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I. Généralités 

 Le terme « microtubule » a été employé pour la première fois en 1963 pour nommer les fibres 

cytoplasmiques, d’environ 20-27 nm de diamètre, observées par microscopie au sein des cellules 

végétales (Ledbetter and Porter, 1963). Les auteurs ont très vite fait le lien entre ces fibres et celles 

observées précédemment au sein des cellules animales et désignées sous diverses appellations telles que 

fibres achromatiques, appareils de la mitose ou fibres cytoplasmiques (Flemming, 1880; Mazia and Dan, 

1952; Wada, 1955; Harris, 1962; Roth and Daniels, 1962). Ce terme « microtubule » est aujourd’hui 

couramment usité pour décrire toutes les fibres composées de tubuline. 

 Les Microtubules sont des composants essentiels du cytosquelette 

 Le cytosquelette est constitué d’un réseau de filaments protéiques interconnectés hautement 

dynamique et modulable qui s’étend au sein du cytoplasme des cellules eucaryotes et procaryotes (Figure 

1A). Si le cytosquelette joue indéniablement un rôle dans la structure et la morphologie de la cellule, il est 

également impliqué dans de nombreuses autres fonctions cellulaires telles que le transport, la migration 

ou la division. En effet, c’est sur ce réseau que repose le transport des organites, des cargos et vésicules. 

De plus, la robustesse de la cellule et les forces nécessaires à la motilité, à la migration ou à la division de 

la cellule reposent sur la dynamique du cytosquelette (Fletcher and Mullins, 2010). Au sein d’une cellule 

eucaryote, le cytosquelette est constitué de trois grandes classes de filaments protéiques : les 

microfilaments d’actines (FAs), les microtubules (MTs) et les filaments intermédiaires (FIs) (Figure 1B). 

Chacune de ces fibres résulte de la polymérisation de briques élémentaires spécifiques, sous la forme de 

monomères ou de dimères (Figure 1C) : 

- Les FAs sont des fibres de 7 à 9 nm de diamètre qui résultent de la polymérisation de monomères 

d’actine. Ces filaments, dynamiques, sont impliqués notamment dans l’adhésion et la migration 

cellulaire, la cytodiérèse et la contraction musculaire.  

- Les FIs regroupent différents types de fibres d’environs 10 nm de diamètre qui proviennent de la 

polymérisation de plusieurs superfamilles de protéines tissu spécifiques. On y retrouve 

notamment les FIs de type I et II composés de kératines au niveau-des cellules épithéliales, les FIs 

de type III composés de vimentines au niveaux des cellules mésenchymateuses et 3 autres types 

de FIs (Leduc and Etienne-Manneville, 2015). Ces filaments, moins dynamiques, ont 

principalement un rôle de résistance et de soutien. 

- Les MTs, sur lesquels se concentre mon projet de thèse, sont des fibres creuses d’environs 25 nm 

de diamètre qui découlent de l’assemblage d’un hétérodimère constitutif formé des tubulines α 

et β. Les hétérodimères s’assemblent longitudinalement en protofilaments et latéralement de 

manière concomitante pour former un tube creux et polarisé (tubuline β à l’extrémité dite « plus » 

et tubuline α à l’extrémité dite « moins ») (Figure 1D) . Ces filaments sont impliqués dans de 
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nombreuses fonctions clés de la cellule telles que la division cellulaire, le transport cytoplasmique 

ainsi que la motilité cellulaire (cils et flagelles) et les mouvements intracellulaires. 

 

 
 
A. Représentation schématique d’une cellule et de son cytosquelette. Le cytosquelette est constitué des filaments 
d’actine, des microtubules et des filaments intermédiaires (extrait de 
https://www.proteinatlas.org/humanproteome/cell). B. Images de microscopie confocale à balayage de fibroblastes 
cardiaques de rat (extraites de T.D. Hewitson, I.A. Darby (eds.), Histology Protocols, Methods in Molecular Biology 
611, figure 4.2, page 43, DOI : 10.1007/978-1-60327-345-9_4). La barre d’échelle correspond à 10 µm. Sur l’image 
superposée, le réseau de MTs est indiqué en vert, le réseau de FAs en rouge et le réseau de FIs en bleu. C. 
Représentation schématique des fibres cytoplasmiques constitutives du cytosquelette. D. Schéma de l’assemblage du 
MT. 

Figure 1. Le cytosquelette de la cellule eucaryote 

D 
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 Les microtubules et la cellule 

  Les différentes architectures du réseau de MTs 

 Les microtubules forment un réseau très conservé chez les eucaryotes (levure, champignons, 

plantes et animaux) (Figure 2). Des homologues des tubulines eucaryotes, impliqués dans la division 

cellulaire, sont également observés chez les procaryotes tels que FTZ retrouvé chez la plupart des 

bactéries et archées ainsi que BtubA et BtubB plus récemment identifiés chez Prosthecobacter (Pilhofer 

et al., 2011) (Figure 2G). Selon les espèces, les microtubules adoptent une grande variété d’organisation 

allant d’une microfibre formée de 4 protofilaments chez la bactérie Prosthecobacter à un complexe 

axonémal regroupant 40 protofilaments au niveau du spermatozoïde de l’insecte Mantispa perla (Figure 

2F et 2G) (Dallai et al., 2005; Chaaban and Brouhard, 2017). Le réseau microtubulaire est également très 

diversifié au sein d’un même organisme et ce, en fonction des différents types cellulaires (cf. Figure 2A, 

2B et 2C). De plus, cette organisation au sein d’un même type cellulaire est évolutive spatialement et 

temporellement. Pour exemple, durant le cycle cellulaire, le réseau microtubulaire interphasique peut 

notamment se réarranger très rapidement, et de manière ordonnée, afin de former le fuseau mitotique 

ou méiotique et de permettre la division cellulaire (Figure 2A). En réponse à un stimulus lumineux, les 

cellules végétales peuvent modifier complètement l’organisation de leur réseau microtubulaire (Figure 2E 

; (Roll-Mecak, 2013; Goodson and Jonasson, 2018)). 

 

 Fonctions des MTs au sein de la cellule  

 L’omniprésence des microtubules dans le monde du Vivant et leur grande plasticité au sein des 

différents types cellulaires et durant le cycle cellulaire leur confèrent de multiples fonctions essentielles 

au sein de la cellule : formation du fuseau mitotique ou méiotique, ségrégation hautement contrôlée des 

chromosomes dans les cellules filles lors de la division cellulaire, transport intra- et extracellulaire 

d’organites, de vésicules et de cargos. Selon le type cellulaire ou tissulaire, des structures microtubulaires 

très différentes sont retrouvées telles que le réseau axonal des cellules neuronales sur lequel repose la 

connexion neuronale ou encore les complexes axonémaux et leur mécanique au sein des cils et des 

flagelles sur lesquels reposent la motilité cellulaire ou le brassage des fluides environnants (Janke and 

Magiera, 2020). 
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Figure 2. Différentes organisations du réseau microtubulaire (adapté de Goodson and Jonasson, 2018) 
A. Organisation du réseau microtubulaire dans les cellules épithéliales PtK2 en interphase ou en mitose (images 
extraites de Geuens et al., 1986). B. Organisation du réseau microtubulaire d’un cône en croissance d’une cellule 
neuronale chez le Hamster (images extraites de Biswas and Kalil, 2018). C. Réseau microtubulaire chez le protiste 
Giardia intestinis. D. Réseau microtubulaire chez la levure à fission Schizosaccharomyces pombe (images C et D. 
extraites de Goodson et al., 2018) E. Réseau cortical de microtubules de cellule de la plante Arabidopsis thaliana 
(image extraite de Elliott and Shaw, 2018). F. Micrographe montrant un axonème de spermatozoïde de l’insecte 
Mantispa perla. G. Section à travers un tomogramme montrant une forme de microtubule chez la bactérie 
Prosthecobacter (F. et G. extraits de la revue de Chaaban and Brouhard, 2017). Au-dessous des images A-E sont 
présentés des représentations schématiques du réseau microtubulaire, adaptée de Goodson and Jonasson, 2018.  
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II. La structure du Microtubule  

 Le microtubule 

 Structure des extrémités du microtubule 

Les microtubules sont des fibres polarisées comprenant une extrémité dite « moins » (« - ») 

exposant les tubulines a et une extrémité dite « plus » (« + ») exposant les tubulines b. La polarité des 

extrémités du MT et la nomenclature utilisée proviennent des différences de vitesses d’élongation entre 

les deux extrémités. En effet, la polymérisation est plus rapide à l’extrémité « + » comparée à l’extrémité 

« – ». Ainsi, le taux d’élongation est environ 3 fois plus important à l’extrémité « + » comparé à l’extrémité 

« – » (Tran, Walker and Salmon, 1997). La stabilité de l’extrémité « - » est également plus importante que 

celle de l’extrémité « + ». In vitro, sur des microtubules polymérisés à partir de tubuline purifiée, la rupture 

par un laser du microtubule, soit au niveau de son extrémité « + », soit au niveau de son extrémité « - », 

n’a pas le même impact. Suite à une rupture au niveau de l’extrémité « + », le microtubule dépolymérise 

rapidement alors que, suite à une rupture au niveau de l’extrémité « - », le MT reste relativement stable 

et est capable de re-polymériser (Walker et al., 1988; Tran, Walker and Salmon, 1997). De plus, in cellulo, 

l’extrémité « – » est souvent associée à un MTOC (Microtubule Organizing Center) tel que le centrosome 

et sa dynamique peut donc être réduite. In vitro, les extrémités « – » et « + » libres adoptent toutes deux 

une grande variété de configurations structurales (des extrémités à bouts franc, de bouts composés d’une 

à plusieurs extensions en feuillets de longueurs et de courbures variables), ce qui rend complexe l’étude 

permettant de caractériser et d’assigner des particularités structurales à l’une des extrémités par rapport 

à l’autre.  

 

 La formation de la paroi est un point important dans la définition de la structure des extrémités. 

Cependant, ce point reste controversé dans la littérature. Deux grandes hypothèses du mécanisme de 

formation de la paroi sont suggérées. Le premier mécanisme dit bidimensionnel, suggère que l’association 

latérale et longitudinale des hétérodimères de tubuline conduit à la formation d’un feuillet 

bidimensionnel au cours de l’assemblage qui se redresse et se referme progressivement avec 

l’augmentation des contacts latéraux (Figure 4) (Chrétien, Fuller and Karsenti, 1995; Jánosi, Chrétien and 

Flyvbjerg, 1998; Nogales and Wang, 2006b; Guesdon et al., 2016; Atherton et al., 2018). Ce mécanisme 

conduit à la formation d’une extrémité en croissance constituée d’un feuillet courbe plus ou moins long 

(Figure 3A et 3B). Le second mécanisme suggère que la formation du microtubule et son élongation serait 

permise par l’ajout progressif à l’extrémité en croissance d’hétérodimères de tubuline qui forment des 

protofilaments (PFs) individuels courbées, sans passer par la formation de « feuillets », ce qui permet 

l’obtention d’une extrémité évasée composée de PFs individuels courbés (Richard McIntosh et al., 2018) ; 

(Figure 3C).  
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Figure 3. Structure de l'extrémité en croissance 
A. Images de cryo-microscopie électronique d’extrémités « + » de microtubules, extraites de (Chrétien, Fuller and 
Karsenti, 1995). De longs faisceaux courbés constitués par l’association latérale de plusieurs PFs peuvent être 
observés. B. Modèle de la fermeture de la paroi, extrait de (Nogales and Wang, 2006b). C. Modèle des extrémités en 
croissance par la formation de PFs individuels proposé par (Richard McIntosh et al., 2018). Le suivi de chaque PF 
(indiqué par les lignes vertes au sein du cryotomogramme permet de reconstituer l’organisation structurale de 
l’extrémité en croissance. Selon (Richard McIntosh et al., 2018), la fermeture de la paroi et la structure des extrémités 
en croissance ne passent pas par un état de feuillets.  
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 Structure et organisation de la paroi  

 La paroi du microtubule consiste en l’association longitudinale en tête-à-queue des dimères de 

tubuline sous forme de PFs et en l’association latérale de ces hétérodimères ou PFs pour former un tube 

creux de 25 nm. La paroi se compose d’un nombre prédominant de 13 protofilaments retrouvés en cellule 

eucaryote (Tilney et al., 1973; Pierson, Burton and Himes, 1978). Dès 1974, l’analyse des clichés de 

diffraction d'images de MTs en coloration négative a révélé l’existence d’une organisation en hélice au 

sein de la paroi, notamment une organisation latérale des monomères de tubuline suivant une hélice à 3-

départs (Amos and Klug, 1974; Amos, 1995). Par convention, les configurations structurales de la paroi 

sont notées N_S : avec N, le nombre de protofilaments, et S le nombre départs d'hélices latérales décrit 

par les monomères au sein de la paroi. Pour exemple, on notera 13_3 et 14_3 pour définir des parois à 13 

PFs et 14 PFs présentant une hélice latérale à 3-départs. 

Le manque de résolution sur ces motifs de diffraction de MTs n’a pas permis à l’époque de définir 

l’organisation exacte des hétérodimères au sein de la paroi et deux principaux modèles ont donc été 

proposés. Le réseau de surface de type A et le réseau de surface de type B. Le réseau de type A est défini 

par des contacts latéraux hétérotypiques entre deux protofilaments (a-b, b-a) et les hélices latérales 

résultantes seraient ainsi constituées d’une alternance de tubuline a-b (Figure 4A). Le réseau de type B 

est défini par des contacts latéraux homotypiques et un tour d’hélice serait alors soit a soit b (Figure 4B). 

