°C, Gal80ts inhibe Gal4. Cependant, 
l'augmentation de la température à 29°C permet l'expression des ARNi. Après 3 jours, les 
cerveaux ont été fixés et des anomalies mitotiques ont été détectées par 
immunofluorescence. G) Nbs mitotiques après ARNi dirigés contre plusieurs nouveaux 
gènes mitotiques déjà connus (klp61F, polo) ou nouvellement identifiés dans cette étude 
(Tcp-1, CG2943, CG14998/Ensconsin). L'aPKC apparaît en rouge, la tubuline en vert et la 
phospho-histone H3 (Ser10) en bleu. Barre d’échelle : 10 μm. 
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I. Étude du rôle de dTBCE dans l’assemblage du fuseau mitotique 

 

I.A Introduction 
 

Les microtubules sont des composants dynamiques essentiels du cytosquelette qui s'assemblent à partir de dimères de tubulines α et β (Desai et Mitchison, 1997). Lors 
de la division cellulaire, les cellules méiotiques et mitotiques forment un fuseau 

bipolaire à base de microtubules qui permettent la ségrégation des chromosomes entre 

les deux cellules filles. In vitro, la nucléation des microtubules peut se produire spontanément en présence de GTP lorsque la concentration en dimères de tubuline α et β atteint une concentration dite critique. Dans les organismes vivants, la nucléation des 

microtubules du fuseau mitotique se produit à différents sites de l'appareil mitotique 

(au niveau des centrosomes et autour de la chromatine mitotique). La nucléation des 

microtubules au cours de l’assemblage du fuseau méiotique et mitotique nécessite de 
nombreux facteurs supplémentaires. Un groupe de protéines clé permettant la 

nucléation des microtubules est le complexe γ-TuRC qui est recruté aux différents sites 

de nucléation (Kollman et al., 2011; Roostalu et Surrey, 2017; Goshima et al., 2008; Petry 

et al., 2013). La nucléation des microtubules requiert également un gradient Ran-GTP 

autour de la chromatine qui permet la libération locale de facteurs d'assemblages du 

fuseau mitotique (SAFs) grâce à un système d’importines (Kalab et Heald, 2008). 

Cependant, la voie Ran n'est pas toujours indispensable pour la nucléation des 

microtubules dans tous les organismes modèles (Dumont et al., 2007; Cesario et al., 

2012). En effet, il semble que le complexe de chromosomes passagers (CPC) contribue 

également à la nucléation (Moutinho-Pereira et al., 2013; Maresca et al., 2009). Fait 

intéressant, même si, in vitro, la nucléation des microtubules est dépendante de la concentration en tubuline, l’accumulation locale de tubuline n’a que très récemment été 
considérée comme un élément clé in vivo (Woodruff et al., 2017). Cependant, chez 

C.elegans et D. melanogaster, une forte accumulation de tubuline libre autour des 

centrosomes et des chromosomes a été observée au cours de la mitose, même si la 

pertinence physiologique de cette augmentation locale de la tubuline pour la nucléation 

des microtubules reste mal comprise (Hayashi et al., 2012; Schweizer et al., 2015; 

Woodruff et al., 2018; Yao et al. , 2012). Nous avons récemment isolé le cofacteur de la 

tubuline E (dTBCE) comme une protéine essentielle pour l’assemblage du fuseau 
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mitotique dans les neuroblastes (Nbs) du système nerveux central de Drosophila 

melanogaster (Gallaud et al., 2014). Nous montrons ici que dTBCE est essentielle pour l’accumulation de la tubuline soluble fonctionnelle autour de la chromatine après la 

rupture de l‘enveloppe nucléaire (NEBD). Ce processus semble être un mécanisme 

général essentiel pour contrôler dans l’espace et le temps la polymérisation des microtubules et l’assemblage du fuseau mitotique. 

 

I.B Matériels et méthodes 
 

I.B.1 Constructions ADN 
 

Le cadre de lecture ouvert de dTBCE a été obtenu par PCR en utilisant le clone GM13256 d’ADNc que l’on a eu auprès du Drosophila Genomic Ressource Center (DGRC, Université de l’Indiana) et cloné sans le codon Stop dans pENTR (InvitroGen) pour générer le clone d’entrée pENTR-TBCE. Ce clone a ensuite été utilisé pour la mutagenèse 

à l'aide du kit de mutagenèse dirigée sur site Quick II (Stratagene). Le site NLS putatif 

GLVMKRFRLS détecté à l'extrémité C-ter du gène tbce a été muté en GLVMAAFALS pour 

générer le pENTR-TBCEmutNLS. La délétion de HsTBCE à proximité du motif conservé 

du domaine CAP-GLY observée chez les patients présentant un hypoparathyroïdisme, un 

dysmorphisme facial avec un retard mental a été reproduite en supprimant la séquence 

d'acides aminés IVDG correspondante de dTBCE afin de générer le pENTR-TBCEHMF. Le 

motif CAP-GLY conservé GLRGKHNG présent dans la région N-ter de la séquence de 

dTBCE a été mutée en GLRGAANG (Michel Steinmetz, communication personnelle) pour 

générer le pENTR-TBCEmutCG. Pour générer des protéines TBCE sauvages et mutantes 

fusionnées avec l’étiquette GFP (ou Vénus) en C-ter, les clones d'entrée mutés 

correspondants ont été recombinés à l'aide d'un kit de clonase LR (InVitrogen) dans 

pUWG, pTWG ou pPWG obtenu auprès du DGRC. Les vecteurs de destination ont ensuite 

été injectés dans des embryons de drosophiles pour la transformation médiée par 

l'élément P (BestGene). 

 

Le domaine N-ter de dTBCE (acides aminés 1 à 207) a été cloné en utilisant le 

système In-Fusion (Takara) dans le plasmide pET23B (Clontech) pour générer le 

vecteur pET-NtTBCE et permettre la production d'anticorps chez le cobaye. 
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Pour la génération de lignées cellulaires stables exprimant TBCE-GFP (ou Venus) 

ou TBCEmutCG-GFP, les clones d'entrée correspondants ont été recombinés dans pPURO-

GFP, permettant l'expression de protéines de fusion C-ter GFP exprimées sous le 

contrôle du promoteur actine5C et la sélection de la Puromycine (Roger Karess, Institut 

Jacques Monod, PARIS). 

 

I.B.2 Lignées de drosophile utilisées 
 

Les drosophiles ont été maintenues dans des conditions standard à 25°C. Les 

mutants tbceLH15 et tbcez0241, décrits précédemment, et correspondent à des allèles nuls 

où la létalité est embryonnaire (Jin et al., 2009). La combinaison hétéroallélique 

tbceLH15/tbceZ0241 a été utilisée dans nos expériences de sauvetages pour les différents 

variants de TBCE étiquetée par GFP (ou Vénus) et nommée dans le manuscrit tbce. 

L'expression de TBCE-GFP sous le contrôle d'un promoteur poly-ubiquitine sauve à la 

fois la viabilité du mutant tbce. Des drosophiles transgéniques présentant les génotypes 

suivants ont été utilisées pour l'expression des ARNi ou des protéines : TubGAL80ts; 

69B-GAL4, TubGAL80ts, 69B-GAL4, Insc-Gal4, UAS-Cherry-αtubuline, actine5C-GAL4, 

V32C-GAL4 et ont été obtenues chez Bloomington Drosophila Stock Center (Université de l'Indiana). Les drosophiles β-tubuline-GFP ont déjà été utilisées dans certaines études (Inoue et al., 2004). L’expression des transgènes TBCE-GFP, TBCEmutCG-GFP, TBCEmutNLS-

GFP ou TBCEHRD-GFP sont inductibles grâce aux promoteurs UAS. Les lignées 

transgéniques (avec le promoteur UAS) ont été obtenues auprès du Centre Vienna 

Drosophila Center (VDRC) pour dépléter TBCE, Mad2 et RAN. Les drosophiles exprimant 

EB1-GFP ont été décrites dans notre précédente étude (Gallaud et al., 2014). 

L'expression de TBCE-GFP, TBCEmutNLS-GFP ou TBCEHRD-GFP (avec pUASt ou pUASp) exprimé avec l’activateur actine5C-Gal4 ont sauvé la létalité des mutants tbce. En 

revanche, l'expression de TBCEmutCG-GFP ne sauve pas la létalité. La lignée Nup-107-RFP 

nous a été donnée par le docteur Valérie Doye (Katsani et al., 2008). Les lignées Lamine-

GFP et CD8-GFP ont été obtenues auprès de Bloomington. 
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II.B.3 Expression et purification de la protéine recombinante 
 

Le vecteur d'expression pET-NtTBCE a été transformé dans la souche E. coli BL21 

(DE3) (New England Biolabs). L'expression de la protéine recombinante a été induite 

avec de l'IPTG 1 mM pendant 4 heures à 25°C et le culot bactérien a été stocké à -20°C 

jusqu'à son utilisation. Le culot a été remis en suspension sur glace dans du tampon de 

lyse (LB: Tris 10mM, 10% de glycérol, 500mM de NaCl, pH 7,4) contenant 1% de Triton 

X-100 (Sigma), supplémenté d’inhibiteurs de protéases (Roche) et de lysozyme (1 
mg/mL). Le culot bactérien remis en suspension a ensuite été traité aux ultrasons 10 

fois pendant 10sec sur glace et centrifugé à 10 000g pendant 30 min à 4 ° C. La protéine 

marquée à l'hexa-histidine dans le surnagent a été purifiée conformément aux 

instructions du fabricant sur une colonne de nickel. (Qiagen), dialysé pendant une nuit dans du PBS à 4°C et utilisé pour l’immunisation du cobaye (Covalab). 
 

II.B.4 Anticorps 
 

L'anticorps polyclonal anti-Ran de lapin (ab11693) provenait de Abcam et a été 

utilisé au 1:200 pour l'immunomarquage et au 1:2000 pour le Western blot. L'anticorps 

monoclonal anti-tubuline tyrosiné YL1/2 de rat (1:200) et les anticorps monoclonaux de 

souris et d'histones anti-phosphorylés polyclonaux de lapin H3 (Ser10) (1:500) ont été 

obtenus auprès de Millipore. L'anticorps monoclonal de souris anti-GFP (1:1000) a été 

obtenu auprès de Roche. Les anticorps anti-β-tubuline de souris (1:1000) et l’anti-actine 

de lapin (1:5000) ont été obtenus de Santa Cruz. Les anticorps anti-Skeletor (1:100) de 

souris, anti-Mégator (1:100), anti-Chromator (1:100), anti-lamine (1:100) ont été 

achetés auprès de la banque d'hybridomes de Drosophila Studies. L'anticorps 

monoclonal de souris anti-TBCE (1:500) nous a été gracieusement donné par le Dr 

Zhang (Jin et al., 2009). L'anticorps anti-TBCE de cobaye est dirigé contre la région 

située entre les acides aminés 1 et 207 (1:2000). Les anticorps anti-importine alpha 1, 2 

et 3 de souris ont été aimablement fournis par Pr M. Siomi (Yashiro et al., 2018). Le 

polyclonal anti-TBCE-Nt de cobaye a été utilisé au 1:1000 pour l’immunocoloration et au 
1:10 000 pour le transfert Western Blot. Les anticorps secondaires de chèvre conjugués 

à la peroxydase (1:5000) ont été obtenus auprès de Jackson ImmunoResearch 
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Laboratories, et les anticorps secondaires Alexa Fluor (1:1000) auprès de Life 

Technologies.  

II.B.5 Western Blot 
 

Après le transfert des protéines sur une membrane de nitrocellulose (GE 

Healthcare) en utilisant un système TransBlot Turbo (Biorad), les membranes ont été 

brièvement colorées avec du ponceau S et bloquées pendant 2h avec du TBST (Tris 20 

mM, NaCl 150 mM et 0,1% Tween20, pH 7,4) contenant 10% de lait écrémé (ou 5% de BSA pour l’anticorps anti-RAN). L'incubation primaire a été effectuée pendant une nuit à 

4°C dans du TBST contenant 5% de lait écrémé ou 2,5% de BSA (pour l'anticorps anti-

Ran). L'incubation avec l'anticorps secondaire a été effectuée dans du lait écrémé à 5% 

pendant 2h à la température ambiante. Trois lavages (30 min chacun) ont été effectués 

après chaque incubation d'anticorps dans du TBST.  