Grace à une étude de diffraction électronique sur des MT polymérisés in vitro et décorés par des 

têtes de kinésines, Song and Mandelkow (1993) ont montré plus tard l’existence d’une organisation des 

hétérodimères de tubuline selon un réseau de type B. Les têtes de kinésines reconnaissent 

spécifiquement une région intradimérique située en majorité sur la sous-unité b de la tubuline, ce qui 

permet de révéler l’organisation des dimères au sein de la paroi (Krebs, Goldie and Hoenger, 2004). Dans 

une paroi composée de 13 ou 14 PFs en réseau de type B, l’hélice latérale à 3-départs décrite par les 

monomères impose au moins une transition a-b (ou b-a) par tour, ce qui forme la jointure (Mandelkow 

et al., 1986) (Figure 4B). Le consensus actuel sur l’organisation de la paroi admet toujours une organisation 

des hétérodimères de tubuline selon un réseau de type B à jointure unique (Mandelkow et al., 1986; 

Zhang, LaFrance and Nogales, 2018). Cependant, ce consensus est discuté. Plusieurs observations 

démontrent l’existence d’un troisième type d’organisation au sein de la paroi. En effet, (McEwen and 

Edelstein, 1980; Kikkawa et al., 1994; Debs et al., 2020) ont mis en évidence une organisation des 

hétérodimères de tubuline selon un réseau de type B avec plusieurs jointures, ce qui définit le réseau de 

surface mixte AB (Figure 4C).  
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A gauche, sont présentées des modélisations 3D à partir de la structure cristallographique de la tubuline 
(PDB : 1TUB) de réseaux de type A (en A), de type B (en B) ou mixte AB (en C). La tubuline b est représenté 
en cyan et la tubuline a en jaune. Sur le schéma en haut à gauche, une hélice est indiquée en ligne noire 
pointillée avec un pas équivalent à 3 monomères de tubuline (S = 3). Par convention nous avons ici une 
paroi 13_3. A droite, sont présentées des représentations ouvertes de l’organisation des dimères retrouvée 
au sein de la paroi 13_3, adaptées de (Amos, 1995; Chrétien and Fuller, 2000). Les hétérodimères de 
tubuline ab s’assemblent en tête-à queue et alternent le long d’un protofilament. Les interactions latérales 
au sein d’une hélice à 3-départs (en rose) sont hétérotopiques dans un réseau de type A et homotypiques 
dans un réseau de type B pour un même tour d’hélice en partant de la jointure. La paroi 13_3 impose dans 
un réseau de type B la présence d’une jointure unique (en vert) (Mandelkow et al., 1986). Le réseau mixte 
AB est composé de plusieurs jointures. Par conséquent, il se compose d’une mélange d’interactions 
latérales de type B et de type A.  

Figure 4. Réseau de type A, B ou mixte AB 

Réseau de type A

Hélice à
S-depart (S=3)

Hélice à N-départ (N=13)

Réseau de type B

jointure

Réseau mixte AB

Mutiples jointures

2 1 13 12 11 9104 8367 5

α

βDimère
de tubuline

Hélice latérale gauche
à S-depart (S=3)

8 nm

4 nm

δx

2 1 13 12 11 9104 8367 5

Jointure

2 1 13 12 11 9104 8367 5

A

B

C
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 Modèle de l’accommodation de la paroi 

Au-delà des MTs 13_3 retrouvés en cellule, l’assemblage in vitro de la tubuline produit une plus 

grande variétés de configurations, avec un nombre N de protofilaments variant de 10 à 17, et un nombre 

de départs d’hélices S variant de 2 à 4 (Wade, Chrétien and Job, 1990; Chrétien and Wade, 1991; Chrétien 

and Fuller, 2000). Selon le nombre de PFs et le type de départs d’hélices, l’axe des PFs va vriller par rapport 

à l’axe du MT afin d’adopter une conformation thermodynamiquement favorable. C’est le mécanisme 

d’accommodation de la paroi décrit par (Chrétien and Fuller, 2000) (Figure 5A). Le modèle explique 

l’interconnexion des différents paramètres structuraux de la paroi par rapport à l'angle de vrillage des PFs 

q. Pour exemple, une paroi à 14 PFs a la possibilité de se conformer selon trois types d’hélices latérales à 

2-, 3- ou 4-départs (Figure 5B). Pour autant, la forme la plus observée est la forme 14_3 qui présente un 

angle de vrillage q thermodynamiquement favorable. Si le départ d’hélice est de 2 ou de 4, l’angle de 

vrillage est plus prononcé, ce qui est moins favorable d’un point de vue thermodynamique, bien 

qu’accommodable par le modèle mathématique (Figure 5B). De la même manière, la paroi peut 

s’accommoder d’une variation du nombre PFs en conservant une hélicité à 3-départs grâce au vrillage de 

ses PFs qui permet de stabiliser l’ensemble. 
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A. Représentation schématique des différents paramètres de la paroi (voir en C) extraite de (Hyman et al., 1995). B. 
Représentation schématique des différentes configurations adoptées par une paroi à 14 PFs (N=14) extraite de 
(Chrétien and Fuller, 2000). Afin de maintenir les interactions latérales, les protofilaments sont vrillés par rapport à 
l’axe longitudinal du MT, définissant l’angle de vrillage des PFs (q), indiqué par les lignes discontinues en rouge. C. 
Modèle de l’accommodation de la paroi établissant le lien entre la valeur de l’angle de vrillage q (°) et les différents 
paramètres structuraux du microtubule. N : nombre de protofilaments ; S : nombre de départs de l’hélice latérale 
décrite par les monomères de tubuline ; a : la distance entre deux monomères d’un même protofilament ; r : décalage 
longitudinal entre deux monomères adjacents et dx : distance de séparation entre deux protofilaments adjacents. 
L’application de cette équation permet d’établir la représentation graphique théorique donnée sous l’équation et 
établissant la relation entre l’angle de vrillage et le nombre de protofilaments pour différents départs d’hélice S. 
  

Figure 5. Modèle mathématique de l’accommodation de la paroi (Chrétien and Stephen D. Fuller, 2000) 
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 L’hétérodimère de tubuline : brique élémentaire du microtubule 

 Le microtubule est constitué à partir d’un hétérodimère de 110 kDa, résultant de la dimérisation 

constitutive de deux protéines globulaires, très proches en termes de séquence et de structure : les 

tubulines α et β. Il existe différents gènes codant pour chacune des deux tubulines α et β. Les tubulines α 

et β sont donc présentes en plusieurs isoformes, qui vont varier selon de type cellulaire ou tissulaire. La 

tubuline utilisée dans notre projet est purifiée à partir de cervelles de porc (Sus scrofa domesticus). La 

cervelle de porc comprend 4 isoformes de la tubuline α et 2 isoformes de la tubuline β (Ludueña, 1997). 

Ainsi, dans nos conditions d’assemblage in vitro, nos microtubules sont constitués d’un mélange 

d’isoformes d’hétérodimères de tubuline.  

 

La tubuline est une GTPase capable de s’auto-assembler en présence de GTP (guanosine 

triphosphate) et d’ions magnésium dans des conditions favorables de température et de tampon. La 

première structure tridimensionnelle à haute résolution (3.8 Å) a été obtenue en 1998 par (Nogales, Wolf 

and Downing, 1998) par cristallographie électronique à partir des feuillets antiparallèles formés par la 

tubuline en présence de Zinc et stabilisés par du paclitaxel (Figure 6A). La structure montre que chacun 

des monomères de tubuline a et b contient trois grands domaines fonctionnels : un domaine N terminal, 

un domaine intermédiaire et un domaine C-terminal (Figure 6B). 

 

 (i) Le domaine N-terminal (résidus de 1 à 205) contient un pli de Rossman, qui est un domaine de 

liaison au nucléotide, le GTP dans le cas de la tubuline. Ce pli de Rossman est un motif structural résultant 

de l’alternance de brins β parallèles avec des hélices α (H1 à H7). Les boucles T1 et T6 qui lient les brins β 

sont également impliquées dans la formation du site de liaison au nucléotide. L’hétérodimère de tubuline 

comprend donc deux sites de liaisons au nucléotide situés chacun à l’interface entre deux monomères de 

tubuline. Le site de liaison de la tubuline a est intradimérique, situé entre la sous-unité (SU) a et la SU b 

de l’hétérodimère. En solution, ce site de liaison au GTP de la SU a est bloqué par la tubuline b et le GTP 

qui s’y fixe n’est pas hydrolysable. Ce site a ainsi été nommé site N pour « Non-exchangeable». A contrario, 

le site de liaison au GTP de la tubuline b est interdimérique et le nucléotide échangeable/hydrolysable. 

Ce site a ainsi été nommé site E pour «Exchangeable ». En conséquence, au sein d’un hétérodimère, la SU 

a est constamment chargée en GTP et la SU b est chargée soit en GTP, soit de la molécule hydrolysée, 

GDP (guanosine diphosphate) ou de l’intermédiaire GDP.Pi (hydrolyse effectuée mais Pi tous présent au 

niveau du site catalytique) (Figure 6A). 

 

 (ii) Le domaine intermédiaire (I) (résidus de 206 à 381) contient la boucle T7 et l’hélice H8 de la 

tubuline, qui viennent tous deux compléter le site catalytique E de la SU b de tubuline de l’unité qui 

précède (Figure 6B et 6C). L’hélice H8 apporte notamment le résidu E254 indispensable à l’activation du 

site E de la SU b de tubuline. (Roostalu et al., 2020) montre qu’une simple mutation du glutamate par une 
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alanine (E254A) ou par une aspartate (E254D) suffit à bloquer ou à ralentir l’activité GTPasique, 

respectivement. Le domaine I contient également la boucle M impliquée dans les interactions latérales 

entre les protofilaments et qui joue donc un rôle clé dans la stabilisation de la paroi du microtubule. 

 

 (iii) Le domaine C-terminal (C-ter) (résidu 382 à 441) est composé des hélices α, H11 et H12 qui se 

localisent à la surface de la paroi du microtubule. Ce domaine est crucial pour la liaison aux protéines 

associées aux microtubules (MAPs) dont les moteurs moléculaires (dynéines, kinésines). Cependant, la 

structure spatiale des derniers résidus du domaine C-ter demeure non-résolue du fait de sa flexibilité. Les 

variabilités de séquence entre les différentes isoformes de la tubuline et les modifications post-

traductionnelles (MPTs) connues de la tubuline se localisent principalement au niveau des derniers 

résidus de cette queue C-terminale (Janke, 2014; Janke and Magiera, 2020). 

 
 
 

 

 
 
 
A. Structure cristallographique de l’hétérodimère de tubuline, structure extraite de la banque de données des 
protéines (PDB : 1TUB). B. Carte topologique montrant les trois grands domaines de la tubuline. Les hélices a (de H1 
à H12) sont représentées par des cylindres, les brins b (de S1 à S10) par des flèches et les boucles (T) par un trait 
continu (Figure adapté de Nogales et al.,1998). C. Diagramme en ruban de la tubuline a utilisant le même code 
couleurs que celui utilisé en B. La structure est extraite de la banque de données de protéines (PDB : 6DPV). 

Figure 6. Domaines structuraux du monomère de tubuline. 
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III. La dynamique des microtubules 

Les différentes architectures et fonctions du réseau microtubulaire reposent sur la propriété très 

dynamique du MT. Le suivi de la masse totale de polymères néoformés en fonction du temps par 

turbidimétrie à 350 nm permet d’étudier la cinétique d’assemblage du MT. Cette cinétique montre trois 

grandes phases : une phase de latence qui correspond à une étape de nucléation, une phase d’élongation 

et une phase d’équilibre dynamique (plateau).  

 La nucléation 

 La nucléation désigne la formation et la stabilisation des premiers oligomères de tubuline (noyaux 

critiques), qui permet d’amorcer la poursuite de l’assemblage du MT. Elle constitue une étape limitante 

durant la dynamique d’assemblage. In vitro, la nucléation peut se dérouler spontanément à partir de 

tubulines solubles purifiées mises dans les bonnes conditions physico-chimiques : concentration 

suffisante en tubuline, présence de GTP, d’ions magnésium (Mg2+) et incubation à 35 °C. En condition de 

nucléation spontanée, la cinétique d’assemblage est caractérisée par une phase de latence entre la mise 

en condition d’assemblage et l’augmentation de la turbidité (cf. Figure 7A et 7B) car cette nucléation 

spontanée doit s’affranchir d’une barrière énergétique nécessaire à la stabilisation des premiers 

oligomères. Plus cette phase de latence est longue, plus la formation des noyaux critiques est coûteuse 

en énergie (Roostalu and Surrey, 2017). La présence de nucléateurs réduit considérablement cette phase 

de latence (Figure 7C et 7D ; (Roostalu and Surrey, 2017)). En nucléation spontanée, la formation de 

microtubules nécessite une concentration minimale de 20 µM de tubuline, alors que celle-ci est diminuée 

à 3-4 µM en présence de centrosomes (Mitchison and Kirschner, 1984b) et à 1 µM à partir de MTs 

préexistants (Roostalu and Surrey, 2017). La nucléation du microtubule est donc une étape limitante dont 

la vitesse dépend de plusieurs facteurs : (i) de la concentration de la tubuline disponible en solution, (ii) 

de la présence de centres nucléateurs (MTOCs : centrosomes, axonèmes, segments de microtubules 

préexistants) et (iii) de la présence de partenaires protéiques stabilisateurs tels que la protéine XMAP215 

qui lie la protéine soluble et aide à son assemblage (Nithianantham et al., 2018)). 
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Figure 7. Nucléation des microtubules (représentations schématiques adaptées de Roostalu and Surrey, 2017) 
A. Nucléation spontanée. Modèle hypothétique de la nucléation des microtubules. Les dimères de tubulines GTP 
s’assemblent spontanément en oligomères de plus en plus conséquents. Selon Roostalu and Surrey, un noyau 
composé au minimum de 5 à 20 hétérodimères de tubulines est nécessaire pour favoriser la polymérisation et engager 
la phase d’élongation du polymère. B. Cinétique d’auto-assemblage de microtubules issue d’une nucléation 
spontanée, obtenue par turbidimétrie à 350 nm. L’étape de nucléation qui est limitante se traduit par une phase de 
latence observée au début de la cinétique C. Nucléation supervisée. La nucléation peut être facilité en présence d’un 
centre nucléateur (ex : MTOC, segment de MT préexistant) qui a pour rôle de faciliter la formation et la stabilisation 
des premiers oligomères en servant de patron d’assemblage. D. Cinétique d’assemblage caractéristique de 
microtubules issue d’une nucléation supervisée, en présence de nucléateurs (en magenta) et non supervisée (en 
bleu). En présence de nucléateurs, le temps de latence qui correspond à l’étape de nucléation est très fortement 
diminué.  
 

 L’instabilité dynamique (élongation et équilibre dynamique) 

 Suite à la phase de latence, la cinétique d’assemblage est caractérisée par une phase d’élongation 

où les interactions latérales et longitudinales entre les hétérodimères de tubuline permettent l’élongation 

des microtubule. Cependant, en turbidimétrie au bout d’un temps variable de polymérisation, la masse 

globale de polymères formés atteint une valeur maximale définissant un plateau (Figure 7B). Ce plateau 

reflète un équilibre dynamique des microtubules en constante polymérisation et dépolymérisation. En 

effet, (Mitchison and Kirschner, 1984a) ont démontré que lors de la phase de plateau, deux populations 

de MTs coexistent : une population, en majorité en polymérisation, et une autre en dépolymérisation. 
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 Peu après, l’analyse de la dynamique individuelle de chaque microtubule, in vitro et in cellulo par 

vidéomicroscopie DIC (Differential interference contrast) a permis de montrer qu’un même microtubule 

pouvait alterner rapidement et de manière stochastique entre des phases d’assemblage et de 

désassemblage (Horio and Hotani, 1986; Walker et al., 1988). Cette alternance stochastique entre 

polymérisation et dépolymérisation pour un même microtubule a également été mise en évidence par la 

suite par microscopie à fluorescence à l’aide de tubuline fluorescente ou via le marquage spécifique par 

des protéines liant les extrémités en croissances des MTs telles que les EBs (End binding proteins) (Mimori-

Kiyosue, Shiina and Tsukita, 2000; Stepanova et al., 2003; Bieling et al., 2007; Akhmanova and Steinmetz, 

2008; Dixit et al., 2008; Maurer et al., 2011, 2012). Cette propriété intrinsèque au microtubule définit la 

notion d’instabilité dynamique (Mitchison and Kirschner, 1984a). Le passage de la polymérisation à la 

dépolymérisation définit un événement de catastrophe et, à l’inverse, le passage d’une dépolymérisation 

à une re-polymérisation définit un événement de sauvetage. L’instabilité dynamique, qui est caractérisée 

par la durée et le taux de croissance ainsi que la fréquence des événements de catastrophe et de 

sauvetage (Figure 8) est essentielle à la fonction des MTs. Elle permet notamment au réseau 

microtubulaire de se réarranger très rapidement au sein de la cellule au cours du cycle cellulaire (ex : 

transition du fuseau interphasique à un fuseau mitotique), ou en réponse à des stimuli chimiques ou 

mécaniques.  

 

 

 

 

 

Figure 8. L’instabilité dynamique du microtubule 
Le suivi de la dynamique (durées des phases de polymérisation et dépolymérisations) des microtubules est permis par 
le suivi de deux marquages : celui de la protéine EB3 par la GFP (Green Fluorescent Protein) et celui de la tubuline-a 
par la mcherry, extrait de (Akhmanova and Steinmetz, 2008). EB3-GFP (vert) se lie exclusivement aux extrémités « + » 
en croissance des MTs et permet d’observer les évènements de polymérisation. En phase de dépolymérisation, le 
marquage par EB3-GFP est perdu mais le marquage de la tubuline-a (en rouge) permet le suivi du MT en phase de 
dépolymérisation. A gauche, une image montrant le réseau de microtubules, en rouge, dans une cellule épithéliale et 
interphasique de rat. Lorsque les microtubules sont en croissance, la protéine EB3-GFP forme des comètes vertes à 
leur extrémité. Au milieu, un kymographe montrant le comportement dynamique d’un MT avec l’alternance de phases 
de polymérisation et de dépolymérisation définissant l’instabilité dynamique des MTs. A droite, une représentation 
schématique de ce kymographe. 
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 Les régulations de la dynamique du microtubule 

L’instabilité dynamique est une propriété intrinsèque aux microtubules. Elle est cependant finement 

régulée in vivo à de nombreux niveaux, notamment par des modifications post-traductionnelles et des 

protéines régulatrices. De nombreuses drogues peuvent également moduler cette instabilité in vitro ou 

in vivo en stabilisant ou déstabilisant la structure du MT ou en agissant sur l’activité GTPasique de la 

tubuline. 

 Régulation intrinsèque  

Les extrémités « + » et « - » du microtubule possèdent des propriétés dynamiques différentes ce 

qui leur confère des fonctions particulières in cellulo : une fonction d’amorce de nucléation, de 

stabilisation et d’ancrage pour l’extrémité « - » exposant la tubuline a dont le GTP est non hydrolysable 

(Akhmanova and Hoogenraad, 2015; Dogterom and Koenderink, 2019), et une fonction d’adaptation, de 

génération de forces et d’exploration de l’environnement cellulaire pour l’extrémité « + » exposant la 

tubuline b et son activité GTPasique. Cette activité GTPasique de la SU b est un élément clef de l’instabilité 

dynamique des MTs. 

1. Transition conformationnelle du dimère de la tubuline, activité GTPasique de la tubuline et coiffe 
GTP stabilisatrice 

 L’instabilité dynamique est dépendante de l’activité 

GTPasique de la tubuline, qui repose sur une maturation et un 

changement conformationnel séquentiel du dimère de tubuline 

le long du MT. 

 

L’hétérodimère de tubuline change de conformation lorsqu’il 

s’incorpore et se dissocie de la paroi. La tubuline soluble, quel que 

soit son état nucléotidique, adopte une conformation dite 

courbée (Brouhard and Rice, 2014), et l’étude par diffraction des 

rayons X aux petites angles (SAXS) montre un angle de ~ 12° entre 

les monomères de la tubuline ab (Rice, Montabana and Agard, 

2008) (Figure 9). Cependant, lors de son incorporation pour 

former le MT, cette courbure intrinsèque du dimère est réduite 

progressivement avec l’augmentation du nombre d'interactions 

latérales. Cette courbure devient nulle lors de la fermeture de la 

paroi du microtubule (Nogales and Wang, 2006a; Brouhard and 

Rice, 2014; Guesdon et al., 2016). Inversement , lorsque le 

microtubule est en décroissance, les protofilaments 

s’individualisent et révèlent de nouveau la courbure intrinsèque 

Figure 9. Conformation courbée et 
redressée du dimère de tubuline 
Modèle 3D d’une extrémité en croissance, 
adapté de (Brouhard and Rice, 2018). Le 
dimère de tubuline adopte une 
conformation courbée au sein des feuillets 
(de 12°) et une conformation redressée au 
sein de la paroi 
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des dimères de tubuline, d’où l’apparition des « anneaux de dépolymérisation » ou « phénotype cornu » 

des extrémités en décroissance (Chrétien, Fuller and Karsenti, 1995). L’incorporation de la tubuline passe 

donc par une transition conformationnelle de courbée à redressée. 

 
 Nous avons vu précédemment que le site catalytique E de la tubuline β est un site interdimérique, 

qui est donc incomplet en solution. L’activation du site E nécessite à minima l’apport de structures 

secondaires par la SU a de l’unité de tubuline arrivante, notamment avec le résidu E254. Cependant, 

l’activité GTPasique de la tubuline n’est pas immédiate. En 1981, Marie France Carlier et ses 

collaborateurs montrent ainsi que le relargage du Pi provenant de l’hydrolyse du GTP de la SU β de la 

tubuline est retardé par rapport à l’incorporation de nouvelles unités de tubuline au cours du processus 

d’assemblage (Carlier and Pantaloni, 1981). Une configuration spatiale optimale serait donc requise pour 

activer le site E (Nogales and Wang, 2006a). La transition conformationnelle de la tubuline courbée à 

redressée induit par l’augmentation des contacts latéraux participerait-elle à l’activation du site 

catalytique E ? la question reste ouverte. 

 
Au cours de l’assemblage et la formation de la paroi, la tubuline est donc contrainte dans un état 

redressé. Les dimères de tubulines redressés au sein de la paroi agissent tous comme des systèmes ressort 

en surtension, prêts à libérer leurs contraintes mécaniques. Qu’est-ce qui permet à la paroi de se 

stabiliser ? La mise en évidence du retard entre le relargage du Pi issu de l’hydrolyse qui a lieu au cours de 

l’assemblage de la tubuline et l’incorporation des nouvelles unités de tubuline suggère une accumulation 

de tubulines β-GTP (non hydrolysées) et/ou GDP.Pi (hydrolysées sans relargage du Pi) au niveau de 

l’extrémité « + » en croissance. Cette région de tubulines β-GTP (non hydrolysées) et/ou GDP.Pi définit la 

coiffe « GTP ». Cette coiffe GTP serait stabilisatrice et permettrait de préserver l’état métastable de la 

paroi. (Mitchison and Kirschner, 1984a) postulent ainsi que la perte de la coiffe GTP déclencherait les 

évènements de catastrophe et la phase de dépolymérisation du microtubule (Figure 10). La perte de la 

coiffe GTP stabilisatrice exposerait la paroi-GDP, dont les interactions latérales fragilisées ne seraient plus 

capables de maintenir l’énergie mécanique en surtension emmagasinée au sein de la paroi. A la manière 

d’un système ressort, les PFs individuels libèrent alors les contraintes mécaniques et le MT entre dans une 

phase de dépolymérisation (Mandelkow, Mandelkow and Milligan, 1991; Caplow, Ruhlen and Shanks, 

1994)).  

 
A quel moment du processus d’assemblage et de redressement, l’activité GTPasique est-elle 

activée ? quelle est la longueur d’extrémité en croissance restant sous forme GTP / GDP.Pi ? Comment la 

coiffe GTP est-elle perdue ? S’il apparait clair aujourd’hui que le cycle conformationnel et le cycle 

GTPasique de la tubuline sont intimement liés et constituent la première ligne de régulation de l’instabilité 

dynamique, de nombreux points restent à être élucidés afin de comprendre le(s) mécanisme(s) à la base 

de cette instabilité.  
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Représentation schématique adaptée de (Akhmanova and Steinmetz, 2008; Brouhard and Rice, 2014). Les 
hétérodimères de tubuline a et b liés au GTP s’assemblent longitudinalement en protofilament et latéralement pour 
former des noyaux critiques stables, indispensables à la phase d’élongation. 1) Incorporation des dimères de tubuline-
GTP lors de l’élongation. De manière concomitante, les interactions latérales et longitudinales, permettent la 
formation d’un feuillet qui se referme lorsque les interactions sont suffisantes. L’hydrolyse du GTP de la SU b étant 
différée par rapport à l’incorporation de l’hétérodimère, le microtubule est principalement constitué de tubuline-GDP 
au sein de sa paroi fermée et de tubuline-GTP au niveau de l’extrémité en croissance. Cette coiffe GTP à l’extrémité 
serait stabilisatrice. 2) Les microtubules sont caractérisés par une instabilité dynamique, l’alternance rapide et 
stochastique entre les phases de dépolymérisation et de re-polymérisation. La perte de la coiffe GTP induit la 
déstabilisation de la paroi, qui se traduit par un événement de catastrophe : le MT entre dépolymérisation. A l’inverse, 
suite à un événement de catastrophe, la paroi est capable de re-polymériser, ce qui définit un événement de 
sauvetage. Cet événement de sauvetage pourrait être dû à la présence des îlots de tubuline-GTP présents au sein de 
la paroi. 3) Relargage des anneaux ou des oligomères de dépolymérisation. 
 
 

2.  Les îlots de tubuline-GTP 

 Si la paroi redressée et fermée est principalement constituée de tubuline-GDP, des patchs de 

tubuline-GTP (dits îlots de GTP), qui seraient impliqués dans la régulation de l’instabilité dynamique, sont 

également retrouvés au sein de cette paroi (Chretien et al., 1992; Dimitrov et al., 2008). L’origine des îlots 

GTP est un sujet en cours de discussion. Deux hypothèses non exclusives existent. La première hypothèse 

explique que la conservation de la tubuline-GTP au sein de la paroi fait suite à un défaut de l’hydrolyse. 

En d’autres termes, lors de la formation du microtubule, certaines tubulines ne sont pas hydrolysées et 

se retrouvent coincées au niveau de la paroi sous forme GTP (Dimitrov et al., 2008). La seconde hypothèse 

explique que la présence de défauts dans la paroi permettrait l’incorporation de nouvelles tubulines-GTP 

en solution au niveau de ces défauts (Chretien et al., 1992; Schaedel et al., 2015; de Forges et al., 2016; 

Atherton et al., 2018). Schaedel et collaborateurs ont notamment démontrés l’incorporation de nouvelles 

tubulines-GTP au sein de la paroi au niveau de défauts induits par l’application d’une force mécanique 

(Schaedel et al., 2015) et Vemu et collaborateurs observent la même chose lorsque les défauts sont induits 

Figure 10. Représentation schématique de l'instabilité dynamique 
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par des MAPs endommageantes telles que la katanine et la spastine (Vemu et al., 2018). L’origine des îlots 

de GTP reste donc méconnu. 