 

II.B.6 Culture cellulaire S2 
 

Sauf indication contraire, les réactifs utilisés pour la culture cellulaire 

proviennent de la société InVitrogen. Les cellules S2 ont été cultivées à 25°C dans du milieu Schneider additionné de 10% de sérum décomplémenté de veau fœtal (FCS), de 
péniciline (100U/ml) et de streptomycine (100 U/ml). La transfection plasmidique a été 

réalisée à l'aide de Fugene HD (Qiagen) et des lignées cellulaires stables exprimant la 

GFP, la TBCE-GFP et la TBCEmutCG-GFP ont été sélectionnées avec de la puromycine à 8 

µg/ml (technologies Life). 

 

II.B.7 Analyse d'immunofluorescence 
 

Les cellules S2 ont été déposées sur des lamelles couvertes de concanavaline A et 

incubées pendant 1h à 25°C. Les cellules sont fixées pendant 10min avec du fixateur de 

Bouin puis 5min dans du méthanol à -20°C (Qi et al., 2004). D’autres cellules S2 ont été 
fixées pendant 10min dans un tampon (NaCl 137mM, KCl 5mM, Na2HPO4 1,1mM, 

KH2PO4 0,4mM, MgCl2 2mM, PIPES 5mM, glucose 5,5mM, pH 6,9), complété par 7% de 

formaldéhyde (réf. F-1635, Sigma). Les cellules fixées ont été traitées pour les analyses d’immunofluorescence comme décrit précédemment (Romé et al., 2010). Les embryons, 
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recueillis sur des plaques d'agar additionnées de jus de raisin et de levure, ont été lavés 

dans du TBS contenant 0,1% de triton et déchorionés dans de l'eau de Javel diluée à 

50%. Les embryons ont été fixés dans un mélange contenant 50% de fixateur de Bouin et 50% d’heptane pendant 20min à température ambiante, puis transférés dans du 
méthanol à -20°C et traités pour l’immunofluorescence comme décrit précédemment 
(Walker et al., 2000). L'immunomarquage des Nbs, ainsi que le test au froid ont été 

réalisés comme décrit précédemment (Gallaud et al., 2014). Les cerveaux, les embryons 

ou les cellules S2 ont été montés dans le milieu de montage ProLong Gold (Life 

Technologies) et les images ont été acquises sous un microscope confocal SP5 vertical 

(Leica) équipé d'un objectif 63X1,3NA. Pour les tests de polymérisation, les cerveaux ont 

été incubés avant la fixation pendant 30min dans du milieu de drosophile Schneider 

contenant 10% de FCS supplémenté avec du Taxol (Sigma) à une concentration finale de 

20μM. 

 

II.B.8 Microscopie en temps réelle 
 

Des embryons pondus entre 0 à 2h exprimant des protéines fluorescentes ont été 

immobilisés sur du scotch double face et déchorionés doucement à la main avec une 

pince. Ces embryons ont été déposés dans une goutte d’huile Voltalef sur une lame de 
verre séparée par deux lamelles de 22x22 mm qui servent de cale. Les embryons ont 

ensuite été recouverts d'une lamelle de 40x22 mm avant leur imagerie immédiate. 

 

Les cerveaux exprimant les différentes protéines marquées ont été disséqués 

dans le milieu de drosophile Schneider contenant 10% de FCS. Pour les expériences de 

dépolymérisation de microtubules, le milieu a été supplémenté en colchicine (Sigma) à 

une concentration finale de 20μM. Les préparations ont été scellées avec de l'huile 

minérale (Sigma). Les images ont été acquises avec un Spinning Disc monté sur un 

microscope inversé (Elipse Ti :Nikon) équipé d'un objectif 60X 1,4 NA à 25°C. Les séries 

en Z ont été acquises toutes les 20, 30 ou 60sec avec une caméra CCD (CoolSnap HQ2; 

Photometrics) et un sCMOS ORCA Flash 4.0 (Hamamatsu) contrôlée par le logiciel d’acquisition MetaMorph. Les images ont été traitées avec le logiciel ImageJ et sont 
présentées sous forme de projections à intensité maximale.  
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II.B.9 Immunoprécipitation 
 

Les cellules S2 stables exprimant GFP, TBCE-GFP et TBCEmutCG-GFP ont été 

cultivées et collectées par centrifugation. Les cellules ont été remises en suspension 

dans du PBS, centrifugées et les culots cellulaires ont été congelés rapidement dans de 

l'azote liquide et stockés à -80°C ou utilisés immédiatement pour les 

immunoprécipitations. Les culots cellulaires ou les embryons sont repris dans 200μl de 

tampon de lyse (10mM Tris/Cl; 150mM NaCL; 0,5mM EDTA) à 4°C supplémenté d’inhibiteur de protéases (Roche) et de phosphatases (Roche). Le culot remis en 

suspension est traité aux ultrasons 10 fois pendant 10 sec sur de la glace et centrifugé à 

20 000g pendant 30min à 4°C. Le lysat est transféré dans un nouveau tube et 300μl sont 

ajouté. En parallèle 10μl de billes GFP-Trap (Chromotek) sont lavées dans 500μl de 

tampon à 4°C de lyse. Les billes sont récupérées sur un support magnétique. Le Surnagent est éliminé et l’opération est répété trois fois. Le lysat cellulaire est ajouté aux 

billes et incubé 1h à 4°C sur roue. Le surnagent est ensuite éliminé et les billes lavées 

dans du tampon trois fois pendant 5min. 

 

 Pour l’expérience d’affinité avec la tubuline soluble, les immunoprécipitations 
ont été répétées dans les mêmes conditions avec des extraits d’embryons. Les billes ont 
ensuite été incubées avec de la tubuline pure (contenant 20% de tubuline rhodamine 

provenant de Cytoskeleton, Inc) à une concentration finale de 20μM pendant 5min à 

37°C. Les billes sont ensuite déposées entre deux lamelles de 18x18mm et de 22x22mm 

précédemment traitées avec du polyéthylène glycol comme décrit précédemment (Field 

and Mitchison, 2018). Les billes sont ensuite observées pour analyses au microscope.  

 

II.B.10 Spectrométrie de masse 
 

a) Digestion des protéines sur billes 

 

Les billes ont été remises en suspension dans un tampon de digestion contenant 

75mM de bicarbonate d'ammonium, pH 8,0, réduites à l'aide de DTT 10 mM pendant 20 

min, puis alkylées à température ambiante pendant 20min à l'obscurité avec du 

chloroacétamide 40mM. Les protéines liées aux billes ont été digérées avec 1µg de 
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mélange trypsine/Lys-C (Promega) pendant 3 h à 37°C, puis 150ng de trypsine/Lys-C  

est ajouté pour digestion. Les peptides ont été isolés sur des pointes C18 conformément 

aux instructions du fabricant (Thermo Fisher Scientific) et séchés jusqu'à leurs 

achèvements dans un concentrateur SpeedVac équipé d'un piège de condensation 

intégré à -100°C. 

b) Analyse LC-MS/MS 

 

Les échantillons de peptides ont été analysés par nano LC-MS/MS avec un 

système de chromatographie Dionex UltiMate 3000 nanoRSLC (Thermo Fisher Scientific 

/ Dionex Softron GmbH, Germering, Allemagne) connecté à un spectromètre de masse 

Orbitrap Fusion™ Tribrid™ (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA) équipé d’une source d’ions nanoélectrospray. Les peptides ont été piégés à 20μl/min dans le solvant 

de charge (2% acétonitrile, 0,05% TFA) sur une pré-colonne de cartouche p18 C18 de 5 

mmx300um (Thermo Fisher Scientific / Dionex Softron GmbH, Germering, Allemagne) 

pendant 5min. Ensuite, la pré-colonne a été mise en ligne avec la colonne Pepmap 

Acclaim (ThermoFisher), une colonne de séparation de diamètre interne de 50cm x75 

µm et les peptides ont été élués avec un gradient linéaire de 5-40% de solvant B (A: 0,1% d’acide formique). B: 80% acétonitrile, 0,1% acide formique) en 30min à 300 nL/min. Les spectres de masse ont été acquis en utilisant un mode d’acquisition 
dépendant des données en utilisant le logiciel Thermo XCalibur version 4.1.50. Des 

spectres de masse à balayage complet (350 à 1800m/z) ont été acquis dans l'Orbitrap en 

utilisant une cible AGC de 4e5, un temps d'injection maximal de 50ms et une résolution de 120 000. L’étalonnage interne à été effectué à l'aide de la masse de verrouillage sur le 

siloxane m/z ion. Chaque balayage MS a été suivi de l'acquisition des spectres MS/MS de 

fragmentation des ions les plus intenses pendant une durée de cycle totale de 3 

secondes (mode vitesse maximale). Les ions sélectionnés ont été isolés à l’aide de l’analyseur quadripolaire dans une fenêtre de 1,6m/z et fragmentés par dissociation induite par collision à haute énergie (HCD) avec 35% d’énergie de collision. Les 
fragments résultants ont été détectés par le piège à ions linéaire en vitesse de balayage 

rapide avec une cible AGC de 1e4 et un temps d'injection maximal de 50ms. L'exclusion 

dynamique de peptides précédemment fragmentés a été définie pour une période de 

20sec et une tolérance de 10ppm. 
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c) Recherche dans la base de données 

 Les données de spectrométrie de masses générées par l'instrument Orbitrap™ Fusion™ Tribrid™ (fichiers * .raw) ont été analysées par MaxQuant (Tyanova et al., 
2016) (version 1.5.2.8) en utilisant les paramètres par défaut et la quantification sans 

étiquette (LFQ). Andromeda (Cox et al., 2011) a été utilisé pour rechercher les données 

MS / MS par rapport à un protéome de référence au format FASTA Drosophila 

melanogaster téléchargé à partir d'Uniprot (2019) (21 923 entrées) et complété par une 

liste de contaminants communs (245 entrées) maintenu par MaxQuant et concaténé 

avec la version inversée de toutes les séquences (mode leurre). La longueur minimale du 

peptide a été fixée à 7 acides aminés et la trypsine a été spécifiée comme protéase 

permettant jusqu'à deux clivages manqués. La carbamidométhylation des cystéines 

[+57,02146 Da] a été définie comme une modification fixe, tandis que les additions en 

masse suivantes ont été utilisées comme modifications variables : oxydation de la 

méthionine [+15,99491 Da], désamidation de l'asparagine et de la glutamine [+0,98401 

Da], N-ter et de la lysine acétylation [+42,01056 Da] et pyro-glu à partir d'acide 

glutamique [-18,01055 Da] et de glutamine [-17,02654 Da]. Les résultats négatifs 

(leurres) et les contaminations communes ont été supprimés. 

 

d) Annotation fonctionnelle 

 

La base de données pour l'annotation, la visualisation et la découverte intégrée 

(DAVID) (Huang da et al., 2009a; Huang da et al., 2009b) a été utilisée pour l'annotation 

de protéines. L'outil d'annotation fonctionnelle a été utilisé pour effectuer la 

classification GO (ontologie) des gènes correspondants à l'aide des paramètres par 

défaut (http://david.abcc.ncifcrf.gov/). Les protéines de TBCE dont l'interaction est 

perdue lors avec les substitutions dans le domaine CAP-GLY ont été sélectionnées pour 

l'analyse par GO. Les trois termes de catégories GO les plus significatifs pour chaque 

sous-ontologie (basés sur les valeurs p des termes GO) ont été sélectionnés. 
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e) Modélisation du réseau de protéines 

 

Le réseau d'interactions protéine-protéine (IPP) de TBCE a été construit à l'aide 

de la base de données STRING (https://string-db.org/) (Jensen et al., 2009). Un groupe 

de protéines portant les affectations GO avec les termes suivants ont été sélectionné 

pour générer un sous-réseau spécifique de protéines interagissant avec TBCE : 

Processus biologique : importation de protéines dans le noyau ; Composant cellulaire : 

pore nucléaire ; Fonction moléculaire : constituant structurel du pore nucléaire. 

 

I.C Résultats 
 

I.C.1 La protéine dTBCE est nécessaire pour l’assemblage du fuseau mitotique.  
 