 

Cependant, plusieurs auteurs suggèrent déjà leur rôle dans l’instabilité dynamique et, plus 

particulièrement, lors des évènements de sauvetage (Figure 11). En utilisant de la tubuline chargée en 

GMPCPP, un analogue non hydrolysable du GTP (Schaedel et al., 2015; de Forges et al., 2016) ont 

démontré que la dépolymérisation de la paroi s’arrête au niveau des îlots de GMPCPP et observent que 

la re-polymérisation est initiée au niveau de ces îlots (Schaedel et al., 2015; de Forges et al., 2016). Les 

îlots de tubulines-GMPCPP non hydrolysables sont donc capable d’initier des événements de sauvetage. 

Par extension, cela suggèrerait que les évènements de sauvetage de l’instabilité dynamique reposeraient 

sur la présence d’îlots de tubulines non-hydrolysées au sein de la paroi (Dimitrov et al., 2008; Schaedel et 

al., 2015, 2019; Aumeier et al., 2016; de Forges et al., 2016). 

 

 

Représentations schématiques du mécanisme de sauvetage, 
extrait de (Aumeier et al., 2016). Suite à un évènement de 
catastrophe, la dépolymérisation massive du microtubule 
pourrait être stoppée par la présence d’un îlot de tubuline-
GTP (indiqué en rouge). La tubuline-GTP au sein de ce patch 
favoriserait par la suite la reprise de la polymérisation. Les 
îlot-GTP seraient donc impliqués dans la régulation des 
évènements de sauvetage. 
 

 
 

3.  Isoformes et modifications post-traductionnelles  

 Si l’instabilité dynamique est une propriété intrinsèque des microtubules, elle est également 

régulée par la variabilité des isoformes de l’hétérodimère de tubuline α-β, et par les différentes 

modifications post-traductionnelles (MPTs) s’opérant au niveau de la queue C-terminale de chaque 

monomère localisée en surface de la paroi. Cette combinaison d’isoformes de la tubuline et des MPTs 

constitue le code de la tubuline. Celui-ci est modulable au cours de la vie de l’organisme, de la cellule et 

spécifique d’une espèce à l’autre et d’un type cellulaire à un autre (The Role of Microtubules in Cell Biology, 

Neurobiology, and Oncology, 2008). Pour un grand nombre d’organismes eucaryotes du règne animal et 

végétal, la tubuline a et la tubuline b sont encodées par différents gènes, ce qui donne lieu à une 

multitude d’isoformes qui varient selon le genre phylogénétique. Chez Sus (le porcin), on retrouve 4 

isoformes de la tubuline a et 2 isoformes de la tubuline b alors que chez Homo, on retrouve 8 isoformes 

de la tubuline a et 8 isoformes de la tubuline b (Chapter 6 by Luduena and Banerjee, The Role of 

Microtubules in Cell Biology, Neurobiology, and Oncology, 2008). De même, l’expression des différents 

Figure 11. Instabilité dynamique et îlots GTP 
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isoformes varie selon le tissu et le type cellulaire. (Leandro-García et al., 2010) ont mené une étude 

mesurant l’expression des différents isoformes de la tubuline b dans différents tissus chez l’Homme. Ils 

montrent par exemple que le gène TUBB2A codant pour la tubuline bIIa et TUBB4 (la tubuline bIVa) sont 

exprimés abondamment au niveau du cerveau (soit 30% et 46% par rapport à l’expression des 8 autres 

isotypes de la tubuline b) et que dans un autre tissu, le tissu testiculaire, c’est le gène TUBB2C (tubuline 

bIVb), qui est le plus exprimé.  

Exemple de l’influence de la nature de l’isoforme et la dynamique des MT 

(Banerjee et al., 1990) ont montré que la dynamique d’assemblage est impactée par la nature des 

isoformes de la tubuline b. En déplétant la tubuline b3 d’une solution de tubuline purifiée à partir de 

cerveaux bovins, les auteurs ont démontré ainsi que l’assemblage en MTs est augmenté. Cette même 

équipe a montré que les propriétés dynamiques d’une solution de tubuline sont dépendantes de 

l’isoforme ou du mélange d’isoformes utilisé. Les solutions constituées de tubulines ab2 ou de ab4 

montrent ainsi une polymérisation plus efficace qu’une solution de tubulines ab3 avec un phase de 

latence plus courte (nucléation plus efficace) et un plateau plus élevé (Lu and Luduena, 1994). En 2016, 

des expériences sur des tubulines recombinantes humaines ont confirmé ces précédentes observations. 

Les MTs assemblées à partir de tubulines recombinantes a1B-b2B sont plus stables et moins enclin à la 

dépolymérisation que les MTs assemblées à partir de tubulines recombinantes a1B-b3 (Pamula, Ti and 

Kapoor, 2016). D’une certaine manière, la présence de tubuline b3 rendrait ainsi les MTs plus dynamiques 

(Figure 12). En considérant que la tubuline b3 est fortement exprimée dans les neurones, ces observations 

suggèrent que les MTs des neurones pourraient être plus dynamiques que les MTs provenant d’autres 

types cellulaires.  

 

 

 

Représentation schématique du 
code de la tubuline, extraite de 
(Janke and Magiera, 2020). Les 
isoformes de la tubulines peuvent 
impacter la dynamique des MTs. 
Les MTs composées de tubulines 
b3 sont plus dynamiques que les 
MTs composée de tubulines b2. 
 
 
 
 
 

  

Figure 12. Code de la tubuline et 
dynamique du MT 
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En plus de l’hétérogénéité des isoformes et leur expression différentielle selon le tissu ou le type 

cellulaire, les propriétés dynamiques de la tubuline peuvent être davantage régulées par des MPTs.  

 

Exemple de l’impact de MPTs sur la dynamique d’assemblage-désassemblage des MT 

Le nombre d’études décrivant l’impact direct des MPTs sur la dynamique d’assemblage-désassemblage 

du MT sont peu nombreuses. A titre d’exemple, Lieuvin et collaborateurs montrent que la 

phosphorylation sur la Ser172 de la tubuline b, médiée par la kinase CDK1 (cyclin-dependant kinase 1), 

empêche l’incorporation de la tubuline au sein des microtubules. Les tubulines b-Ser172 phosphorylées 

sont incapables de s’assembler, ce qui régulerait de manière négative la polymérisation des microtubules 

dans la cellule (Fourest-Lieuvin et al., 2006). En parallèle, certaines MPTs sont indispensables au 

recrutement ou au non-recrutement de MAPs capables de réguler la dynamique des MTs comme la 

détyrosination qui réduit la liaison de la protéine CLIP170, connue pour stimuler l’assemblage de la 

tubuline (Peris et al., 2009) ou la polyglutamination qui promeut le recrutement des protéines 

endommageantes, telle que la spastine, qui modifient la masse de MTs et la dynamique des MTs dans la 

cellule (Lacroix et al., 2010). 

 
 

  Régulation extrinsèque : protéines régulatrices et agents chimiques. 

In vivo, l’instabilité dynamique est finement régulée par des protéines associées aux microtubules 

(MAPs), et peut également être modulée par l’utilisation de diverses drogues pharmacologiques.  

1.  Les protéines associées aux MTs (MAPs)  

 Parmi les MAPs pouvant réguler l’instabilité dynamique des microtubules, il y a celles qui se fixent 

sur la paroi fermée et redressée afin de la stabiliser ou à l’inverse de la déstabiliser. Pour exemple, la 

protéine Tau et la protéine DCX (doublecortine) ont pour rôle de stabiliser la paroi du microtubule 

(Samsonov et al., 2004; Duan et al., 2017; Manka and Moores, 2018, 2019; Barbier et al., 2019). L’ 

hyperphosphorylation de la protéine Tau diminue son affinité pour les microtubules ce qui provoque la 

déstabilisation du réseau microtubulaire et favorise également l’agrégation des protéines Tau. Ces 

agrégats particuliers sont associés à de nombreuses maladies neurodégénératives dont la maladie 

d’Alzheimer. A l’inverse, il existe des protéines, telles la katanine et la spastine capables de déstabiliser, 

de segmenter ou d’endommager la paroi (Figure 13 ; (Vemu et al., 2018)). 

 

Il existe également des MAPs pouvant réguler l’instabilité dynamique et qui s’associent 

préférentiellement aux extrémité « + » ou « - » des microtubules. Ces MAPs sont appelées TIPs pour « end 

tracking proteins ». Les TIPs regroupent plus de 20 familles de protéines très différentes qui se 

départagent en deux grandes catégories (Figure 13) : celles qui s’associent à l’extrémité « + », les + TIPs, 
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et celles qui s’associent à l’extrémité « - » , les – TIPs (Akhmanova and Steinmetz, 2008, 2019; Akhmanova 

and Hoogenraad, 2015). Les TIPs impactent plusieurs aspects de l’instabilité dynamique. Il existe des TIPs 

stabilisatrices comme le facteur d’assemblage du fuseau mitotique TPX2 (Zhang et al., 2017) pour 

l’extrémité « + » et les CAMSAPs (calmodulin-regulated spectrin-associated proteins) pour l’extrémité 

« - ». A l’inverse, Il y a des TIPs dites déstabilisatrices comme MCAK (mitotic centromere-associated 

kinesin) ou encore KIF18A et 13A (moteurs moléculaires de la famille des kinésines 8 et 13, 

respectivement) (Asenjo et al., 2013; Benoit, Asenjo and Sosa, 2018). Il y a également des TIPs comme 

XMAP215 (microtubule associated protein from Xenopus laevis of 215 kDa) et les protéines EBs (End 

Binding proteins) qui vont réguler la dynamique globale de la fibre en permettant par exemple le 

renouvellement de la paroi ou encore la formation d’une paroi sans défauts, ce qui conduira à la formation 

d’un microtubule plus stable (Brouhard et al., 2008; Al-Bassam and Chang, 2011; Nithianantham et al., 

2018). 

Figure 13. Impact des MAPs sur la dynamique des microtubule, adapté de (Brouhard and Rice, 2018) 
Parmi les MAPs impactant la dynamique des MTs, on retrouve les TIPs, se liant préférentiellement aux extrémités et 
des protéines qui se fixent sur la paroi. Certains +TIPs stabilisent les MTs comme les protéines DCX, TPX2 ou EB1. 
D’autres, comme le moteur moléculaire MCAK, déstabilisent les MTs. Il existe également des protéines capables 
d’endommager la paroi comme la katanine et la spastine, ce qui permet l’incorporation de tubulines-GTP. 
L’incorporation de tubulines-GTP est suggéré comme étant un élément clé dans la régulation de l’instabilité 
dynamique en stoppant la dépolymérisation et favorisant le sauvetage (Vemu et al., 2018). Il existe également des 
TIPs liant spécifiquement l’extrémité « - » des MTs telles que les protéines CAMSAPs. 
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 Dans le domaine de l’étude de l’instabilité dynamique et des +TIPs, les protéines End-binding 

suscitent un grand intérêt. En effet, ces protéines, telle EB1, sont capables de reconnaitre spécifiquement 

l’extrémité « + » en croissance des microtubules et d’y recruter de nombreuses autres +TIPs et protéines. 

En microscopie à fluorescence, en présence d’EB marquée (ex, EB1-GFP), cela se traduit par la visualisation 

de comètes fluorescentes à l’extrémité « + » en croissance des MTs. Ces comètes disparaissent suite à un 

évènement de catastrophe et réapparaissent suite à un évènement de sauvetage (Figure 8, (Mimori-

Kiyosue, Shiina and Tsukita, 2000; Stepanova et al., 2003; Bieling et al., 2007; Maurer et al., 2011)). La 

découverte de ces protéines capables de se lier, avec une forte affinité (Kd ~30 nM), avec l’extrémité « + » 

des MTs mais très faiblement à la paroi du MT (affinité dix fois plus faible, (Maurer et al., 2011)) ou à 

l’hétérodimère de tubuline libre suggère la présence d’un état conformationnel particulier de la tubuline 

assemblée aux extrémités. Entre 2009 et 2012, plusieurs études in vitro, réalisées en présences 

d’analogues structuraux lentement hydrolysables du GTP et mimant l’état GTP ou GDP.Pi de la tubuline, 

ont révélé que la reconnaissance spécifique de l’extrémité « + » par les EBs était notamment liée à l’état 

nucléotidique de la tubuline assemblée (Zanic et al., 2009; Maurer et al., 2011, 2012). Pour exemple, 

Maurer et al, en 2011 ont montré que la protéine Mal3, homologue d’EB1 chez la levure (fission yeast) 

liait avec une forte affinité l’ensemble des MTs (paroi + extrémité) assemblés à partir de tubuline GTPgS 

(analogue du GTP). Cet analogue étant peu hydrolysable, il se retrouve présent au niveau de la paroi 

fermée et des extrémités, et dans ce cas Mal3 lie l’ensemble du MT. Des résultats similaires, avec une 

moindre affinité, ont été observés par cette même équipe pour des microtubules assemblés en présence 

de GDP-BeF3
- qui permettrait de mimer de manière stable l’état GDP.Pi de la tubuline.  

 

 Les EBs, impliquées dans la régulation de la dynamique des MTs seraient donc capables de 

reconnaitre l’état GTP et GDP.Pi de la tubuline indépendamment de la conformation courbée ou redressée 

de celle-ci. 

4. Agents chimiques impactant la dynamique du microtubule 

Il existe de nombreux agents chimiques capables d’impacter la dynamique des microtubules en les 

stabilisant ou en les déstabilisant. Ces agents sont d’un grand intérêt dans le domaine médical. Leur action 

sur la dynamique des microtubules impacte le mécanisme de la division cellulaire et certaines de ces 

molécules sont de puissantes drogues anti-inflammatoire ou anticancéreuses. De plus, dans le domaine 

de la recherche fondamentale, ils sont un outil précieux. L’instabilité dynamique des microtubules rend 

très difficile l’étude structurale de la paroi et la recherche des partenaires d’interaction. L’utilisation 

d’agents notamment stabilisateurs permet l’accès à de nombreuses données qu’il aurait été impossible 

d’obtenir en leur absence.  
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Agents pharmacologiques 

Parmi les agents pharmacologiques stabilisateurs, les taxanes, dérivés de l’If d’Europe, tels que le 

paclitaxel et le docetaxel, ont été découverts dans les année 60 et sont employés depuis plusieurs 

décennies comme agent chimiothérapeutique contre de nombreux cancers (Figure 14, revue dans (Jordan 

and Wilson, 2004)). Découverts plus récemment dans les années 2000, les pelorusides (Hood et al., 2002), 

dérivés d’une éponge marine de Nouvelle Zélande sont, de par leur rôle stabilisateur, des candidats 

potentiels très sérieux au développement de nouvelles drogues chimiothérapeutiques. Il existe également 

des agents déstabilisateurs utilisés en pharmacologie pour leur action anti-inflammatoire (ex : colchicine 

utilisée contre la goutte), (Wallace, 1961; Weisenberg, Borisy and Taylor, 1968) ) ou antitumorale (ex : la 

vinblastine et plus récemment, l’éribuline), (Hamel, 1992; Gigant et al., 2005; Doodhi et al., 2016)).  

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 14. Agents pharmacologiques 
Représentation de surface du dimère de 
tubuline ab adaptée de (Steinmetz and 
Prota, 2018), mettant en évidence les 
sites de liaison de la Vinblastine (en 
rouge), des taxanes (en vert), du 
péloruside (en cyan) et de la colchicine 
(en fuchsia).  

 
 

Analogues lentement hydrolysables du GTP  

 Les analogues du GTP, lentement ou non hydrolysables sont utilisés depuis de nombreuses années 

en recherche fondamentale afin de bloquer ou ralentir l’activité GTPasique du site échangeable E de la SU 

β de la tubuline et d’aider à la nucléation, l’élongation in vitro des microtubules et/ou limiter les 

évènements de catastrophe. Ces analogues sont également d’une aide précieuse afin d’étudier la 

structure à haute résolution de la tubuline assemblée au sein de la paroi des MTs (Hamel and Lin, 1984; 

Bigay et al., 1987; Carlier et al., 1989; Combeau and Carlier, 1989; Mandelkow, Mandelkow and Milligan, 

1991; Hyman et al., 1995; Mickey and Howard, 1995; Müller-Reichert et al., 1998; Nogales and Wang, 

2006a; Alushin et al., 2014; Zhang et al., 2015; Zhang, LaFrance and Nogales, 2018) et d’étudier les 

modifications conformationnelles liées à l’état nucléotidique de la tubuline. Parmi ces analogues utilisés 

par de nombreux laboratoires, dont le nôtre, on trouve le GMPCPP et le GTPgS qui sont des analogues 
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lentement hydrolysables du GTP mimant un état proche de la tubuline GTP ou GDP.Pi (GTP hydrolysé mais 

Pi toujours présent avec le GDP au niveau du site actif). Il existe également des analogues du phosphate 

inorganique, tels que le fluorure de béryllium (BeF3
-) ou le fluorure d’aluminium (AlFx

-). Ces analogues se 

complexent de manière électrostatique à la molécule de GDP, formant ainsi des nucléotides fluorés (Bigay 

et al., 1987) supposés mimer l’état GDP.Pi (Figure 15). L’utilisation de ces analogues permet de limiter la 

dynamique des MTs et l’obtention d’une paroi et des extrémités dans un seul état nucléotidique, un état 

s’apparentant plutôt à l’état GTP de la tubuline ou à un état transitoire GDP.Pi, et donc de réduire 

l’hétérogénéité conformationnelle due à l’état nucléotidique. L’utilisation de ces analogues ouvre donc la 

porte à une étude comparative des différentes parois mononucléotidiques afin d’extraire les 

caractéristiques structurales propre à chaque état nucléotidique étudié.  

A. Structure de l’hétérodimère de tubuline obtenue par cristallographie électronique (PDB : 1TUB, Nogales and 
Downing, 1998). L’hétérodimère est orienté avec la tubuline b (en cyan) vers le haut et la tubuline a (en jaune) vers 
le bas. Le site E interdimérique de la tubuline b liant le GTP est indiqué en rouge et le site intradimérique N de la 
tubuline a est indiqué en bleu. B. Structure des analogues du GTP ou du Pi capables de se fixer au site E. On retrouve 
la structure des analogues lentement hydrolysables du GTP. C’est le cas du GMPCPP, dont l’oxygène entre le 
phosphate a (Pa) et phosphate b (Pb) a été substitué par un groupement méthylène (-CH2-) et du GTPgS, dont un des 
oxygènes porté par le Pg est remplacée par un sulfure. Ces modifications sont indiquées par des flèches. On retrouve 
les analogues du phosphate g (Pg) avec le BeF3

- et l’AlFx
-. Les analogues fluorés du Pi viennent se complexer au GDP 

du site E de la tubuline b pour former des nucléotides fluorés (GDP-BeF3
- et GDP-AlFx

-) mimant l’état GDP.Pi. Au cours 
de ma thèse, j’ai également utilisé des dérivés de l’analogue GMPCPP : le GMPCP (forme hydrolysée du GMPCPP) et 
le GMPPCP (groupement méthylène déplacé entre le Pb et le Pg) pour mieux comprendre le mode d’action du 
GMPCPP.  

Figure 15. Analogues lentement hydrolysables du GTP 
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IV. Comment l’état nucléotidique de la tubuline régule l’instabilité 
dynamique des MTs ? 

 Nous avons pu voir que le mécanisme d’assemblage des microtubules repose sur la constitution 

de noyaux critiques, étape limitante permise par l’état GTP de la tubuline, suivi d'une phase d’élongation 

maintenue par la présence d’une coiffe GTP stabilisatrice. La perte de cette coiffe GTP serait l’évènement 

clé déclencheur d’une catastrophe. Quelles sont les particularités structurales de la tubuline GTP au sein 

de cette coiffe qui confère son rôle stabilisateur ? Quels sont les changement structuraux et 

conformationnels qui s’opèrent lors de l’hydrolyse du GTP ? Il est nécessaire de répondre à ces questions 

afin de comprendre les mécanismes moléculaires à la base de l’instabilité dynamique des microtubules. 

Les études adressant ces différentes questions se sont multipliées ces dernières années mais la tâche 

s’avère difficile. La coiffe GTP est une région hétérogène et très dynamique. Une approche structurale à 

haute résolution sans artifice est actuellement inconcevable. Dans ce contexte, la découverte des EBs 

capables de reconnaître spécifiquement l’extrémité « + », et plus particulièrement de discriminer 

différents états nucléotidiques de la tubuline a été une révolution (Maurer et al., 2012). En cela, elles 

constituent des marqueurs idéaux de la coiffe GTP et sont un outil précieux pour la compréhension du 

lien entre la ou les structure(s) générale(s) de la coiffe avec l’état nucléotidique correspondant et 

l’influence de ces structures sur la dynamique des MTs. 

 
*Structure générale de la coiffe GTP : En combinant l’utilisation de la protéine EB1 marquée avec des 

nanoparticules d’or à une étude par cryo-tomographie électronique, l’équipe de Denis Chrétien a montré 

en 2016, avant mon arrivée en thèse, que la région du MT reconnue par EB1 s’étend de l’extrémité « + » 

constituée de feuillets courbes à la région de la paroi refermée et redressée proche de cette extrémité en 

croissance. Les résultats de cette étude suggèrent ainsi que la région de la coiffe GTP s’étend sur plusieurs 

centaines de nm et inclue une partie de la paroi fermée et redressée du MT. Ces résultats sont également 

cohérents avec l’existence d’un état de transition GDP.Pi significatif (Hamel and Lin, 1984; Maurer et al., 

2011; Zhang et al., 2015). L’étude confirme le modèle des extrémités en croissance sous forme de feuillets 

courbes, qui se redressent lorsque le nombre de PFs en contact latéral est suffisant, soit entre 5 à 7 PFs. 

Ce modèle précédemment proposé par (Chrétien, Fuller and Karsenti, 1995) a été récemment conforté 

par (Atherton et al., 2018). Cependant, la mise en évidence d’extrémités en croissance formées de 

protofilaments unitaires courbes et évasés (Richard McIntosh et al., 2018) remet en discussion le modèle 

des feuillets. Ces résultats contradictoires pourraient tout simplement être le reflet de la grande 

hétérogénéité et dynamicité de cette structure. Cela reste à être confirmé. 

 
*Conformation de la tubuline selon son état nucléotidique : Avant mon arrivée en thèse, plusieurs études 

structurales avaient déjà été menées sur les parois de MTs formés en présence d’analogues lentement 

hydrolysable du GTP, notamment le GMPCPP et le GTPgS (Hyman et al., 1995; Müller-Reichert et al., 1998; 
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Rice, Montabana and Agard, 2008; Maurer et al., 2012; Yajima et al., 2012; Alushin et al., 2014; Zhang et 

al., 2015; Zhang, LaFrance and Nogales, 2018). Des différences structurales ont ainsi pu être observées 

entre l’hétéromère de tubuline lié à des analogues non hydrolysable du GTP (GMPCPP ou GTPgS) et celui 

lié au GDP. Une première étude réalisée en 1995 par Hyman et collaborateurs a ainsi montré une 

augmentation de 3 Å de la longueur longitudinale de l’hétérodimère de tubuline liée au GMPCPP comparé 

à l’hétérodimère lié au GDP. Cette allongement en présence de GMPCPP a été confirmé ultérieurement 

par des expériences de cryo-microscopie électronique (Alushin et al., 2014; Zhang et al., 2015; Zhang, 

LaFrance and Nogales, 2018). Les résultats montrent ainsi une augmentation de la distance entre 

monomères d’environ 2 Å en présence de GMPCPP (42,4 Å dans les parois-GMPCPP vs 40,3 Å dans les 

parois-GDP), alors que celle-ci reste inchangée entre une paroi-GTPgS et une paroi-GDP (40,4 Å vs 40,3 Å, 

respectivement) (figure 16A). Les études de (Zhang et al., 2015; Zhang, LaFrance and Nogales, 2018) 

décrivent un changement conformationnel additionnel. Les auteurs montrent ainsi une modification de 

l’angle de vrillage des protofilaments par rapport à l’axe des microtubules à 13 protofilaments pour les 

parois-GMPCPP et -GTPgS par rapport aux parois-GDP. En effet, les protofilaments sont vrillés de + 0,2°, 

de + 0,08° et de – 0,12° par rapport à l’axe du microtubule, au sein des parois GMPCPP, GDP et GTPgS, 

respectivement (Figure 16A). Ces résultats ont conduit à proposer un modèle, dit de « compaction-

rotation », établissant le lien entre l’état nucléotidique de la tubuline et sa conformation et expliquant en 

partie le mécanisme d’hydrolyse du GTP. Pour ce modèle, la conformation de la tubuline étendue et vrillée 

observée en présence de GMPCPP constituerait la conformation bona fide de la tubuline-GTP 

caractéristique de la coiffe GTP. L’hydrolyse conduirait dans un premier temps à une compaction de la 

tubuline qui serait responsable de la fragilisation des contacts latéraux. La conformation compactée et 

vrillée retrouvée en présence de GTPgS suggère la présence d’un état hydrolysé transitionnel qui 

correspondrait à l’état GDP-Pi de la tubuline. Le relargage du Pi permettrait alors dans un second temps 

une rotation intradimérique afin de rétablir le vrillage nul des protofilaments retrouvé dans la paroi GDP 

(Figure 16B). 

 
 Cependant, le modèle de la compaction-rotation repose fondamentalement sur l’assomption que 

la présence du GMPCPP mime parfaitement l’état GTP de la tubuline et le GTPgS celui de la tubuline 

GDP.Pi. Or, des différences ont été observées entre la tubuline GTP et la tubuline GMPCPP. Par exemple, 

la tubuline-GMPCPP promeut bien plus efficacement la nucléation spontanée (fort pouvoir nucléateur) 

que la tubuline GTP. Dans les mêmes conditions d’assemblage, la tubuline GMPCPP montre 2 fois voire 

plus de polymérisation qu’en présence de tubuline-GTP (Sandoval et al., 1977; Hyman et al., 1992). De 

plus, alors qu’il est admis que les EBs reconnaissent l’état GTP de la tubuline et probablement l’état 

GDP.Pi, les EBs ont une faible affinité pour les parois formées à partir de GMPCPP (Maurer et al., 2011). 

La correspondance entre la tubuline-GMPCPP et tubuline-GTP ne semble donc pas parfaite. De 

nombreuses zones d’ombre subsistent donc quant à la conformation de la tubuline adopté au sein de la 



29 

 

coiffe GTP stabilisatrice et aux modifications subies lors de l’hydrolyse du GTP à la base de l’instabilité 

dynamique des microtubules.  