Pour étudier le phénotype de perte de fonction de dTBCE, nous avons utilisé des 

traitements de deux jours avec des ARNi spécifiques de dTBCE dans le SNC (Système nerveux central) de la drosophile (voir méthodes). L’efficacité des lignées transgéniques 
exprimant deux différents ARNi a été testée par Western blot. Nous avons observé que 

ces lignées diminuent les niveaux de protéines de dTBCE endogène (Figure 1A). Les 

cerveaux déplétés pour dTBCE étaient environ 2 fois plus petits que les contrôles, 

indiquant un retard de développement sévère du tissu neural (Figure 1B, n>50). Dans 

nos premières analyses tissulaires, les mitoses dans les cerveaux déplétés pour dTBCE 

présentent de nombreux chromosomes surcondensés suggérant un retard mitotique 

(Figure 1C). En accord avec ces observations, les analyses d'index mitotiques révèlent 

que l'inactivation de dTBCE augmente significativement le nombre de cellules en 

mitoses (Figure 1D). Les immunofluorescences des cellules souches du SNC, les Nbs, 

montrent que les cellules en métaphases dans les cerveaux déplétés pour dTBCE ont une densité de microtubules plus faible, ainsi qu’une diminution significative de la longueur 

des fuseaux mitotiques (Figure 1E_F), pouvant potentiellement engendrer des erreurs d’assemblage du fuseau mitotique et donc des délais de mitose. Afin de valider cette 
hypothèse, nous avons filmé des Nbs exprimant la tubuline-GFP (Figure 1G). La 

déplétion de dTBCE entraine une augmentation significative du temps de mitose (Figure 1H). Ce retard mitotique associé aux anomalies morphologiques d’assemblage du fuseau 
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mitotique est souvent le signe de l'activation prolongée du point de contrôle de 

l'assemblage du fuseau (SAC).  

 

Dans le but de confirmer si les délais de mitoses observés sont effectivement 

induits par le SAC, nous avons inactivé celui-ci en déplétant un de ses composants essentiels, Mad2. Nous avons d’abord analysé les indices mitotiques des neuroblastes 

mitotiques déplétés pour Mad2, dTBCE et la double déplétion dTBCE et Mad2. Nous 

avons constaté que la double déplétion dTBCE et Mad2 mène à la disparition de cellules 

mitotiques aux chromosomes surcondensés précédemment observés avec la déplétion 

de dTBCE seul (Figure S1A) ainsi que l'apparition de cellules aneuploïdes (Figure S1A), 

suggérant une diminution du nombre de cellules mitotiques. En effet, l'indice mitotique 

est significativement réduit lorsque dTBCE et Mad2 sont toutes les deux déplétées par 

rapport à dTBCE ARNi seul (Figure S1B). Nous avons également analysé le temps de 

mitose des neuroblastes traités avec le ARNi contre dTBCE en présence et en absence de 

Mad2. Nous avons constaté que la déplétion de dTBCE et de Mad2 entraîne une 

diminution du délai mitotique comparé au traitement ARNi dTBCE seul (Figure S1C-D). 

De plus, dans les préparations fixées, nous avons fréquemment détecté des erreurs de 

ségrégation des chromosomes dans les cellules en anaphase lorsque Mad2 et dTBCE étaient tous deux déplétés, indiquant qu’une activation prolongée du SAC est 
indispensable afin de ségréger correctement les chromosomes en absence de dTBCE 

(Figure S1E). Ces observations permettent de conclure que dTBCE est un gène essentiel à l’assemblage du fuseau mitotique. En revanche nous n’avons observé aucun phénotype 
notable lorsque dTBCE est surexprimé (Figure S2). 

 

I.C.2 La protéine dTBCE est nécessaire pour la polymérisation des microtubules  
autour de la chromatine 

 

Pour étudier en détail la diminution de la densité de microtubules observée dans 

la région du fuseau dans les cellules déplétée pour dTBCE, nous avons d'abord analysé la 

capacité de renucléation des microtubules après dépolymérisation au froid. Les 

cerveaux sont incubés dans la glace pendant 30min afin de dépolymériser totalement les 

microtubules puis ils sont fixés à différents temps après un retour à 25°C afin de 

permettre aux microtubules de nucléer à nouveau (comme décrit précédemment 
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Gallaud et al., 2014) (Figure 2A). Dans les cellules contrôles, après 30sec à 25°C une 

forte nucléation de microtubules autour des centrosomes et des chromosomes est 

observée (n=8). Après 90sec, les fuseaux mitotiques ont une structure bipolaire normale 

(Figure 2B, à gauche n=6). En revanche, dans les cellules exprimant des ARNi dTBCE, 

nous constatons que, bien que la nucléation soit forte au niveau des centrosomes, les 

microtubules semblent incapables de nucléer autour des chromosomes après une incubation de 30sec à 25°C (n=7). Lorsque l’on incube les cerveaux exprimant les ARNi 

dirigés contre dTBCE à 25°C pendant 90sec, même si les centrosomes semblent 

conserver leurs potentiels de nucléation, les fuseaux mitotiques des Nbs ont toujours 

cette faible densité de microtubules autour des chromosomes, (Figure 2B, à droite n=9). 

 

Nous avons décidé de confirmer ces observations en suivant la protéine EB1 

étiqueté avec la GFP. Cette protéine s’associe à l’extrémité (+) des microtubules, ce qui nous a permis d’observer dans le temps et l'espace la polymérisation des microtubules 

de cellules métaphasiques. La vitesse de polymérisation des microtubules ne semble pas 

avoir été affectée par la déplétion de dTBCE par rapport aux cellules contrôles. Dans les 

contrôles, les projections maximales révèlent que les microtubules polymérisent 

principalement au niveau de deux sites principaux de la cellule. Une forte 

polymérisation est ainsi détectée au niveau des centrosomes ainsi qu’autour des 
chromosomes (Figure 2C, à gauche). Dans les cellules déplétées pour dTBCE, la 

polymérisation des microtubules semblait normale dans la région du centrosome, mais 

elle était clairement affectée dans la région du fuseau, suggérant une nucléation 

défectueuse des microtubules autour de la chromatine (Figure 2C, à droite). La 

quantification du ratio de fluorescence EB1-GFP des microtubules entre les centrosomes 

et la région des chromosomes a révélé une diminution de 50% entre les cellules 

contrôles et les cellules déplétées pour dTBCE (Figure 2D). Cette diminution de la 

polymérisation des chromosomes n'est pas due à une diminution de la protéine EB1-GFP car les niveaux exprimés ne sont pas affectés par l’utilisation des ARNi dirigé contre 
dTBCE (Figure 2E). 

 La déplétion de dTBCE n’entrainant pas la dégradation des niveaux de tubulines 

endogènes (Figure 1A), nous avons vérifié que la tubuline était fonctionelle et donc 

capable de polymériser en microtubules. Nous avons incubé les cerveaux avec du taxol, 
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un agent qui empêche la déstabilisation des microtubules. Après 1h d’incubation, nous 

avons fixé les cerveaux et observé que la quantité de microtubules polymérisés dans les 

Nbs déplétés pour dTBCE est bien inférieure aux Nbs contrôles (Figure 1F-G). Ceci 

suggère que sans dTBCE une fraction des hétérodimères ne peut plus être correctement 

incorporés dans le microtubule. 

 

I.C.3 La protéine dTBCE endogène est localisée dans la région du fuseau mitotique 
pendant la mitose. 
 

Nous avons précédemment isolé dTBCE à partir de culots de microtubules stabilisés au taxol obtenus à partir d’échantillons d’embryons mitotiques, ce qui suggère 
que cette protéine présente une affinité directe ou indirecte pour les microtubules 

(Gallaud et al., 2014; Hughes et al., 2008). Pour étudier la localisation de dTBCE, nous 

avons produit un anticorps polyclonal spécifiquement dirigé contre le domaine N-ter de 

dTBCE, capable de reconnaître spécifiquement notre protéine de 60KDa par Western blot avec des échantillons issus d’embryons contrôles (Figure 3A). Grâce à cet anticorps 
nous avons analysé la localisation de dTBCE endogène pendant la division cellulaire 

dans des embryons syncitiaux de drosophiles (Figure 3B). Nous avons constaté que 

dTBCE est localisée dans le cytoplasme et également dans le noyau pendant l'interphase. A partir de la rupture de l’enveloppe nucléaire (NEBD), dTBCE s’accumule dans la région du fuseau jusqu’à être principalement localisée dans cette région à la métaphase. Cette 

localisation de dTBCE en métaphase dans la région du fuseau, est apparue similaire à 

des localisations subcellulaires précédemment observées pour d’autres protéines. Elles 

ont été nommées Skeletor, Mégator et Chromator qui s’assemblent dans la « spindle 

matrix » au cours de la mitose chez la drosophile (Qi et al., 2004; Rath et al., 2004; 

Walker et al., 2000). Lors de la métaphase, nous avons constaté que dTBCE colocalise 

avec certaines de ces protéines de la matrice telles que Skeletor et Chromator (Figure 

S3). De façon intéressante, la localisation de dTBCE sur la matrice du fuseau semble être 

limité par la présence de l’enveloppe nucléaire (Figure 1C). 

 

Pour confirmer la localisation de dTBCE obtenue par immunofluorescence, nous 

avons généré des mouches transgéniques exprimant une protéine dTBCE étiquetée avec 

la GFP et exprimée cette protéine de fusion sous le contrôle d'un promoteur poly-
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ubiquitine (Figure 4 et vidéo 1). Ce transgène est fonctionnel car il est capable de sauver 

la létalité des mouches mutantes (voir méthodes). Dans les embryons syncitiaux, 

dTBCE-GFP apparaît cytoplasmique et nucléaire, mais est aussi visible sur la membrane 

nucléaire et sur les centrosomes (Figure 4A, -01:00, et 4B en haut). Lorsque la cellule 

entre en mitose, immédiatement après la NEBD (Figure 4A, 00 :00 et Figure 4B à 

gauche), dTBCE-GFP commence à envahir l'espace nucléaire. Le signal dTBCE-GFP le 

plus élevé a été observé autour des chromosomes durant la prométaphase. Pendant la 

métaphase, dTBCE-GFP localise au niveau du fuseau mitotique (Figure 4A, 3:00 et Figure 

4B en bas) jusqu’à la télophase avant de réapparaitre sur l‘enveloppe nucléaire durant la 

cytokinèse.  

 

I.C.4 La localisation de dTBCE et la viabilité des drosophiles est dépendante de la 
présence du motif conservé présent dans le domaine CAP-Gly. 
 

TBCE possède un domaine CAP-Gly en N-ter très conservé, avec un motif GKHNG. 

Ce motif est potentiellement responsable des interactions avec d’autres protéines et 
notamment de la liaison avec la queue C-ter de l’α-tubuline (Steinmetz and Akhmanova, 

2008). Il est intéressant de noter qu'une délétion des 4 acides aminés en aval de ce motif 

conservé dans le domaine CAP-Gly est retrouvée chez des patients humains souffrant 

d'hypoparathyroïdie, de dysmorphie faciale et de retard mental (HMF) (Parvari et al., 

2002). De plus, dTBCE possède un signal de localisation nucléaire putatif (NLS). Nous 

avons donc généré plusieurs mutants de dTBCE pour observer la contribution de ces 

deux séquences dans la fonctionnalité de la protéine. Deux mutants du domaine CAP-Gly 

ont été créés. Nous avons d'abord muté les deux résidus les plus conservés du motif 

CAP-Gly afin de perturber sa fonctionnalité (TBCEmutCG). Ensuite, nous avons supprimé 

les 4 acides aminés en aval du motif conservé pour reproduire la délétion observée chez 

les patients HMF (TBCEdelHMF-GFP). Enfin, nous avons muté le NLS putatif (TBCEmutNLS) 

(Récapitulatif des constructions S4A). Les analyses par Western blot révèlent que toutes 

les protéines étiquetées par la GFP étaient correctement exprimées à des niveaux 

sensiblement similaires (Figure S4B). Nous avons ensuite analysé la capacité des 

TBCEmutCG-GFP, TBCEdel-GFP et TBCEmutNLS-GFP à sauver la viabilité des mutants tbce 

(voir méthodes). Nous avons constaté que les deux lignées transgéniques indépendantes 

exprimant TBCEmutCG-GFP ne sont pas en mesure de sauver la létalité. En revanche, 
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TBCEdelHMF-GFP et TBCEmutNLS-GFP sont en mesure de sauver la létalité des drosophiles 

tbce. Cela suggère que le motif CAP-Gly de dTBCE est essentiel à la viabilité des 

drosophiles, mais que la délétion observée chez les patients HMF ainsi que l'abrogation 

du NLS putatif n'altèrent pas de manière significative le développement des drosophiles. 