 

A. Représentation schématique adaptée de (Zhang, LaFrance and Nogales, 2018) illustrant les effets des analogues 
non-hydrolysables du GTP (GMPCPP et GTPgS) sur la paroi du microtubule (sur la distance entre les hétérodimères de 
tubuline et sur l’angle de vrillage des protofilaments). La ligne noire discontinue modélise la distance longitudinale 
interdimérique observée en présence de GMPCPP (distance de 42,4 Å) et la ligne rouge montre la distance 
longitudinale interdimérique retrouvée en présence de GTPgS et GDP (distance d’environ 40,4 Å). B. Modèle de 
l’hydrolyse du GTP suivant une compaction-rotation de la tubuline au sein de la paroi du microtubule extraite de 
(Zhang et al., 2015). Le modèle se déroule en deux principales étapes : la compaction de la tubuline au sein de la paroi 
au cours de la l’hydrolyse du GTP puis la rotation de la sous-unité a au sein de l’hétérodimère qui permet de rétablir 
le vrillage des protofilaments induit par l’état GTP et GDP.Pi. Cette dernière rotation serait permise par le relargage 
du phosphate inorganique Pi 

A 

B 

Figure 16. Conformation de la tubuline selon son état nucléotidique et modèle de compaction-rotation (Zhang et 
al., 2015) 
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V. Objectifs et stratégies 

 Dans ce contexte, mon objectif de thèse a été d’aider à la compréhension des mécanismes 

moléculaires à la base de l’instabilité dynamique des microtubules en me focalisant plus particulièrement 

sur le rôle du GTP et de son hydrolyse sur l’organisation et la conformation de la tubuline au sein de la 

paroi. Nous avons notamment voulu tester le modèle de compaction-rotation de la paroi, proposé par 

(Zhang et al., 2015). 

 

 Pour cela, nous avons entrepris une étude structurale par cryo-ME sur les parois assemblées en 

présence d’une gamme élargie d’analogues stables du GTP. Nous avons ainsi utilisé le GMPCPP et GTPgS 

ainsi que des dérivés du GMPCPP (GMPCP et GMPPCP) afin de de vérifier si la conformation étendue de 

la tubuline précédemment observée en présence de GMPCPP était bien une conséquence directe de l’état 

« GTP-like » et non un biais causé par le GMPCPP en lui-même. Selon le modèle de compaction-rotation 

de (Zhang et al., 2015; Zhang, LaFrance and Nogales, 2018), le GTPgS permettrait de mimer parfaitement 

l’état GDP.Pi de la tubuline. Afin de vérifier cette hypothèse nous avons également réalisé notre étude 

structurale en présence de BeF3
- et AlFx

-, deux analogues du Pi supposés mimer un état stable GDP.Pi. Ces 

deux analogues, bien caractérisés d’un point de vue biochimique (Bigay et al., 1987; Carlier et al., 1989) 

sont rarement utilisés jusque-là dans le cadre de l’étude de la dynamique des microtubules et l’étude 

structurale des parois de MT. Dans le cadre de cette étude, nous avons pu collaborer avec les équipes de 

Fernando Diaz et de Michel Steinmetz et corréler leurs données structurales obtenues par cristallographie 

aux rayons X et diffraction des rayons X aux petits angles (SAXS) avec les nôtres. Nos résultats ont fait 

l’objet d’une publication (Estévez-Gallego, Josa-Prado, Ku et al., 2020, elife) présentée dans la partie 

résultats. 

 

 L’étude sur les parois assemblées en présence d’analogues a nécessité également un certain 

nombre de mises au point, ce qui a conduit au développement de deux protocoles qui ont fait chacun 

l’objet d’une publication. Le premier développement (Ku, Heichette, et al., 2020) concerne la conception 

d’amorces personnalisées permettant l’obtention de parois mono-nucléotidiques pour les analyses en 

cryo-ME. Le second développement (Ku, Messaoudi, et al., 2020) concerne l’amélioration de l’interface 

graphique du logiciel d’analyse TubuleJ, développé précédemment dans l’équipe (Blestel, Kervrann and 

Chrétien, 2009a). Ces mises à jour du logiciel TubuleJ permettent une analyse moins chronophage des 

images de MTs obtenues par cryo-ME.  
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I. Développements méthodologiques liés à l’étude 2D de l’organisation 
de la paroi  

 

 L’analyse structurale en 2D par cryo-ME des parois auto-assemblées en présence de nombreux 

analogues réalisée au cours de ma thèse a nécessité de nombreuses mises au points techniques : il nous 

a fallu optimiser les conditions d’auto-assemblage de la tubuline en présence des différents analogues 

afin d’obtenir des microtubules uniquement constitués d’un seul analogue et nous avons également 

implémenté le logiciel TubuleJ développé par l’équipe de D. Chrétien et C. Kervrann (Blestel, Kervrann and 

Chrétien, 2009b) afin de semi-automatiser certaines procédures et de réduire le temps de chaque analyse. 

Ces développement méthodologiques feront l’objet de la première partie de mes résultats. 

 Optimisation des conditions d’auto-assemblage des parois analogues 
nécessaire à l’approche par cryo-EM 

 

 La turbidité du milieu est directement liée à la formation de polymères dans la solution 

d’assemblage. Ainsi, l’activité d’assemblage de la tubuline peut-être suivi par turbidimétrie à 350 nm 

(Straube, 2011), ce qui permet l’obtention des cinétiques d’assemblage et de désassemblage de la 

tubuline. 

 

Lors d’expériences in vitro en présence de tubuline purifiée, les analogues non-hydrolysables tels 

que le GMPCPP, GMPCP, GMPPCP, GTPgS, GDP-BeF3
- et GDP-AlFx

- confèrent à la tubuline un pouvoir 

nucléateur différent. Autrement dit, la phase de nucléation de la tubuline est impactée par l’utilisation de 

ces différents nucléotides (Figure 17).  

 

 En présence de GTP ou de GMPCPP et de tubuline purifiée, les microtubules s’auto-assemblent 

sans ajout de centres nucléateurs ou d’amorces de microtubules. Pour exemple, en présence de GTP et à 

une concentration finale à 40 µM de tubuline, la variation de la densité optique (∆DO) est évaluée en 

moyenne à 0,45 au plateau de polymérisation en turbidimétrie. Dans ces conditions expérimentales, 

lorsque 4 µL de ce mélange est utilisé pour la réalisation d’une grille pour une étude en cryo-EM, la densité 

de microtubules varie de trois à une dizaine de microtubules par champs d’acquisitions de 905.23 nm2. 

Cette densité de microtubule est optimale et constitue ainsi la densité à atteindre pour chacune de nos 

conditions. Dans les mêmes conditions, en présence de GMPCPP, la DDO est mesurée en moyenne à 1.2 

(non-montré), ce qui est trop élevé, mais en diminuant la concentration de tubuline à 10 µM nous pouvons 

obtenir une densité de microtubules comparable à la densité optimale. Cependant, à une concentration 

finale de 40 µM de tubuline et même en la doublant à 80 µM aucune polymérisation n’a pu être observée 

en présence de GMPCP, GMPPCP, GTPgS, GDP-BeF3
- et GDP-AlFx

- (données non-montrées). Il nous a donc 
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fallu développer une stratégie afin de permettre la nucléation et l’élongation en présence de ces 

analogues. 

 

 Nous avons alors testé l’auto assemblage de la tubuline en présence de ces différents analogues 

et de plusieurs concentrations de glycérol (de 5% à 25%), le glycérol étant connu pour aider la 

polymérisation in vitro des microtubules. En présence de 25 % de glycérol (soit une solution à 3,4 M de 

glycérol) et de 40 µM de tubuline-GMPCP, -GMPPCP,- GTPgS, -GDP-BeF3
- ou -GDP-AlFx

- nous avons ainsi 

réussi à obtenir un auto assemblage avec une variation de DO d’environ 0,45 au plateau de polymérisation 

(données non-montrées). Cependant, la concentration de 25% en glycérol est incompatible avec les 

acquisitions en cryo-ME, du fait d’une détérioration observée du rapport signal sur bruit proportionnelle 

à la concentration de glycérol. Des analyses non-publiées par D. Chrétien recommande une concentration 

maximale en glycérol d’environ 5% pour minimiser cette détérioration.  

 

Il nous fallait donc minimiser le pourcentage de glycérol dans la solution de polymérisation finale. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’assemblage de la tubuline est induit à 35 °C et le désassemblage par un passage rapide à 4°C dans une cuvette 
thermostatée. La concentration de tubuline utilisée est de 40 µM finale pour chacune des conditions, excepté en 
présence de GMPCPP, où la concentration en tubuline est de 10 µM. 
 

 Une alternative au glycérol régulièrement utilisé en laboratoire pour favoriser l’auto assemblage 

de la tubuline in vitro est l’utilisation de centres nucléateurs (centrosomes purifiés) ou d’amorces (petits 

fragments de microtubules pré-existants) qui favorisent l’étape limitante de nucléation. En routine, les 

amorces utilisées sont fréquemment des microtubules-GMPCPP fragmentés, du fait de leur stabilité. Nous 

nous sommes alors inspirés de cette stratégie afin de permettre l’auto-assemblage des tubulines-GTPgS, 

Figure 17. Suivi de la cinétique d’assemblage et de désassemblage par turbidimétrie selon les différents états 
nucléotidiques de la tubuline 
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-GDP-BeF3
-et -GDP-AlFx

- en présence de 40 µM de tubuline tout en réduisant la concentration de glycérol 

nécessaire dans la solution finale de polymérisation. 

 

 Notre objectif consiste à étudier l’organisation de la paroi propre à un unique état nucléotidique. 

Notre analyse nécessite donc, in fine, l’obtention de parois mono-nucléotidiques. Nous ne pouvions par 

conséquent pas utiliser des amorces hétérologues (ex : amorce tubuline-GMPCPP pour obtenir des 

microtubules-GTPgS) mais peut-être pouvions nous créer nos propres amorces avec nos nucléotides 

d’intérêt en présence de 25% de glycérol et utiliser ensuite ces amorces pour aider à l’auto-assemblage 

en présence d’une concentration réduite en glycérol. En effet, pourquoi ne pas utiliser ces lots de 

microtubules-GMPCP, -GMPPCP, -GTPgS, -GDP-BeF3
- et -GDP-AlFx

-, auto-assemblés dans un milieu à forte 

concentration de glycérol (25%) comme amorces ? 

 

Nous avons ainsi réalisé in vitro une préparation de microtubules à partir de tubuline purifiée en présence 

de GMPCP, GMPPCP, GTPgS, GDP-BeF3
- ou GDP-AlFx

- et de 25 % de glycérol afin de surpasser l’étape 

limitante de nucléation. Ces analogues étant lentement hydrolysables, les microtubules obtenus sont 

stables. Ces microtubules sont alors fragmentés par sonication, ce qui permet d’obtenir de petits 

fragments de microtubules -GMPCP, -GMPPCP, GTPgS, GDP-BeF3
- et GDP-AlFx

-. Ces fragments sont par la 

suite utilisés, dilués au dixième, comme amorces dans une solution d’assemblage dépourvue de glycérol 

afin d’obtenir des microtubules avec une paroi propre à un unique état nucléotidique.. Cette stratégie des 

amorces personnalisées a ainsi permis de restaurer la capacité de polymérisation de la tubuline (à 40 µM) 

en présence de GMPCP, GMPPCP, GTPgS, GDP-BeF3
- ou GDP-AlFx

-, avec une variation de DO mesurée entre 

0,2 et 0,4 ∆OD (Figure 17), et ainsi de réduire la concentration de glycérol à 2,5 % dans la solution finale 

d’assemblage. Lors de la mise au point de cette approche, un passage à 4 °C a été régulièrement effectué 

au bout d’1 à 2 heures de polymérisation afin d’induire la dépolymérisation des microtubules, et ainsi de 

vérifier si l’augmentation de turbidité est bien due à une polymérisation et non à une formation d’agrégats 

de tubuline (qui ne sont pas capable de dépolymériser). En présence de GMPCPP et de GTP, une grande 

partie de la tubuline assemblée dépolymérise. Le retour à la turbidité initiale n’est pas complet dû à une 

petite proportion d’agrégats de tubuline qui se forment automatiquement lors d’un assemblage effectué 

sur une longue durée à 35 °C. En présence de GMPCP, GMPPCP, GTPgS, GDP-BeF3
- et GDP-AlFx

-, une 

dépolymérisation en-deçà de la valeur basale initiale est observée. Cette dépolymérisation additionnelle 

s’explique par la dépolymérisation supplémentaire des amorces utilisées. Dans ces cas, la proportion 

d’agrégats formés ne peut être évaluée. Le protocole détaillé de la stratégie de nucléation par des 

amorces personnalisées est reporté dans l’article méthodologique présenté ci-dessous. 
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L’obtention de ces parois mono-nucléotidiques en présence d’analogues non-hydrolysables du 

GTP nous a donc permis de poursuivre notre étude visant à caractériser les particularités structurales des 

différentes parois analogues (GMPCP, GMPPCP, GTPgS, GDP-BeF3
- et GDP-AlFx

-) par cryo-ME. 
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Article (Ku, Heichette, et al., 2020) 
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 Analyse des paramètres structuraux de la paroi via TubuleJ 

 L’analyse 2D des parois dans différents états nucléotidiques par cryo-ME nécessite de pouvoir 

individualiser les microtubules présents dans chaque image. Cette individualisation et l’analyse des parois 

individualisées sont effectuées à l’aide du logiciel TubuleJ afin d’extraire des caractéristiques structurales 

et organisationnelles propre à chacune des parois. Les paramètres structuraux de la paroi extraits à partir 

de l’analyse 2D correspondent au nombre de protofilaments (N), au nombre-départ de l’hélice latérale 

décrit par les monomères (S), à la distance moyenne longitudinale inter-monomère (a), à la distance 

moyenne latérale interprotofilament (dx), au décalage longitudinal entre les monomères adjacents d’une 

même hélice latérale (r) et à la période de Moiré (L). La mesure de l’ensemble de ces paramètres permet 

le calcul de l’angle de vrillage des PFs (q) par rapport l’axe du MT ainsi que le sens du vrillage (- ou +) 

(Figure 18). 