Nous avons également observé la localisation de TBCE-GFP, TBCEmutCG-GFP, TBCEdelHMF-

GFP et TBCEmutNLS-GFP dans des embryons. Nous n’avons observé aucune différence 
avec nos précédentes observations de localisation avec les transgènes TBCEdelHMF-GFP et 

TBCEmutNLS-GFP. Cependant, la lignée transgénique exprimant la protéine TBCEmutCG-GFP, est principalement cytoplasmique, elle n’est pas retrouvée sur l’enveloppe nucléaire pendant l’interphase ni au niveau des centrosomes. De plus, TBCEmutCG-GFP n’est pas capable de s’accumuler dans l’espace nucléaire et d‘interagir avec le fuseau 

mitotique comme observé avec les autres lignées transgéniques dTBCE exprimées dans 

les mêmes conditions (Figure 4D). Ces données suggèrent que le domaine CAP-Gly via 

son motif conservé GKHNG joue un rôle clé pour la fonctionnalité de dTBCE.  

 

I.C.5 La protéine dTBCE s'associe aux protéines de pores nucléaires et aux 
composants de la voie Ran. 
 

Pour approfondir la compréhension de la fonction moléculaire de dTBCE, nous 

avons réalisé des immunoprécipitations avec les lignées transgéniques de cellules S2 

exprimant la GFP, TBCE-GFP et TBCEmutCG-GFP (voir méthodes). Les immunoprécipités 

ont été soumis à des analyses de spectrométrie de masse pour identifier les protéines 

interagissant avec dTBCE (voir méthodes) (Figure 5 A-B). C’est avec surprise que nos 

différentes analyses protéomiques ne nous ont pas permis de détecter les partenaires 

connus de TBCE précédemment décris dans la littérature, tel que les autres chaperonnes 

de la tubuline (TBC A-D). En revanche, ces analyses nous ont permis d’identifier de nouveaux partenaires en adéquation avec nos analyses de localisation. Tout d’abord, les 
protéines du pore nucléaire (Nups) sont les protéines les plus abondantes retrouvées 

sur les billes TBCE-GFP. De façon intéressante, ces interactions sont absentes des billes 

TBCEmutCG-GFP. En observant la localisation de la nucléoporine Nup-107 dans les 

embryons syncitiaux, nous avons constaté que cette nucléoporine et dTBCE ont des 

localisations très similaires. Nup107 et dTBCE se colocalisent au niveau de l’enveloppe 
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nucléaire en interphase, elles s’accumulent en même temps dans la région du fuseau et 

colocalisent dans cette région pendant la division cellulaire (Figure S5).  

 

dTBCE présente également une forte association dépendant du motif conservé du 

CAP-Gly avec les protéines Ran et les importines (α et β), ce qui suggère un rôle du 

gradient Ran en amont ou en aval de dTBCE. Nous avons répété ces expériences d’immunoprécipitations et confirmé par Western blot que dTBCE-GFP interagit effectivement avec Ran et l’importine-α2 (Figure 5C). 

 

I.C.6 dTBCE est essentielle pour l’accumulation de tubuline fonctionnelle dans la 
région du fuseau mitotique 
 

  Au vu de ces résultats, nous avons décidé d’étudier un mécanisme encore mal compris, l’accumulation de tubuline soluble dans la région du fuseau. Cette accumulation 

de tubuline est observée dans les mitoses semi-ouvertes de D. melanogaster et C. elegans 

(Yao et al., 2012 ; Hayashi et al; 2012). De plus, chez C.elegans, il a été décrit que Ran est 

nécessaire pour cette accumulation (Hayashi et al., 2102). Nous avons émis l’hypothèse 

que dTBCE via son affinité avec les protéines du gradient Ran et la tubuline soluble, 

pouvait jouer un rôle clé dans ce processus. Dans le but de confirmer que dTBCE est capable d’accumuler de la tubuline soluble dans la région du fuseau in vitro, nous avons 

immunoprécipité des extraits embryonnaires exprimant la GFP, TBCE-GFP et TBCEmutCG-

GFP avec des billes anti-GFP. Les billes sont ensuite incubées avec de la tubuline pure 

(additionnée de 20% de tubuline rhodamine) (Figure 6A). Après une incubation de 5min 

à 37°C, les billes sont observées sous un microscope à fluorescence. Nous pouvons 

observer que les billes TBCE-GFP sont capables d’accumuler la tubuline soluble mais pas 

les billes couplées à la GFP seule. Nous avons confirmé que l’interaction ente dTBCE et la 
tubuline soluble interagissent via le motif CAP-Gly car une diminution significative de l’accumulation de tubuline soluble est observée avec les billes TBCEmutCG-GFP (Figure 

6B). Ces résultats confirment que dTBCE possède la propriété d’intéragir avec la 

tubuline soluble via son domaine CAP-Gly.  

 

  Afin de visualiser l’accumulation de la tubuline soluble dans la région du fuseau 
mitotique, nous avons filmé des Nbs exprimant cherry-α-tubuline après un traitement 
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avec de la colchicine afin empêcher la polymérisation des microtubules. Avec ce traitement, on peut observer que la tubuline soluble s’accumule dans la région du fuseau 
à la NEBD indépendamment de la présence des microtubules pré-éxistants (Figure 6C) 

et confirmer les observations faites chez C. elegans (Hayashi et al., 2012). L’enrichissement maximal dans la région du fuseau est observé une minute après la 
NEBD. Dans un premier temps nous avons confirmé que Ran est impliqué dans ce 

mécanisme chez la D.melanogaster (Figure S6A). Nous avons utilisé des ARNi dirigé contre Ran afin d’inactiver la protéine et obtenu de nombreux phénotypes comme 
précédemment observé (Figure S6B-C). De plus, nous avons observé que la tubuline soluble n’est plus capable de s’accumuler correctement dans la région du fuseau 

mitotique lorsque Ran est déplété (Figure S6B-C) (Silverman-Gavrila et al., 2006). Nous 

avons réitéré cette expérience avec les Nbs exprimant des ARNi dTBCE et observé un 

résultat sensiblement similaire (Figure 6C-D). La perte de fonction de TBCE ou Ran entraine un delai et une diminution de l’enrichissement de tubuline, ce qui suggère que 
ces deux protéines sont nécessaires pour l’accumulation de tubuline soluble dans la 
région du fuseau après la NEBD. 

 

  Afin de déterminer si dTBCE et l’α-tubuline sont accumulés en même temps dans l’espace nucléaire, nous avons filmé des Nbs exprimant TBCE-Vénus et cherry-α-

tubuline. Nous avons pu observer que TBCE-Vénus est enrichie quelques instant avant la 

tubuline (Figure S7). Cette observation nous indique que les protéines sont recrutées 

séquentiellement au sein de la matrice du fuseau. Nos résultats permettent de conclure que l’enrichissement de la tubuline est un processus en plusieurs étapes ou dTBCE est 
recruté en amont. 
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I.D Discussion 
 

I.D.1 Rôle de TBCE dans la formation de l’hétérodimère de tubuline 
 

Les TBCs contrôlent la concentration de dimères disponibles afin de réguler la 

polymérisation des microtubules (Lopez-Fanarraga et al., 2001; Al-bassam, 2017). Plus 

particulièrement, la protéine TBCE jouerait un rôle essentiel dans le repliement de l’α-

tubuline mais aussi dans la formation de l’hétérodimère d’αβ-tubuline. Pour ces deux 

dernières fonctions, il a récemment été montré que TBCE agit en formant un complexe 

transitoire avec TBCD, Arl2 (TBC-DEG) et le dimère αβ-tubuline (Nithianantham et al., 

2015; Chen et al., 2016). Cependant, le mécanisme exact reste encore mal connu et ce 

pour plusieurs raisons. 

 Tout d’abord, une précédente expérience de spectrométrie de masse n’a pas 
permus d’identifier dTBCE comme un partenaire interagissant fortement avec Arl2 chez 

la drosophile (Chen et al., 2016). Nous confirmons cette observation avec nos analyses protéomiques qui n’ont détecté aucun des membres de ce complexe TBC-DEG en 

association avec dTBCE. Ces observations sont à interpréter avec précautions car bien 

que non détectés dans leurs analyses de spectrométrie de masse, Chen et ses collègues 

sont capables de détecter (en cas d’expression forcée in cellulo) l’interaction d’Arl2 avec 

les différents TBCs (TBCC, TBCD, TBCE) (Chen et al., 2016). Par conséquent, de nouvelles 

études biochimiques seront essentielles pour caractériser les différents complexes et les 

affinités entre les différentes chaperonnes et la tubuline dans un contexte physiologique. 

De plus, il serait intéressant de connaitre la stabilité de ces différents complexes ainsi 

que la durée de demi-vie de l’α-tubuline et la β-tubuline monomérique in vivo.  

 
Il a été montré que dans les cellules humaines, la surexpression de TBCE mène à 

une diminution des hétérodimères de tubulines, ce qui mène à la destruction du réseau 

de microtubule en interphase (Tian et al., 2013). En revanche, chez la drosophile la surexpression n’a aucun effet sur la stabilité des microtubules (Cette étude, Jin et al., 

2009). Ces résultats peuvent s’expliquer par le fait que les protéines TBCE de drosophile 
ou humaine ont des fonctions divergentes selon les espèces. De futures expériences 

seront donc nécessaires afin de réconcilier les différences observées entre les modèles quant à la surexpression de TBCE. Cependant jusqu’à maintenant, la perturbation 
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génétique de TBCE par mutation ou ARNi induisent les mêmes effets chez toutes les espèces (de la levure à l’homme), des défauts de polymérisation des microtubules. Ce 

qui laisse tout de même penser que la fonction de TBCE a été bien conservée tout au long de l’évolution (Parvari et al., 2002; Tian and Cowan, 2013; Jin et al., 2009).  

 

In vivo, les hétérodimères solubles αβ-tubulines sont sujets aux dommages et au 

vieillissement, ce qui peut altérer la polymérisation des microtubules (Aumeier et al., 2016). Par conséquent, les chaperonnes pourraient permettre l’accumulation de 
tubuline fonctionnelle mais pourrait aussi participer à la dégradation ou au recyclage de ces hétérodimères d’αβ-tubulines altérés. Par ailleurs, la dynamique des microtubules 

en interphase ou en mitose est différente. En interphase, les microtubules ont une durée 

de demi vie est d’environ 15min, alors qu’en mitose, elle diminue aux alentours de 30-

90sec (Desai and Mitchison, 1997). Cette instabilité des microtubules est principalement 

due à une augmentation des fréquences de catastrophes. Ceci permettrait d’expliquer l’importance en particulier pendant la mitose de recycler ou dégrader les dimères de 

tubulines au niveau des sites de nucléations. Par conséquent, TBCE pourrait directement participer à l’homéostasie des dimères de tubulines afin de contrôler dans l’espace et le 

temps la dynamique des microtubules in vivo. 

 

I.D.2 Régulation spatiotemporelle de dTBCE  
 

Nos analyses protéomiques montrent que dTBCE interagit avec de nombreuses 

protéines du pore nucléaire ainsi qu’avec des protéines impliquées dans la voie de 

nucléation dépendante de Ran. Grâce à notre anticorps polyclonal dirigé contre dTBCE 

et différentes lignées transgèniques étiquetées avec la GFP, nous avons pu pour la 

première fois observer avec précision les localisations subcellulaires de dTBCE pendant 

la division cellulaire. dTBCE localise sur l’enveloppe nucléaire en prophase et s’accumule 
dans la région du fuseau mitotique à partir de la NEBD. Le motif conservé du domaine 

CAP-Gly est essentiel afin de médier l’interaction de dTBCE avec les Nups, ce qui permet 

la localisation de dTBCE sur l’enveloppe nucléaire. Un autre groupe de protéine qui 
interagit avec dTBCE sont les protéines de la voie Ran : imp-α, imp-β et Ran. Ce groupe 
de protéines est responsable de la régulation spatiotemporelle de facteurs mitotiques 

autour de la chromatine qui possèdent des séquences NLS. Bien que dTBCE possède un NLS putatif, la mutation de cette séquence n’affecte pas la localisation de dTBCE. 
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Cependant, certaines Nups possèdent des séquences NLS et participent à l’assemblage 
du fuseau mitotique en interagissant avec des MAPs (Itoh et al., 2013, orjalo et al., 2006; 

Mihra et al., 2010; Cross and Powers 2011; Chatel and Fahrenkrog, 2011). Par 

conséquent, il est tentant de spéculer que Ran-GTP permet l’accumulation de dTBCE via 

les Nups dans la région du fuseau après la NEBD. En effet, Ran régule l’assemblage de la 
« spindle matrix » dans l’embryon de drosophile (Silverman-Gavrila et al., 2006). 

 

I.D.3 La protéine dTBCE est essentielle pour nucléer les microtubules autour de la 
chromatine 

 
Dans cette étude, nous avons montré que la protéine dTBCE est essentielle pour l‘assemblage du fuseau mitotique en nucléant des microtubules autour de la chromatine. 

Dans la majorité des organismes étudiés, la nucléation des microtubules est dépendante 

du recrutement de la γ-TuRC. Cependant, des travaux chez C. elegans, Drosophila 

melanogaster et chez certaines cellules végétales ont montré que la γ-TuRC n’est pas 
indispensable pour la nucléation des microtubules. Ces observations suggèrent que d’autres voies peuvent complémenter la perte de la γ-TuRC afin d’assembler le fuseau 
mitotique (Sampaio et al., 2001; Strome et al., 2001; Hannak et al., 2002; Nakaoka et al., 

2015). In vitro, l’initiation de la nucléation des microtubules est non linéaire et requiert 
un seuil de concentration en dimère de tubuline appelé la concentration critique afin d’assembler ce que l’on appelle le « noyau critique » (Roostalu and Surrey, 2017). Dans 

certains organismes modèles, l’accumulation locale de tubuline permettrait l’initiation 
de la nucléation en absence de γ-TuRC (Woodruff et al., 2017). Cette accumulation serait 

due au recrutement de protéines liant la tubuline (TPX2 et XMAP215) qui permettraient 

de concentrer la tubuline soluble et initier la nucléation de microtubules. Toujours chez 

C.elegans, la tubuline soluble est également accumulée dans la région du fuseau à la 

NEBD et ce processus est dépendant du gradient Ran (Hayashi et al., 2012). Ce mécanisme semble conservé dans d’autres modèles aux mitoses dites semi-ouvertes tel 

que la drosophile (Yao et al., 2012). Dans des conditions normales, ce processus est 

difficile à observer à cause de la présence de nombreux microtubules. Cependant 

lorsque les microtubules sont dépolymérisés, on peut facilement observer que la 

tubuline soluble se concentre rapidement dans la région du fuseau après la NEBD. Dans 

notre étude, nous avons montré que Ran et TBCE sont des protéines clés impliquées 
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dans ce processus chez la drosophile. dTBCE est essentielle pour que la tubuline soluble s’accumule dans la région du fuseau mitotique afin que les microtubules polymérisent 

autour de la chromatine. Cependant, il semble peu probable que dTBCE et la tubuline 

« voyagent » ensemble car dTBCE est accumulé en premier dans l’espace nucléaire 

suggérant un processus séquentiel. Dans une autre étude, l’accumulation de TBCE au niveau de l’appareil de golgi est nécessaire chez la souris afin de permettre la nucléation 

des microtubules (Schaefer et al., 2007). La même équipe a montré que la localisation de 

TBCE au niveau de ces sites de nucléation est dépendant d’une GTPase, ARF1 (Bellouze 

et al., 2014). En raison de la faible abondance de γ-TuRC au niveau de la chromatine (et de l’appareil de Golgi), la nucléation des microtubules peut nécessiter une concentration locale élevée d’hétérodimères fonctionnels, ce qui pourrait probablement être médié par l’accumulation de TBCE à ces différents sites de nucléation. 

 

I.D.4 L’accumulation des protéines dans l’espace nucléaire dans les mitoses semi-
ouvertes 
 

Plusieurs espèces, telles que D. melanogaster ou C. elegans ont des mitoses dites 

« semi-ouverte » ou l’enveloppe nucléaire ne disparaît pas complètement après la NEBD. 

Nous avons analysé la dynamique de différents composants de l’enveloppe nucléaire dans l’espace et le temps. Nous n’avons pas observé de différences de la quantité totale des membranes de l’enveloppe nucléaire au cours de la mitose en regardant CD8 

étiqueté avec la GFP, un marqueur qui permet de visualiser toutes les membranes 

cellulaires. Ainsi chez la drosophile, ce marqueur a permis de mettre en évidence une 

forte compartimentation entre la région du fuseau mitotique et le cytoplasme (Figure 

S8A). En revanche, en observant des composants spécifiques de l’enveloppe nucléaire, 

(la lamine et Nup107) nous avons observé que ces deux composants se dissocient 

différentiellement. La lamine est progressivement dissociée dans la matrice du fuseau jusqu’en anaphase (Figure S8C). En revanche, Nup107 est rapidement accumulée dans la 
région du fuseau directement après la NEBD. Par conséquent, nous observons que les composants de l’enveloppe nucléaire ne se désassemblent de manière différentielle 

après la NEBD. Le rôle de l’enveloppe nucléaire résiduelle et des membranes représente 

probablement une contrainte pour l’entrée de molécules dans la future région du fuseau. 

Ces résultats sont en accord avec des études proposent que les composants de la 
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membrane consitutant une barrière physique autour du fuseau mitotique pendant la 

mitose (Civelukoglu-Scholey et al., 2010; Strunov et al., 2018). Pour ces raisons de compartimentations, nous proposons donc qu’un mécanisme de concentration soit 
nécessaire pour la formation des microtubules du fuseau mitotique. Ce mécanisme ferait intervenir Ran et dTBCE et aurait pour but d’incoporer les éléments nécessaires pour 
assembler le fuseau mitotique. 

 

De façon similaire à ce que nous avons observé pour dTBCE, de nombreuses molécules s’accumulent dans la région du fuseau mitotique après la NEBD. Nous avons étudié le temps d’enrichissement de quelques-unes de ces protéines potentiellement 

intéressantes tel que la nucléoporine Nup107. dTBCE et Nup107 sont toutes les deux accumulées au niveau de l’enveloppe nucléaire en prophase. A la NEBD, ces protéines s’accumulent dans l’espace nucléaire et colocalisent pendant la prométaphase. De façon 

similaire dans la littérature, des kinases (CDK-1, Polo et Aurora-A) sont également 

accumulées en amont des protéines citées précédemment (Toya et al 2011). Ceci 

suggère une régulation en cascade du recrutement des protéines dans la région du 

fuseau. La protéine msps, l’orthologue chez la drosophile de ChTOG/XMAP215, possède 

également la propriété d’être accumulée dans la région du fuseau pendant la mitose. 

Cependant, cet enrichissement intervient après l’accumulation de la tubuline (données 
non montrées), ce qui permettrait de stimuler la nucléation des microtubules. Par 

conséquent, ces données suggèrent qu’un recrutement séquentiel des MAPs au sein de 

la région du fuseau pourrait contrôler l’assemblage du fuseau mitotique dans le temps et l’espace.  

 

Le mécanisme exact de ce recrutement séquentiel reste à démontrer. Cependant l’hypothèse de transition de phase est intéressante. En effet, de récentes recherches 

suggèrent que de certaines protéines intrinsèquement désordonnées peuvent former 

des gouttelettes non miscibles avec le cytoplasme (Brangynne et al., 2009; Elbaum-

Garfinkle et al., 2015; Pak et al., 2016; Patel et al., 2016). Une fois ces gouttelettes 

formées, d'autres protéines nommées « clientes » peuvent s’y accumuler, où elles sont 

concentrées. Cette concentration de protéines clientes permet de catalyser des réactions 

biologiques comme la nucléation des microtubules (Banjade et Rosen, 2014; Jiang et al., 

2015; Li et al., 2012; Su et al., 2016). Nous nous sommes demandé si la protéine TBCE 
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pouvait jouer un rôle dans la mise en place de la transition de phase autour des 

chromosomes ou comme une protéine cliente. Afin de vérifier cette hypothèse nous 

pourrions purifier TBCE puis ajouter du PEG (Polyéthylène glycol) pour déterminer si 

cette protéine forme des gouttelettes in vitro. Cependant nous envisageons une seconde 

hypothèse plus plausible. Il a récemment été montré que le pore nucléaire semble agir 

comme une transition de phase. En effet, certaines Nups tel que Nup98 ont la capacité de 

former ces « gels » in vitro grâce à leurs domaines riches en glycine et phénylalanine 

(FG) qui forment une barrière sélective et permettent le passage des importines et de 

leurs cargos (Hülsmann et al., 2012; Schmidt and Görlich, 2015; Frey et al., 2018). Nous 

avons mis en évidence par spectrométrie de masse que dTBCE interagit avec de 

nombreuses Nups dont certaines d’entre elles tel que Nup107 sont accumulées dans la 
région du fuseau après la NEBD. Par conséquent, il est possible que les domaines FG des 

Nups participent à la transition de phase dans la région du fuseau mitotique pendant la 

mitose. Cette transition de phase dépendante des Nups serait « un 

recyclage fonctionnel » des Nups pendant la mitose, ce qui participerait à l’accumulation 
séquentielle des protéines clientes tel que TBCE puis la tubuline. Cependant cette idée 

reste à démontrée. 

 

I.D.5 Mécanisme proposé 
 

Chez les vertébrés (mitose ouverte), la prométaphase est la phase de la mitose qui débute avec la rupture de l’enveloppe nucléaire et se finit avec l’attachement de tous 
les kinétochores des chromosomes par les microtubules. Chez les organismes aux 

mitoses semi-ouvertes tel que la drosophile (qui possède des membranes nucléaires 

résiduelles), nous proposons que des mécanismes se mettent en place pendant cette 

phase de mitose. Durant cette période, un changement de l’environnement moléculaire 

autour de la chromatine va permettre la polymérisation optimale des microtubules. Sur 

la base de nos résultats nous proposons le scénario suivant dans la mise en place de l’assemblage du fuseau mitotique pendant la prométaphase. Dès la NEBD, certaines 

protéines se retrouvent rapidement accumulées dans la région du fuseau mitotique tel 

que dTBCE et les nucléoporines formant un milieu sélectif qui permet de recruter la 

tubuline soluble dans la région du fuseau mitotique. Notre étude montre que cette 

accumulation de tubuline soluble est importante pour stimuler la nucléation des 
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microtubules autour des chromosomes. Le gradient Ran joue un rôle essentiel dans tout 

ce processus en régulant précisément le recrutement séquentiel de tous ces acteurs 

même si le mécanisme exact n’est pas connu. De futures études seront nécessaires afin 

de voir si ces mécanismes sont conservés chez les mammifères.  
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I.E Figures et Légendes :  
  
Figure 1: dTBCE est nécessaire pour le développement du tissu neural et 

l'assemblage du fuseau mitotique dans les Nbs de drosophile. 

 A) Analyse des niveaux de dTBCE, l’α-tubuline, la β-tubuline et l’actine dans le système 
nerveux central de drosophiles contrôles ou exprimant des ARNi dTBCE. Deux lignées d'ARNi ont été utilisées (KK et GD), seules ou en combinaison afin d’amplifier la 
déplétion de dTBCE. Toutes les images représentées ont été selectionées avec la double 

déplétion (KKK et GD) B) Vue d'ensemble des lobes optiques des cerveaux contrôles 

(panneaux de gauche) et dTBCE ARNi (panneaux de droite) immunomarqués pour la 

tubuline (rouge), la Lamine (bleu) et l’Histone phospho-H3 (PH3, panneaux verts et 

inférieurs en monochrome). Le contour du lobe est affiché avec une ligne en pointillé 

dans les panneaux inférieurs. Les lobes dTBCE ARNi présentent des défauts de 

croissance par rapport aux contrôles et à un nombre élevé de cellules mitotiques. Barre d'échelle: 100μm. C) Images sélectionnées de mitoses marquées au DAPI provenant de 
cerveaux contrôle (à gauche) ou dTBCE ARNi (à droite). Les images proviennent de la 

combinaison des deux ARNi. Les chromosomes sont souvent hypercondensés dans les cerveaux dTBCE ARNi. La barre d'échelle est de 10μm. D) Histogramme montrant l'index 
mitotique (± écart type) dans les cerveaux contrôles: 0,73±0,16 (n=13095, 3 cerveaux) 

ou dans les cerveaux de dTBCE ARNi: KK 2,39±0,35 (n=11535, 4 cerveaux), GD: 

1,95±0,21 (n=6329, 2 cerveaux) et KK+GD: 3,75±0,35 (n=6319, 2 cerveaux). E) Nbs en 

métaphase dans un cerveau contrôle et dTBCE ARNi. Les microtubules sont en rouge, 

l'ADN est en vert et la lamine est en bleu. Notez la diminution de la densité de 

microtubules dans le fuseau mitotique dans les Nbs dTBCE ARNi (à droite) par rapport 

aux contrôles (à gauche) F) Quantification de la longueur des fuseaux mitotiques dans les Nbs contrôles (12,1μm±1,5, n=17) ou dTBCE ARNi (KK: 10,5μm±1,8, n = 17 ; GD: 10,2μm±1,3, n=14 ; KK+GD: 9,0μm±1,8 n=25). (G) Mitose dans les Nbs contrôles 
(panneaux supérieurs) ou dans des Nbs déplétés pour dTBCE (panneaux inférieurs) exprimant la β-tubuline-GFP. Notez le délai du temps de mitose calculé entre la NEBD et le début de l’anaphase après la déplétion de dTBCE. Le temps est écrit en min: sec. La NEBD et l'apparition anaphase sont indiqués. Barre d'échelle: 10μm. (H) Graphique (± 
Ecart type) indiquant la durée de la mitose dans les Nbs contrôles (5,1±0,6 ;  n=67) et les 
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dTBCE ARNi (KK: 6,1±0,8 min ; n=45, GD: 6,1±0,8 n=17 ; KK+GD: 7,0 min±1,0 n=32). * = 

p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001. 