 

 Le programme TubuleJ a été conçu dans l’équipe afin d’offrir une interface graphique dont chaque 

étape d’analyse ou de traitement de l’image est guidée et expliquée aux utilisateurs (GUI) afin de faciliter 

l’analyse des données structurales de la paroi. Les différentes procédures d’analyse et de traitement de 

l’image ont été implémentées durant notre projet pour permettre une semi-automatisation de certaines 

procédures afin de réduire le temps de chaque analyse. Les différentes étapes de notre analyse et les 

données brutes générées par le programme TubuleJ sont expliquées de manière détaillée dans le 

protocole publié, présenté ci-dessous (Ku et al. , 2020). 
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Figure 18. Paramètres structuraux mesurés lors de l’analyse 2D (Chrétien et al. , 1991) 
A. Paramètres structuraux de la paroi d’un microtubule. L’analyse des images 2D obtenues par cryo-EM nous permet 
d’accéder au nombre de protofilament (N), au nombre-départ de l’hélice latérale définie par les monomères (S), à 
la distance moyenne latérale entre protofilament (dx en Å), à la distance moyenne longitudinale inter-monomère (a 
en Å), au décalage longitudinal entre les monomères adjacents (r en Å) et à l’angle de vrillage des protofilaments (q 
en °) par rapport à l’axe du microtubule B. Image obtenue par cryo-microscopie électronique montrant plusieurs 
microtubules. Des franges (lignes) sont visibles le long de l’axe des microtubules, indiquées par les flèches. Ces 
franges sombres et claires forment un motif de Moiré qui résulte de la superposition des PFs situé en premier plan 
et en arrière-plan. La barre d’échelle indiquée représente 50 nm. C. Les caractéristiques de chaque microtubule 
peuvent-être mesurées par une analyse individualisée reposant sur les motifs de Moiré qui sont propres à chaque 
configuration N_S. (i) Schéma d’une section d’un microtubule à 13 protofilaments et image du profil d’intensité 
correspondant résultant de la projections 2D des protofilaments de la face arrière et de la face avant du microtubule. 
(ii) Figure montrant les profils d’intensités représentatifs d’un microtubule 13_3 et un microtubule 14_3. L’axe des 
protofilaments étant vrillé par rapport à l’axe du microtubule, le profil d’intensité va évoluer le long du microtubule. 
(iii) Image 2D représentative d’un microtubule 13_3 et d’un microtubule 14_3 tels que représentés en (ii) et image 
filtrée correspondante. Les motifs de Moiré observés ici se traduisent par la répétition de motifs à franges sombres 
le long du microtubule. Le nombre de franges est indiqué par les numéros présentés sur l’image filtrée obtenue par 
le logiciel TubuleJ. Par exemple, pour le microtubule 14_3 montré nous pouvons observer que les franges présentent 
une symétrie et que leur nombre évolue : 3 franges puis une zone floue (0) puis 2 franges (2) puis une zone floue, 
puis de nouveau 3 franges (3). Ceci caractérise une période de Moiré (L en Å).  

A 

B 

C 
i) 

ii) 

iii) 

12_3 12_3 

12_3 
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Article (Ku, Messaoudi, et al., 2020) 

 



47 

 

 



48 

 

 



49 

 

 



50 

 

 



51 

 

 



52 

 

 



53 

 

 



54 

 

 



55 

 

 



56 

 

 



57 

 

 



58 

 

 



59 

 

 



60 

 

 



61 

 

 



62 

 

 



63 

 

 



64 

 

 



65 

 

 Modèle structural du processus de maturation différentiel de la coiffe au 

niveau des extrémités en croissance  

 Il est établi aujourd’hui que l’instabilité dynamique des MTs est régulée par l’activité GTPasique 

de la tubuline : les changements de conformation de la tubuline lors de l’hydrolyse différée de la tubuline-

GTP en tubuline-GDP déstabilisent la paroi du microtubule qui serait alors maintenue dans un état 

métastable grâce, notamment, à la coiffe GTP de l’extrémité en croissance, constituée de tubuline non 

encore hydrolysée. Cependant, accéder à la structure /conformation de la tubuline-GTP assemblée et de 

cette coiffe reste difficile à cause de la grande dynamique des microtubules et en raison de l'hydrolyse 

rapide du GTP. Une telle étude nécessite l’utilisation d’analogues non ou lentement hydrolysable du GTP. 

 Le modèle de compaction-rotation publié en 2015 considère que les analogues GMPCPP et GTPgS 

utilisés pour cette étude miment parfaitement l’état GTP et GDP.Pi respectivement de la tubuline. Si ce 

modèle est d’un grand intérêt, il n’est pas en accord avec le fait que les EBs qui reconnaitraient l’état GTP 

de la tubuline ne reconnaissent pas les parois GMPCPP. 

 Afin de résoudre la conformation de la tubuline-GTP et également de caractériser plus en détails 

le mécanisme d’action des analogues du GTP et de l’état GDP.Pi, nous avons donc entrepris une étude 

structurale par cryo-ME sur les parois assemblées en présence d’une gamme élargie d’analogues stables 

du GTP. Nous avons ainsi utilisé le GMPCPP et GTPgS ainsi que des dérivés du GMPCPP (GMPCP et 

GMPPCP) afin de vérifier si la conformation étendue de la tubuline précédemment observée en présence 

de GMPCPP était bien une conséquence directe de l’état « GTP-like » et non un biais causé par le GMPCPP 

en lui-même. Selon le modèle de compaction-rotation de Zhang et al, 2015, le GTPgS permettrait de 

mimer parfaitement l’état GDP.Pi de la tubuline. Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons également 

réalisé notre étude structurale en présence de BeF3
- et AlFx

-, deux analogues du Pi permettant de mimer 

un état stable GDP.Pi. Ces deux analogues, bien caractérisés d’un point de vue biochimique (Bigay et al., 

1987; Carlier et al., 1989), n’avaient été que très peu utilisés jusque-là dans le cadre de l’étude de la 

dynamique des microtubules.  

 

 Une première partie de mon travail, réalisé en cryo-ME sur des parois GDP, GMPCPP et GDP-BeF3
-

, a fait l’objet d’une collaboration avec les équipes de Fernando Diaz et de Michel Steinmetz. Nous avons 

ainsi pu corréler leurs données structurales obtenues par cristallographie aux rayons X et diffraction des 

rayons X aux petits angles (SAXS) avec les nôtres. Ces résultats ont fait l’objet d’une publication (Estévez-

Gallego, Josa-Prado, Ku et al., 2020, elife) présentée en A) et sont brièvement présentés après. 

 Après cette publication, j’ai poursuivi et complété mon travail par l’étude structurale en cryo-ME 

des parois assemblées en présence des dérivés du GMPCPP (GMPCP et GMPPCP) et du GDP-AlFx
-. Ces 

résultats sont présentés dans la partie B.  
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 Article (Estévez-Gallego et al., 2020) 
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Copyright Estévez-Gallego et

al. This article is distributed under

the terms of the Creative

Commons Attribution License,

which permits unrestricted use

and redistribution provided that

the original author and source are

credited.

Structural model for differential cap
maturation at growing microtubule ends
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Abstract Microtubules (MTs) are hollow cylinders made of tubulin, a GTPase responsible for
essential functions during cell growth and division, and thus, key target for anti-tumor drugs. In
MTs, GTP hydrolysis triggers structural changes in the lattice, which are responsible for interaction
with regulatory factors. The stabilizing GTP-cap is a hallmark of MTs and the mechanism of the
chemical-structural link between the GTP hydrolysis site and the MT lattice is a matter of debate.
We have analyzed the structure of tubulin and MTs assembled in the presence of fluoride salts that
mimic the GTP-bound and GDP.Pi transition states. Our results challenge current models because
tubulin does not change axial length upon GTP hydrolysis. Moreover, analysis of the structure of
MTs assembled in the presence of several nucleotide analogues and of taxol allows us to propose
that previously described lattice expansion could be a post-hydrolysis stage involved in Pi release.

Introduction
Microtubules (MTs) are ubiquitous cytoskeletal polymers built from a/b-tubulin heterodimers that
assemble into a pseudo-helical cylinder. They are responsible for essential processes during cell
growth and division, including chromosome segregation, intracellular transport, cell support and
motility (Desai and Mitchison, 1997). MTs perform these functions by serving as scaffolds for other
proteins and engaging mechanical forces through their dynamic behavior (Gigant et al., 2000;
Koshland et al., 1988). Due to its central role in cell biology, tubulin is a reference target for antitu-
mor drugs that modulate protein dynamics. Therefore, understanding the molecular mechanisms of
tubulin activation and deactivation is crucial to designing more effective compounds that overcome
cell resistance and lower the toxicity of compounds in clinical use.

Tubulin exists in two different conformations related to its polymerization state: curved (depoly-
merized) and straight (assembled into MTs) (Buey et al., 2006; Gigant et al., 2000;

Estévez-Gallego et al. eLife 2020;9:e50155. DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.50155 1 of 26
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 Nos résultats montrent que les analogues GMPCPP et le GDP-BeF3
- modifient le nombre de 

protofilament (N) avec une majorité de la population à 14 PFs (80%) pour les MTs-GMPCPP et 12 PFs (65%) 

pour le GDP-BeF3
-, contre 49% de 13 PFs et 45 % de 14 PFs pour les parois-GDP. Ils confirment également 

l’état étendu de la tubuline-GMPCPP alors que la tubuline-GDP et celle assemblée en présence du BeF3
- 

et de l’AlFx
- est retrouvée sous un état compacté. Les angles de vrillages des PFs mesurés pour chacune 

de ces parois sont différents. L’étude des caractéristiques structurales des différentes parois analogues 

en lumière du modèle de l’accommodation précise que le vrillage des PFs n’est pas une conséquence 

directe de l’hydrolyse du GTP, ni du relargage du Pi mais résulte du phénomène d’accommodation de la 

paroi qui s’adapte aux modifications structurales (changement du nombre de PF et de la conformation de 

la tubuline) causées par chacun des analogues. L’étude par cristallographie à haute résolution a permis 

de montrer également que le GDP-BeF3
- possède les même propriétés structurales au sein du site E que 

celles attendues pour le GTP, alors que le GDP-AlFx
- se rapproche de celui attendu pour l’état GDP.Pi. Le 

GDP-BeF3
- serait donc un analogue structural du GTP et non du GDP.Pi, alors que le GDP-AlFx

- permettrait 

effectivement de mimer l’état GDP.Pi. De manière étonnante, la tubuline-GMPCP (forme hydrolysée du 

GMPCPP) présente une configuration étendue, similaire à celle observée en présence de GMPCPP. La 

tubuline GMPPCP (méthylène déplacé) présente une configuration compactée de l’hétérodimère, ce qui 

suggère que l’état étendu serait la conséquence du groupement méthylène de cet analogue et non de 

l’état « GTP-like » permis par cet analogue qui semble plus éloigné du GTP d’un point de vue structural 

que le GDP-BeF3
-. 

 

 Suite à ces travaux, nous avons décidé de compléter ce travail en cryo-ME afin de caractériser plus 

en détail les dérivés du GMPCP (GMPPCP et GMPC), le GTPgS et le GDP-AlFx
-. 

 

 Caractéristiques structurales et organisationnelles des parois analogues (GMPCP, 

GMPPCP, GTPgS et GDP-AlFx-) obtenues par cryo-ME 

1. Effets des analogues GMPCP, GMPPCP, GTPgS et GDP-AlFx- sur le nombre de PFs 

 En présence de GMPPCP (liaison méthylène déplacée), les parois de MTs sont équi-répartis entre 

les configurations à 13 et 14 PFs (58% et 42%, respectivement), ce qui permet de définir un nombre moyen 

en PFs (Nmoy) à 13.4, similaire à la condition GTP (Figure 19). En présence de GMPCP (forme hydrolysé du 

GMPCPP), ce sont les formes à 14 PFs qui sont favorisées (72% contre 26 % de formes à 13 PFs), ce qui 

s’apparente aux résultats en présence de GMPCPP. Le Nmoy de la condition GMPCP est 13.8, similaire au 

Nmoy de la condition GMPCPP. Comme pour la condition en présence de GDP-BeF3
-, le GTPgS et le GDP-

AlFx
- favorisent les formes à 12 PFs et à 13 PFs, 50% et 40% en présence de GTPgS, respectivement, et 39% 

et 59% en présence de GDP-AlFx
-, respectivement. Leur Nmoy est évalué à 12.6. Nos données de cryo-ME 

suivent la même distribution en population de MTs que les données obtenues en SAXS par nos 
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collaborateurs bien que quelques différences soient observées en proportion dans chacune des 

conditions (Figure 19). Cette étude confirme que chacun des analogues impacte l’organisation de la paroi 

en terme du nombre de PFs. 

 

Distribution des microtubules en fonction du nombre de protofilaments et des différents états nucléotidiques de la 
paroi (GDP, GTPγS, GDP-BeF3-,GDP-AlFx-, GMPCPP, GMPCP, GMPPCP obtenue en cryo-ME et par SAXS). 
  

Figure 19. Distribution des types de MTs en fonction du nombre de PFs et de l'état nucléotidique de la paroi. 
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2.  Effets du GMPCP, GMPPCP, GTPgS et GDP-AlFx
- sur la distance longitudinale inter-monomères (a) 

et l’angle de vrillage des PFs (q) au sein de la paroi des MTS 

A. 

Variation de la distance longitudinale inter-monomère (a) en fonction des différents états nucléotidiques de la paroi. 
B. Variation de l’angle de vrillage des PFs (q) en fonction des différents états nucléotidiques d’une paroi 13_3. 
 
 Les résultats obtenus par cryo-ME montrent une distance longitudinale inter-monomère mesurée 

au sein des parois-GMPCP, -GMPPCP, -GTPγS, et -GDP-AlFx
- d’environ 40,7 Å, similaire aux distances 

mesurées au sein des parois -GDP-BeF3
- et –GDP. Seules les parois-GMPCPP présentent une distance 

longitudinale augmentée à 42,2 Å. A l’exception de la tubuline-GMPCPP, qui est retrouvée dans un état 

étendu, l’étude par cryo-ME suggère donc une conformation compactée de la tubuline pour l’ensemble 

des autres analogues testés, y compris pour le GMPCP (forme hydrolysée de GMPCPP) et le GMPPCP 

(groupement méthylène déplacé par rapport au GMPCPP). Ces résultats diffèrent des résultats 

précédents obtenus par cristallographie montrant que la tubuline-GMPCP conserverait une sa 

configuration étendue similaire à la tubuline GMPCPP.  

 

 La mesure de l’angle de vrillage des PFs par rapport à l’axe du MT (paramètre q) a été effectué 

pour les différents analogues sur des paroi 13_3 afin de pouvoir comparer l’influence des différents 

analogues sur ce paramètre (le nombre de PFs pouvant influencer également sur ce paramètre). Un angle 

de vrillage moyen (qmoy) proche de 0° a été mesuré pour les parois assemblées en présence de GMPCP et 

GMPPCP, ce qui est comparable au qmoy d’une paroi GDP 13_3. L’angle de vrillage observé en présence de 

GMPCPP est toujours d’environ + 0,3. Les parois-GTPγS présentent un angle de vrillage à qmoy à environ    

- 0,26 ° ce qui est proche du résultats obtenus précédemment pour le GDP-BeF3
- et les parois-GDP-AlFx

- 

modifient l’angle de vrillage des PFs avec des qmoy à environ – 0,12 °. Trois principaux effets sont donc 

recensés au sein des parois 13_3 en présence des analogues : (i) un vrillage des PFs suivant une hélice 

gauche pour les parois-GTPγS, -GDP-BeF3
- et -GDP-AlFx

-, (ii) un vrillage des PFs suivant une hélice droite 

Figure 20. Variation des paramètres structuraux (a et q ) en fonction des différents états nucléotidiques de la paroi. 
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pour les parois-GMPCPP ou aucune modification de l’angle de vrillage par rapport aux parois-GDP pour 

les parois-GMPCP et -GMPPCP (angle de vrillage proche de 0). 

 

 En résumé, en Cryo-ME et dans nos conditions, on observe un état compacté et non vrillé de la 

tubuline au sein des parois-GDP, -GMPCP et -GMPPCP, un état compacté et vrillé suivant une hélice 

gauche de la tubuline au sein des parois-GDP-BeF3
- et -GTPγS (- 0,3°) et -AlFx

- (- 0,1°) et enfin, comme 

observé précédemment, un état étendu et vrillé suivant une hélice droite de la tubuline en présence 

GMPCPP (+ 0,3°) (Figure 21). 

 

 De la même manière que pour le vrillage des PFs induit par le GMPCPP, en lumière du modèle de 

l’accommodation de la paroi, si l’on remplace le paramètre (r) correspondant au décalage longitudinal 

entre deux monomères adjacents, de 9,4 Å par 9,7 Å tel que calculé expérimentalement au sein des parois 

GTPgS, -GDP-BeF3
- et GDP-AlFx

-, l’angle de vrillage des PFs est prédit à - 0,31 °, ce qui correspond au qexp 

moyen mesuré dans une paroi 13_3 -GDP-BeF3
- et -GTPgS. Pour la condition AlFx

-, le modèle prédit ainsi 

le sens du vrillage des PFs, soit un vrillage gauche des PFs par rapport à l’axe du MT.  

 

 

 

 

 

Figure 21. Récapitulatif des effets des analogues sur une paroi 13_3 
L’étude structurale en cryo-ME des parois analogues (GDP-BeF3

-, GDP-AlFx
-, GMPCP, GMPPCP et GMPPCP) nous révèle 

un état de compaction de la tubuline et un vrillage des PFs suivant une hélice gauche dans les parois 13_3 GDP-BeF3
-

, GTPgS et GDP-AlFx
-, un état compacté sans vrillage dans les parois 13_3 GDP, GMPCP et GMPPCP. Seule la paroi 13_3 

GMPCPP montre un état étendu de la tubuline et un vrillage des PFs suivant une hélice droite. 
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3. Effets du GMPCP, GMPPCP, GTPgS et GDP-AlFx
- sur le nombre de départs d’hélice (S)  

 Dans les paragraphes précédents, nous avons pu mettre en évidence l’impact des différents 

analogues sur le nombre de PFs (N), la distance longitudinale inter-monomère (a) et l’angle de vrillage des 

PFs (q) , qui décrivent l’organisation de la paroi. L’analyse par cryo-ME permet l’accès au paramètre (S) ( 

Fig 18 A) qui décrit l’hélicité latérale des monomères au sein de la paroi. Il est ainsi possible d’identifier 

les configurations N_S les plus représentées et les plus stables dans chacune des conditions, nommées 

configurations d’équilibre. 

 

 Nous avons donc évalué l’impact des différents nucléotides (GTP/GDP, GTPγS, GDP-BeF3
-, GDP-

AlFx
-, GMPCPP, GMPCP et GMPPCP) sur la distribution des configurations d’équilibre. 

Modification des configurations d’équilibre de la paroi 

 Le paroi GDP s’accommode de manière équiprobable en MTs 13_3 et 14_3 (49,4 % et 45,3%, 

respectivement). Ces deux configurations constituent donc les configurations d’équilibre de la paroi-GDP 

(Figure 22). 

 

 Ces deux configurations, 13_3 et 14_3 sont celles retrouvées de manière prédominante pour le 

GMPCPP et ses dérivés mais dans des proportions qui peuvent varier. La même équi-répartition, 13_3 et 

14_3 est retrouvée pour les parois GMPPCP (58,3% et 41,7 %, respectivement) mais la forme 14_3 est 

favorisée pour les parois-GMPCPP (17,7 % contre 80%, respectivement) et -GMPCP (25,8 % contre 71,7 

%, respectivement) (Figure 22).  

 

Pour les autres analogues utilisées, le GTPγS, le GDP-BeF3
- et le GDP-AlFx

-, les configurations 

d’équilibre ne sont pas les mêmes. On note notamment l’apparition de formes à 12 PFs (12_3) et 

également à 4-départ d’hélice (N_4), supposées être coûteuses en énergie. Les MTs N_4 sont rarement 

observées lors d’un assemblage en présence de GTP (seulement 0,7%). En présence de GTPγS, les parois 

se répartissent entre les configurations à 12_3 et 13_3 avec 50,6 % et 32,1%, respectivement mais on 

recense également 17 % de configurations N_4 (comprenant les formes 13_4, 14_4 et 15_4). En présence 

de GDP-BeF3
-, les parois se conforment préférentiellement en MTs 12_3 (avec plus 73 % des parois 

analysées) et comptent 15,4 % de formes N_4 (13_4 et 14_4), alors que les parois-GDP-AlFx
- se 

répartissent entre les MTs 12_3, 13_3 et 13_4 avec 39,1 %, 23,3 % et plus de 35,3%, respectivement. On 

observe ainsi plus d’un tiers de formes N_4 (13_4 et 14_4) en présence de GDP-AlFx
- (Figure 22). 

 

 L’utilisation des analogues lentement hydrolysables tels que le GTPgS, le GDP-BeF3
- et le GDP-AlFx

-

) peut donc impacter l’hélicité latérale de la paroi conduisant à l’apparition d’une proportion significative 

de parois organisées en hélices latérales à 4-départs. Si on ne considère que les microtubules à 13 ou 14 

PFs, en présence de GTPgS 34 % des parois s’organisent en hélice latérale à 4-départs, en présence des 
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GDP-BeF3
- et GDP-AlFx

-, une proportion encore plus élevée soit à plus 60 % de configurations à hélice à 4-

départs (Figure 23). 

 

 Les modifications des configurations N_S d’équilibre observées reflète très certainement l’effet 

stabilisateur du GTPgS, de GDP-BeF3
- et de GDP-AlFx

- qui, de par leur caractère lentement hydrolysable, 

permettent l’apparition et/ou la stabilisation de formes peu communes, énergétiquement défavorables 

(formes 12_3 ou N_4). 

 

 

 
 
 
Distribution des configurations d’équilibre (N_S) retrouvées pour des parois mononucléotidiques assemblées en 
présence de GDP, GMPCPP, GMPCP, GMPPCP, GTPγS, GDP-BeF3- et GDP-AlFx-. Les longueurs totales en MTs 
observées sont de 108,5 μm pour les parois-GDP, 101,9 µm pour les parois-GMPCPP, 58 µm pour les parois-GMPCP, 
248 µm pour les parois-GMPPCP, 258 µm pour les parois-GTPγS-, 40,1 µm pour les paroi-GDP-BeF3—et 272 µm pour 
les parois- GDP-AlFx-.  
 

 

Les longueurs totales analysées de microtubules 13_3, 
13_4, 14_3 et 14_4 en présence de GDP, GMPCPP, GMPCP, 
GMPPCP, GTPγS, GDP-BeF3- and GDP-AlFx- sont de 104 µm, 
99 µm, 58 µm, 248 µm, 128 µm, 9 µm et 166 µm, 
respectivement. 
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Figure 22. Distribution des types de microtubules en fonction du nombre de protofilaments (N) et du nombre de 
départ d’hélices latérales (S) selon les différents états nucléotidiques de la paroi 

Figure 23. Distribution des microtubules à 13 et à 14 
protofilaments selon l’organisation latérale en hélice 
des monomères (N_3 et N_4) en fonction des états 
nucléotidiques de la paroi 
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Les configurations N_4 relâchées et stressées : mécanisme de relaxation de la paroi 

 L’analyse détaillée de la longueur des périodes de Moiré pour les microtubules 13_4 et 14_4 a 

permis de révéler deux modalités d’accommodation des hélices latérales à 4-départs :  

- Une conformation stressée, notée N_4S, qui se traduit par une période de Moiré L plus courte, et 

par conséquent, un angle de vrillage des PFs plus important. Les parois N_4S ont des PFs plus vrillés par 

rapport à l’axe du MT. 

- Une conformation relâchée, notée N_4R, qui se traduit par une période de Moiré L plus longue, 

et donc un angle de vrillage plus faible (Figure 24A). Les parois N_4R ont donc des PFs moins vrillés par 

rapport à l’axe du MT. 

 Le modèle de l’accommodation de la paroi ne prédit que la conformation stressée (N_4S), dont 

les angles de vrillage théoriques sont estimés à + 3,7° et de + 2,6° pour les formes 13_4S et 14_4S 

respectivement. Les valeurs expérimentales des angles de vrillage (Figure 24B) qui sont calculées à + 3,5 

° et à + 2,3 ° au sein de parois-GTPgS, -GDP-BeF3
- et -GDP-AlFx

-, 13_4S et 14_4S, respectivement, 

confirment les valeurs prédites par le modèle mathématique. Cependant, expérimentalement, cette 

conformation stressée ne représente que 4% de la population. La majorité des formes N_4 observées 

(96%) sont relâchées (N_4R) avec des angles de vrillage expérimentaux calculés à + 1,4 ° et à + 0,7 ° au 

sein de parois-GTPgS, -GDP-BeF3
- et -GDP-AlFx

-, 13_4R et 14_4R, respectivement. Les parois N_4 

constituées de GTPgS, GDP-BeF3
- et GDP-AlFx

- révèlent donc un mécanisme de relaxation du vrillage des 

PFs (Figure 24C). La forme stressée N_4S, avec son angle de vrillage de 3 °, est peu favorable au maintien 

des interactions latérales et est rarement observé en présence de GTP, GMPCPP, GMPCP et GMPPCP. La 

relaxation des angles de vrillage des formes N_4 d’un angle de 3° à un angle de 1°, observée lors d’un 

assemblage en présence de GTP, GMPCPP, GMPCP ou GMPPCP permettrait le maintien des interactions 

latérales dans ces conditions (Figure 24B). 

 

 Si l’on compare le paramètre r (décalage longitudinale entre deux monomères adjacents), on 

observe un r moyen dans les conditions GDP, GMPCPP, GMPCP, GMPPCP au sein de parois N_3 d’environ 

9,4 ± 0,1 Å. En présence de GTPgS, de GDP-BeF3
- et de GDP-AlFx

- , ce décalage longitudinal est mesuré à 

9,6 ± 0,2 Å pour les formes N_3 et N_4S mais, augmenté à 11,3 ± 0,2 Å pour la forme N_4R (Figure 25). 

Cet augmentation du décalage des interactions latérales entre deux dimères d’environ 2 Å observé pour 

la forme relaxée (N_4R) décrirait le mécanisme de relaxation à l’origine de la stabilisation de la paroi. 
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A. Images filtrées de microtubules N_4. Les images filtrées ont été obtenues par la sélection des lignes de diffraction 
J0 et JN. Les lignes en pointillé blanches indiquent la longueur de la période de Moiré L correspondant à chaque 
configuration. B. Tableau récapitulatif des paramètres de la paroi pour les configurations N_4 observés en A. Le 
tableau indique ainsi la longueur les périodes de Moiré L moyennes mesurées, les angles de vrillage expérimentaux 
moyens calculés à l’aide de l’équation (2) et la valeur théorique des angles de vrillages. Les angles de vrillage 
théoriques sont calculés à partir du modèle mathématique de l’accommodation de la paroi (cf. équation (1), (Chrétien 
and Fuller, 2000)) avec a = 40,8 Å, r = 9,4 Å et dx = 48,95 Å. C. Histogramme des distribution des formes N_4 relâchées 
et stressées des configurations 13_4, 14_4 et au sein de l’