 

Figure 2: dTBCE est essentiel pour la polymérisation des microtubules autour de la 

chromatine. 

 

 A) Schéma illustrant les différentes étapes du test au froid. Les cerveaux des 

drosophiles ont été disséqués dans le milieu Schneider et incubés sur de la glace 

pendant 30 min pour induire la dépolymérisation totale des microtubules. Les 

microtubules sont capables de repolymériser par le passage de la température à 25°C. 

Les cerveaux ont été fixés à 30 secondes, étape au cours de laquelle la nucléation des 

microtubules peut être visualisée au niveau des centrosomes et autour de la chromatine. 

90sec après le retour à 25°C, le fuseau mitotique bipolaire est parfaitement normal. Les 

centrosomes sont dessinés en gris, les microtubules en rouge et l'ADN en bleu. B) 

Images représentatives de Nbs mitotiques de cerveaux contrôles (panneaux de gauche) 

et dTBCE ARNi (panneaux de droite) pendant la repolymérisation des microtubules 

après une dépolymérisation des microtubules par le froid (voir Méthodes). Les 

échantillons ont été fixés immédiatement après la dépolymérisation (0sec, panneau de 

gauche) mais aussi 30sec (panneau du milieu) et 90sec (panneau de droite) après une 

incubation à 25°C. La tête flèche rouge indique la nucléation des microtubules autour de 

la chromatine après 30sec, qui est absente lorsque dTBCE est déplété. Les microtubules 

sont représentés en rouge (panneaux supérieurs) et monochromes (panneaux inférieurs), l'ADN est affiché en bleu et la γ-tubuline en vert. C) Des métaphases de Nbs 

contrôles et dTBCE ARNi exprimant EB1-GFP ont été imagés par microscopie à hauite 

résolution temporelle (0,5sec) et représentés dans les panneaux supérieurs. Une 

projection maximale correspondant à 20 images (10 sec) est affichée au centre. La 

vélocité des comètes a été mesurée par le logiciel u-track2.2.0 (Jaqaman et al., 2008). Nous n’avons pas trouvé de résultats significatifs entre les deux conditions (Contrôles : 

16,75μm/min n=10; TBCE ARNi : 16,11μm/min n=12). Dans les panneaux inférieurs, les kymographes représentent l’intensité de fluorescence sur la longueur du fuseau 
mitotique pendant une minute. Les flèches indiquent la position des centrosomes. D) 

Histogramme montrant le ratio d'intensité de fluorescence EB1-GFP entre la région du 

fuseau et le centrosome, pour des Nbs en métaphases contrôles (0,84±0,16, n=7) et des 
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dTBCE ARNi (0,46±0,14, n=14). E) Analyses par Western blot montrant les taux de 

protéine dTBCE (en haut), EB1-GFP (au milieu) et d'actine (en bas) dans les cerveaux contrôles ou dTBCE ARNi. F) Images sélectionnées d’immunofluorescences de Nbs 
mitotiques contrôles (panneaux à gauche) et dTBCE ARNi (panneaux à droite) après un traitement d’1h avec du taxol à une concentration de 20μM. Les microtubules sont 

représentés en rouge (panneaux supérieurs et monochromes dans les panneaux 

inférieurs), l'ADN est affiché en vert et la Lamine en bleu. G) Graphique représentant les 

résultats de quantification de la quantité de fluorescence représentant la quantité totale 

de tubuline polymérisée dans des Nbs contrôles (5602a.u±2056; n=35) et dTBCE ARNi 

(3025a.u±2707; n=25). ns : non signicatif. Barres d'échelles: 10μm. ***: p<0,001 

 

Figure 3: Localisation de dTBCE dans les embryons syncytiaux de drosophile au 

cours de la mitose. 

 

A) Western blot de dTBCE avec des extraits d'embryons de drosophile (sérum pré-

immun PI, à gauche et immun I, à droite). B) Localisation de dTBCE pendant la prophase, 

après NEBD, la métaphase et l’anaphase. Les embryons ont été immunomarqués pour dTBCE (vert), la tubuline (rouge), la lamine (violet) et l’ADN (bleu). Chaque canal est également affiché en monochrome. C) Analyse montrant l’intensité de fluorescence 
relative de chaque fluorophore suivant l’axe entre les deux pôles de fuseau (ligne blanche dans l’image) d’une cellule métaphasique « indiquée » par la flèche dans le panneau B. Notez l’enrichissement en dTBCE dans la région du fuseau mitotique. Barres d'échelles: 10μm. 
 

Figure 4: Le domaine CAP-Gly est essentiel pour la localisation de dTBCE. 

 

A) dTBCE contient un motif CAP-Gly N-ter, un domaine riche en leucine et un domaine 

ubiquitine-like en C-ter (en haut). Dynamique de dTBCE-GFP (vert et monochrome dans 

les panneaux de droite) et tubuline-RFP (rouge et monochrome dans les panneaux du milieu), exprimée au cours d’un cycle mitotique complet d'un embryon syncytial. Notez 
que les deux protéines sont exprimées sous le contrôle d'un promoteur de la poly-

ubiquitine dans un mutant tbce. dTBCE-GFP se situe sur les centrosomes et la membrane 

nucléaire pendant la prophase. Au cours de la NEBD, il s’enrichit rapidement dans 
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l’espace nucléaire et reste dans la région du fuseau mitotique jusqu’au prochain cycle. B) Quantification de l’intensité de fluorescence le long de l’axe entre les deux centrosomes 
montrant les intensités de fluorescences normalisées de dTBCE-GFP et de la RFP-tubuline en prophase, prométaphase et métaphase d’une cellule d’un embryon syncitial. 
C) Embryon surexprimant dTBCE-GFP (vert et monochrome dans les panneaux de 

droite) et tubuline-RFP (rouge et monochrome dans les panneaux du milieu). D) La 

séquence d'acides aminés du motif conservé GKHN du domaine CAP-Gly de dTBCE a été 

mutée en GAAN (appelée TBCEmutCG-GFP). La protéine mutée n’est plus associée à la 

membrane nucléaire en prophase et n’est plus capable de s'enrichir dans l'espace 

nucléaire après la NEBD. De plus, nous ne visualisons plus son association avec les 

microtubules pendant la métaphase. Nous avons utilisé la lignée V32CGAL4 afin de 

surexprimer les protéines dans les panneaux C et D (Voir Western Blot Figure S4). 

Barres d'échelles: 10μm. 
 

Figure 5 : dTBCE interagit avec les protéines du gradient Ran et les nucléoporines 

via son domaine CAP-Gly. 

 A) Réseau d’interaction protéique de dTBCE pour les protéines les plus enrichies dans 

les immunoprécipitations. Ce cluster a été construit à l’aide de l’outil STRING 
(http://string-db.org). Les protéines retenues pour le schéma présentaient un indice de 

confiance élevée (score≥0,7). B) Liste des gènes utilisés pour le schéma en A). C) Des 

immunoprécipitations ont été effectuées grâce à des billes anti-GFP avec des extraits de 

cellules S2 exprimant la GFP, TBCE-GFP, TBCEmutCG-GFP. Les différents interacteurs 

potentiels de dTBCE ont été analysés par Western blot avec des anticorps dirigés contre la GFP, l’importine-α2, l’ α-tubuline et Ran.  

 

Figure 6 : dTBCE est impliqué dans l’accumulation de la tubuline soluble autour de 

la chromatine. 

 

A) Images représentant les billes suite à des immunoprécipitations de lignées 

transgéniques exprimant la GFP, TBCE-GFP et TBCEmutCG-GFP à partir d’extraits d’embryons avec des billes anti-GFP. Les billes ont été incubées avec de la tubuline pure 

(contenant 10% de tubuline rhodamine). B) Quantification de la fluorescence GFP (GFP : 

http://string-db.org/
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217,4au±56,0 n=42; TBCE-GFP : 229,9au±104,4 n=31 et TBCEmutCG-GFP 226,2au±76,6 

n=42) ainsi que la rhodamine (GFP : 0 ,4au±0,7 n=42; TBCE-GFP : 25,9au±6,2 n=31 et 

TBCEmutCG-GFP 4,7au±4,0 n=42) à la surface des billes. C) Nbs contrôle (panneaux 

supérieurs) et dTBCE ARNi (panneaux inférieurs) exprimant cherry-α-tubuline après un 

traitement avec de la colchicine. Notez la diminution de l’enrichissement de la tubuline 
dans la région du fuseau (pointillé fin) au cours du temps lorsque dTBCE est déplété. D) 

Courbe représentant la différence entre la fluorescence de la région nucléaire avec le 

cytoplasme (a.u) au cours du temps. ns : non significatif, *** = p<0,001. Barres d’échelles 
: 10μm. 
 

Figure S1 : La déplétion de dTBCE et MAD2 raccourcit le temps de mitose et induit 

des défauts de ségrégation des chromosomes pendant l’anaphase. 

 

A) Cellules en mitoses à partir de cerveaux (marquage DAPI). Les mitoses de cellules 

contrôles (en haut à gauche), déplétée pour dTBCE (en haut à droite), déplétée pour 

Mad2 (en bas à gauche) ou avec une double déplétion dTBCE et Mad2 (en bas à droite). 

La flèche indique un chromosome surnuméraire. B) Histogramme montrant l’index 
mitotique (± écart type) dans les cerveaux contrôles: 0,73±0,16 (n=13095, 3 cerveaux), 

dans les cerveaux dTBCE ARNi: KK 2,39±0,35 (n=11535, 4 cerveaux), Mad2 ARNi 

0,73±0,07 (n=7655, 3 cerveaux) et dTBCE KK+ARNi Mad2 0,73±0,11 (n=10690, 4 

cerveaux). C) Nbs en mitoses exprimant la tubuline-GFP, déplétés pour dTBCE, Mad2 ou 

dTBCE + Mad2 (les génotypes sont indiqués à gauche, la NEBD et l'apparition anaphase 

sont aussi indiqués). Le temps est min: sec. D) Dot plot (± Ecart Type) montrant la durée 

de la mitose chez le témoin (5,1±0,6 ; n=67), les ARNi dTBCE KK (6,1±0,8 ; n=45), les 

ARNi Mad2 (5,1±0,9 ; n=13) et dans les cerveaux dTBCE KK+ARNi Mad2 (5,3±0,8 ; n=30). Les temps de mitoses sont calculés de la NEBD jusqu’au début de l’anaphase *** 
p<0,0001, ns= non significatif. E) Images de Nbs en anaphase immunomarqués pour la 

tubuline (rouge) et les histones phospho-H3 (PH3, vert) afin de visualiser les défauts de 

ségrégation de chromosomes. Le génotype est indiqué en haut de chaque image. Les contrôles (0/21), l’ARNi dTBCE KK (0/17) et l'ARNi Mad2 (0/11) ne présentent pas 
d'anomalies de ségrégation chromosomique. En revanche, 30% des cellules (4/17) 

déplétées pour dTBCE et Mad2 présentent des chromosomes mal ségrégés. Barres d’échelles : 10μm. 
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Figure S2 : La surexpression de dTBCE (dTBCEOE) n’entraine pas de défaut 

d’assemblage du fuseau mitotique. 

 

A) Western Blot montrant les niveaux d’expression de dTBCE, l’α-tubuline et l’actine 
dans le système nerveux central de drosophiles contrôles ou surexprimant dTBCE 

(dTBCEOE). B) Nbs en métaphase dans un cerveau contrôle (à gauche) et dTBCEOE (à 

droite). Les microtubules sont en rouge, l'ADN est en vert et la lamine est en bleu. C) 

Mitose dans les Nbs contrôles (panneaux supérieurs) ou dans des Nbs dTBCEOE (panneaux inférieurs) exprimant la β-tubuline-GFP. Le temps est écrit min: sec. La NEBD 

et le déclenchement de l’anaphase sont indiqués. Barre d’échelle : 10μm. (D) Graphique 
(± Ecart type) montrant la durée de la mitose dans les Nbs contrôles (5,1±0,6 ; n=67) et 

les dTBCEOE (4,9±0,5 ; n=25). E) Images sélectionnées d’immunofluorescences de Nbs 

mitotiques contrôles (panneaux à gauche) et dTBCEOE (panneaux à droite) après un traitement d’1h avec du taxol à une concentration de 20μM. Les microtubules sont 

représentés en rouge (panneaux supérieurs et monochromes dans les panneaux 

inférieurs), l'ADN est affiché en vert et la Lamine en bleu. F) Graphique représentant les 

résultats de quantification de la quantité de fluorescence représentant la quantité totale 

de tubuline polymérisée dans des Nbs contrôles (5602a.u±2056; n=35) et TBCEOE 

(6136a.u±2795 ; n=11). ns = non signicatif. Barres d’échelles : 10μm 

 

Figure S3 : dTBCE colocalise avec les protéines de la « spindle matrix » pendant la 

métaphase. 

 Localisation de dTBCE pendant la prophase, la métaphase et l’anaphase avec des 
protéines de la « spindle matrix » telles que A) Skeletor et B) Chromator. C) Cellules 

métaphasiques de cellules S2. Les embryons et cellules S2 ont été immunomarqués pour 

dTBCE (vert), la tubuline (rouge) et les protéines de la « spindle matrix » (en bleu). 

Notez la colocalisation de ces protéines dans la région du fuseau pendant la métaphase. 

Barres d’échelles : 10μm. 
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Figure S4 : Les différentes constructions dTBCE et leurs niveaux d’expression. 

 

A) Représentation schématique des différentes lignées transgéniques de dTBCE 

produites avec les différentes séquences mutées. De haut en bas, TBCE-GFP contrôle, 

TBCEmutCG-GFP, TBCEHRD-GFP et TBCEmutNLS-GFP. B) Western Blot indiquant les niveaux de dTBCE (en haut) et d’actine (en bas) à partir d’extraits d’embryons des différentes 

lignées de drosophiles transgéniques utilisées dans le manuscrit. La flèche noire indique 

la taille de dTBCE endogène et la flèche verte la protéine étiquetée GFP. 

 

Figure S5 : dTBCE et Nup-107 s’accumulent dans la région du fuseau après la NEBD. 

 

A) Localisation de dTBCE-GFP (vert, monochrome dans les panneaux du milieu) et 

Nup107-RFP (magenta et monochrome dans les panneaux du bas). B) Analyse montrant l’intensité de fluorescence relative de chaque fluorophore le long de l’axe des deux 
centrosomes d’une cellule d’embryon syncitial de drosophile en prophase, 
prométaphase et métaphase. Notez les colocalisations de ces protéines dans la « spindle 

matrix » pendant la prométaphase/métaphase. Barres d’échelles : 10μm 

 

Figure S6 : Ran est impliqué dans l’accumulation de la tubuline soluble dans la 

région du fuseau après la NEBD. 

 

A) Nbs en métaphase dans des cerveaux contrôle et Ran ARNi. La déplétion de Ran 

entraine une diversité de phénotypes dans les Nbs en métaphase. Ici sont représentés 

uniquement les différents phénotypes observés en métaphase avec la diminution plus 

ou moins importante de la densité de microtubules dans le fuseau mitotique.  Les 

microtubules sont en rouge, l'ADN est vert et la lamine est bleu. B) Nbs contrôle 

(panneaux supérieurs) et Ran ARNi (panneaux inférieurs) exprimant cherry-α-tubuline 

après un traitement avec de la colchicine. C) Courbe représentant la différence entre la 

fluorescence de la région nucléaire avec le cytoplasme (a.u) au cours du temps dans les 

Nbs contrôles et déplétés pour Ran. Barres d’échelles : 10μm. 
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Figure S7 : dTBCE s’accumule dans la région du fuseau en amont de la tubuline. 

 

Dynamique de dTBCE-GFP (vert et monochrome dans les panneaux du milieu) et 

tubuline-RFP (rouge et monochrome dans les panneaux du milieu), exprimées dans des 

Nbs contrôles A) ou après un traitement avec de la colchicine B). A la NEBD (00 :00), dTBCE s’enrichit soudainement dans l’espace nucléaire dans la région du fuseau 
mitotique quelques secondes avant la tubuline indépendamment de la formation du 

fuseau mitotique. Barres d’échelles : 10μm. 
 

Figure S8 : Les composants de l’enveloppe nucléaire ne se désassemblent pas au 

même instant. 

 Dynamique des composants de l’enveloppe nucléaire (magenta et monochrome dans les 
panneaux inférieurs) et de la tubuline (cyan), exprimées au cours de divisions cellulaires 

de Nbs A) Mitose d’un Nb exprimant cherry-α-tubuline et CD8-GFP, une protéine 

membranaire permettant de visualiser toutes les membranes de la cellule. B) Mitose d’un Nb exprimant tubuline-GFP et Nup107-RFP, une protéine qui constitue le pore nucléaire. C) Mitose d’un Nb exprimant une cherry-α-tubuline et la Lamine-GFP, une 

protéine qui forme la lamina nucléaire. D) Quantification de la moyenne de fluorescence au niveau de l’enveloppe nucléaire au cours d’une mitose pour les différentes protéines 

(n=3 Nbs par marqueur). Notez que la quantité de fluorescence totale de CD8-GFP (jaune) au niveau de l’enveloppe nucléaire reste constante au cours de la mitose alors 
que la Nup107 (rose) est rapidement accumulée dans la « spindle matrix » pendant la 

prométaphase. La lamine-GFP (violet), quant à elle, se désassemble progressivement jusqu’à l’anaphase. Les cellules choisies pour les quantifications ont un temps de mitose (de la NEBD au début de l’anaphase) très proche 5min30±30sec. Barres d’échelles : 10μm. 
 
  



 91 

 



 92 

 



 93 

 

 
  



 94 

  



 95 

 
 
 
 



 96 

 
 
 
 



 97 

 
 
 
 



 98 

 

 
 
 



 99 

 
 

 
 
 



 100 

 
 
 
 
 



 101 

 
 

 
 
  



 102 

 
 
 
 
 
 
 
 



 103 

 
 
 



 

  



  

105  

II. Étude des fonctions des domaines d’Ensconsine dans les Nbs et 
les ovocytes de drosophiles 

 

II.A Introduction  
 

    Ensconsine (aussi connue sous le nom de E-MAP115 ou MAP7), a été identifiée pour 

la première fois dans des cellules épithéliales humaines en culture (Masson and Kries, 

1993). Le verbe anglais «  to ensconse » peut être traduit par bien se caler. Cette 

protéine interagit avec les microtubules via sa partie N-ter qui présente un domaine de 

liaison aux microtubules (MBD : Microtubule Binding Domain) (Bulinski et al., 1994). Cependant, la fonction d’Ensconsine restait toujours non résolue jusqu’à ces dernières 
années. Il a fallu attendre un crible de gènes impliqués dans le développement de l’ovocyte de drosophile pour découvrir sa fonction principale. En effet, les drosophiles 
femelles mutantes pour Ensconsine (ensc) sont stériles et les déterminants de polarité 

tel que Oskar, Staufen et Gurken (essentiels pour le développement de l’embryon) sont 
délocalisés dans la chambre ovarienne (Sung et al., 2008). Tous ces phénotypes ont été 

précédemment observés dans des mutants KHC (Kinesin Heavy Chain) (Januschke et al., 

2002). In vitro, dans des extraits d’ovocytes mutants ensc, les auteurs ont observé une 

diminution du recrutement de la kinésine-1 sur les microtubules (Sung et al., 2008). De 

plus, il a été montré in vitro, que l’ajout d’Ensconsine purifiée stimule le recrutement de 
la kinésine-1 sur les microtubules (Monroy et al., 2018). L’ensemble de ces résultats ont 
défini un modèle dans lequel Ensconsine est essentielle pour recruter la kinésine-1 sur 

les microtubules. Cette fonction d’Ensconsine a été confirmée dans les cellules musculaires de l’embryon de drosophile et de souris (Metzer et al., 2012). Dans ce 

contexte cellulaire le recrutement de la kinésine-1 sur les microtubules par Ensconsine 

est essentielle afin de permettre le positionnement des noyaux au sein des cellules 

musculaires. De plus dans cette étude, les auteurs ont déterminé que le domaine C-ter d’Ensconsine appelé KBD (Kinesin Binding Domain) permet l’interaction avec la 
Kinésine-1. La création d’une protéine chimérique constituée de la partie N-ter de la 

kinésine-1 (domaine moteur de la kinésine-1) et le domaine MBD d’Ensconsine est 
capable de sauver les défauts de positionnement des noyaux après la déplétion d’Ensconsine. Par conséquent, ces données suggèrent un modèle simple ou Ensconsine 

permet le recrutement de la kinésine-1 sur les microtubules via ces deux domaines MBD 
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et KBD (Metzer et al., 2012; Sung et al., 2008). Cependant, une autre étude effectuée dans 

des cellules S2 de drosophile propose un second modèle dans lequel le domaine KBD à 

lui seul est suffisant pour recruter la kinésine-1 sur les microtubules (Barlan et al., 

2013). L’équipe a précédemment montré un rôle d’Ensconsine dans l’assemblage du 
fuseau mitotique (Gallaud et al., 2104). Cette étude a mis en évidence que cette MAP est 

impliquée dans deux processus distincts. Ensconsine favorise la polymérisation des 

microtubules (contrôle de la longueur du fuseau) et permet de séparer les centrosomes 

en interphase. Dans les mutants ensc, on peut observer une diminution de la longueur du 

fuseau mitotique qui est indépendante de la kinésine-1. En revanche, la séparation des 

centrosomes est un processus cellulaire qui nécessite le recrutement de la kinésine-1 

sur les microtubules par Ensconsine. C’est pourquoi l’équipe a généré des lignées de 
drosophiles exprimant des transgènes des domaines correspondant aux MBD et KBD d’Ensconsine couplés à la GFP afin de voir l’impact de ces transgènes (dans un mutant 
ensc) sur la longueur du fuseau mitotique ainsi que la séparation des centrosomes. La 

possibilité que ces différents transgènes sauvent une des fonctions dans un mutant ensc, 

nous permettrait d’obtenir des lignées de séparation de fonctions.  
II.B Répitulatifs des résultats  
 
   Le domaine MBD n’a aucun effet sur les différents phénotypes 

   Le domaine KDB sauve la semi-létalité et les défauts de séparation des centrosomes 

dans les neuroblastes des mutants ensc. 

   Le domaine KDB n’est pas suffisant pour sauver le transport vésiculaire et la polarisation de l’ovocytes des mutants ensc. 

   Le domaine KDB, bien que n’ayant pas d’affinité pour les microtubules permet d’augmenter le recrutement de la kinésine-1 sur les microtubules in vivo et in vitro. 

 

        L‘ensemble de ces résultats montrent une double régulation du recrutement de la 
kinésine-1 sur les microtubules par Ensconsine. En effet, le KBD est un domaine qui augmente l’affinité de la kinésine-1 pour les microtubules et le MBD permet un 

recrutement optimal sur ceux-ci. 



  

107  

 



  

108  

  



  

109  

 



  

110  

 



  

111  

 



  

112  

 



  

113  

 



  

114  

 



  

115  

 



  

116  

 



  

117  

 



  

118  

 



  

119  



  

120  



  

121  



  

122  



  

123  



  

124  



  

125  



  

126  



  

127  



  

128  



  

129  



 

  



  

131  

II.C Discussion 
 

II.C.1 Ensconsine pleine longueur est essentielle pour maintenir la taille du fuseau 
mitotique 
 
 Ensconsine a été identifié pour la première fois grâce à son interaction avec les 

microtubules (Buliski et al., 1994). Les premiers travaux ont révélé que la surexpression d’Ensconsine ne modifiaient pas la dynamique des microtubules dans les cellules 

humaines en interphase (Faire et al., 1999). Cependant, en 2011 une étude montre que 

la surexpression du domaine N-ter d’un isoforme de MAP7 (Mdp3 chez l’homme) 
augmente la stabilité des microtubules (Sun et al., 2011). Par la suite, de nouvelles 

expériences montrent que la modification des niveaux endogènes d’Ensconsine induit des défauts d’assemblage du fuseau mitotique (Bulinski et al., 1994; Gallaud et al., 2014; 
Mchedlishvili et al., 2018). Dans les mutants ensc, les Nbs ont des fuseaux mitotiques 

plus courts et une vitesse de polymérisation des microtubules plus faible (Gallaud et al., 2014). Nos expériences de sauvetages indiquent le transgène MBD seul n’est pas capable 
de stimuler la polymérisation des microtubules comme initialement supposé. Par 

conséquent, nos résultats suggèrent que la protéine doit être entière et que le MBD et le 

KBD coopèrent afin de stimuler la polymérisation des microtubules. De plus nous avons déterminé que la quantité d’Ensconsine influe sur la taille du fuseau car sa surexpression conduit à des fuseaux plus longs. Le mécanisme d’action par lequel Ensconsine stimule la polymérisation des microtubules n’est pas encore élucidé. Une analyse par microscopie TIRFF nous a permis d’obtenir plus de renseignements sur l’impact d’Ensconsine sur la dynamique des microtubules (Collaboration Isabelle Arnal, données non montrées). La présence d’Ensconsine augmente la vitesse de dépolymérisation et le nombre d’événements de sauvetages des microtubules. De plus, la vitesse de dépolymérisation et le nombre d’événements de catastrophes sont 
diminués Ces expériences confortent nos résultats préliminaires et montrent que Ensconsine module la dynamique des microtubules. La création d’une nouvelle lignée 
transgénique exprimant une protéine Ensconsine pleine longueur avec le domaine à la 

kinésine-1 muté nous permettrait d’obtenir une lignée de séparation de fonction pour la 
polymérisation des microtubules. Par conséquent, cette nouvelle lignée transgénique 

exprimée dans un mutant ensc serait potentiellement capable de sauver la longueur des 

fuseaux mitotiques sans que les centrosomes soient correctement séparés. De plus, il 
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serait intéressant de savoir si Ensconsine est capable de s’oligomériser, ce qui pourrait 
expliquer la formation de ces faisceaux de microtubules obtenus après sa surexpression en interphase. Cette hypothèse pourra être testé par chromatographie d’exclusion ou 
une analyse au niveau moléculaire par microscopie électronique.  

 

Une étude a montré que Ensconsine est régulée par phosphorylation au cours du cycle cellulaire (Masson and Kries, 1995). En observant la localisation d’Ensconsine au 
cours de la mitose, nous observons que la protéine est en partie exclue des microtubules lors de l’entrée en mitose. Cette délocalisation des microtubules d’Ensconsine pourrait 
être régulée par la phosphorylation de la protéine au niveau de certains sites. Chez l’homme, dix sites de phosphorylation putatifs de CDK1 et Nek2 ont été identifiés dont 

six dans le MBD (Nousiainen et al., 2006; Dephoure et a., 2015). La phosphorylation d’Ensconsine est essentielle pour l’exclure (en partie) des microtubules avant l’entrée en mitose. Cette exclusion d’Ensconsine est essentielle afin que les microtubules 
dépolymérisent et puissent réorganiser leurs réseaux de microtubules afin de former le fuseau mitotique (Mchedlishvili et al., 2018). L’identification des sites de 
phosphorylation par spectrométrie de masse chez la drosophile et leurs mutations 

permettrait de créer de nouvelles lignées transgéniques. Suite à l’expression de ces 

transgènes dans les mutants ensc, nous pourrions observer l’impact d’une protéine 

Ensconsine non phosphorylable (constamment associé aux microtubules) ou 

constamment phosphorylée (exclue des microtubules) sur l’assemblage du fuseau 
mitotique.  

 

II.C.2 Le recrutement de la kinésine-1 par Ensconsine 
 

Nous avons analysé l’impact d’Ensconsine sur le transport dépendant de la 
kinésine-1. Ces résultats sont en accord avec les données montrant que Ensconsine est 

un cofacteur essentiel de la kinésine-1 chez les drosophiles et dans les cellules 

musculaires de mammifères (Sung et al., 2008; Metzer et al., 2012; Barlan et al., 2013). Nous avons montré que le KBD se lie à la kinésine mais n’a pas d’affinité pour les 
microtubules. Ce domaine est capable de sauver la létalité et la séparation des 

centrosomes chez la drosophile, un processus cellulaire dépendant de la kinésine-1. 

Nous avons également observé une augmentation de l’affinité de la kinésine-1 pour les 
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microtubules en présence du domaine KBD dans les ovocytes de drosophiles et in vitro. En revanche, le KBD n’est pas capable de sauver la polarisation dans les ovocytes. Ce 
processus demande probablement un recrutement maximal de la kinésine-1 sur les 

microtubules. Par conséquent, on peut en conclure que selon les processus biologiques, 

il existe différents niveaux de recrutement nécessaires de la kinésine-1 sur les 

microtubules. Ces différences peuvent dépendre de la taille de la cellule ou de la distance 

que la kinésine-1 doit parcourir le long des microtubules.  

 

La kinésine-1 est connue pour être auto-inhibée par des phénomènes de 

repliement entre le domaine moteur et le site de liaison avec le cargo. La liaison de la 

kinésine-1 avec un cargo lève cette auto-inhibition, ce qui permet l’interaction du 

domaine moteur avec le microtubule (Cai et al., 2007; Hackneyandt Stock, 2000; Verhey 

and Hammond, 2009). Un deuxième domaine d’auto-inhibition de la kinésine-1 se situe 

sur la tige de la kinésine-1. Ce deuxième domaine d’auto-inhibition est la région qui interagit avec le KBD d’Ensconsine. Nous proposons que le KBD d’Ensconsine interagit avec le domaine d’auto-inhibtion (au niveau de la tige) de la kinésine-1. Cette intéraction permettrait de lever l’auto-inhibition et permettrait à la kinésine-1 d’interagir avec les 
microtubules. Nous envisageons de créer une lignée exprimant une kinésine-1 mutée au 

niveau du site de liaison à Ensconsine afin de tester cette hypothèse. Ainsi, nous pourrions tester l’influence d’un mutant « superactif » de la kinésine-1 sur le 

développement des drosophiles (la séparation des centrosomses, le transport cellulaire, 

la viabilité ect). 

  



  

134  

  



  

135  

III. Conclusion générale 
 

L’assemblage du fuseau mitotique est un événement très complexe qui organise la 

division cellulaire. La mitose repose sur une multitude de complexes protéiques, 

d'interactions protéine-protéine et de mécanismes de régulation (Walczak et Heald, 2008). À 

ce jour, de nombreuses protéines associées aux microtubules et jouant un rôle dans 

l'assemblage du fuseau mitotique ont été identifiées et caractérisées dans différents 

organismes tel que la drosophile (Hughes et al., 2008), le xénope (Gache et al., 2010) et 

l’homme (Torres et al., 2011).  

 

Les deux protéines identifiées auxquelles s’est intéressée l’équipe ne sont pas 

nouvelles. En revanche, leurs fonctions sont différentes de ce qui est décrit dans la 

littérature. dTBCE semble exercer un rôle supplémentaire de sa fonction de chaperonne. Elle 

régule un mécanisme mal compris, l’import de tubuline soluble dans l’espace nucléaire après 

la NEBD. Ensconsine possède un rôle clé dans l’assemblage du fuseau mitotique en 

contrôlant sa longueur. Nous pouvons spéculer que les nombreux cribles protéomiques ont 

permis de mettre en évidence tous les acteurs de l’assemblage du fuseau mitotique. En 

revanche, la caractérisation de ces protéines est très incomplète. Par conséquent, de 

nombreuses études restent à faire pour comprendre la fonction réelle de toutes les MAPs 

impliquées dans l’assemblage du fuseau mitotique. 

 

Parmi toutes les MAPs, certaines d’entre elles sont liées à des maladies humaines. 

Pour la protéine TBCE, une délétion de quatre acides aminés dans le domaine CAP-Gly 

provoque un syndrome héréditaire qui se manifeste par une hypoparathyroïdie, un retard 

mental et un dysmorphisme facial (HRD) (Parvari et al., 2002). La famille de la kinésines-1 est 

aussi associée à quelques formes connues de maladies neuro-dégénératives. Par exemple, la 

perte de fonction de la mutation KIF5A entraîne une forme héréditaire de paraplégie 

spastique, un ensemble de maladies rares qui affectent le système nerveux central (Reid et 

al., 2002; Solowska and Baas, 2015). Comprendre les mécanismes moléculaires sous-jacents 

à ces protéines permettrait de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques afin 

d’éventuellement d’aider les patients atteints de maladies génétiques liées à ces MAPs.  
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Résumé :   

         La ségrégation des chromosomes requiert l’assemblage d’une structure dynamique appelée 
le fuseau mitotique qui est composé de 
microtubules. De nombreuses protéines 
appelées MAPs (Microtubule associated 
proteins) interagissent directement avec les 
microtubules afin de réguler leurs assemblages et leurs dynamiques. L’équipe a précédemment 
identifié de nouveaux candidats essentiels à l’assemblage du fuseau mitotique chez la drosophile. Au cours de ma thèse j’ai travaillé 
sur deux de ces protéines. 
         Dans un premier temps, j’ai caractérisé la 
protéine dTBCE (Drosophila tubulin binding 
cofactor E) et son rôle dans la division cellulaire. Cette protéine fait partie d’un complexe nécessaire pour l’hétérodimérisation de la 
tubuline. 

         
          Nous avons montré que dTBCE est 
essentielle afin de concentrer la tubuline dans la 
région du fuseau après la rupture de l'enveloppe 
nucléaire, ce qui permet la polymérisation des 
microtubules autour des chromosomes dans les 
cellules souches du système nerveux central de 
la drosophile, les neuroblastes (Nbs).  
        J’ai également travaillé sur les différents domaines d’Ensconsine, une protéine essentielle 
qui contrôle la longueur du fuseau et la 
séparation des centrosomes dans les Nbs ainsi 
que le transport asymétrique dans les ovocytes 
de drosophile. Cette étude nous a permis de 
mettre en évidence une double régulation du 
recrutement de la kinésine-1 sur les 
microtubules.  
 
 

 

 

Keywords : Microtubule, Mitotic Spindle, MAPs, TBCE, Ensconsin 

Abstract :   
        Chromosomes segregation requires the 
assembly of a dynamic structure called the 
mitotic spindle which is composed of 
microtubules. Many proteins called MAPs 
(Microtubule associated proteins) interact 
directly with microtubules to regulate their 
assemblies and their dynamics. The team has 
previously identified new genes involved in 
the mitotic spindle assembly in Drosophila. 
During my PhD, I worked on two of these 
proteins. 
        At first, I characterized the dTBCE 
protein (Drosophila tubulin binding cofactor 
E). This protein is part of a complex 
necessary for the heterodimerization of 
tubulin. 

 
       We have shown that dTBCE is essential 
to concentrate tubulin in the spindle region 
after nuclear enveloppe breakdown, which 
favours microtubules polymerization around 
chromosomes in Neuroblast cells (Nbs). 
        I also worked on the different domains 
of Ensconsin, an essential protein that 
controls spindle length and centrosome 
separation in Nbs as well as asymmetric 
transport in Drosophila oocytes. This study 
allowed us to highlight a double regulation 
of kinesin-1  recruitment on microtubules. 
. 
 

 

Caractérisation du rôle de TBCE et MAP7 dans l’assemblage du fuseau 
mitotique 

Characterization of TBCE and MAP7 in the mitotic spindle assembly 


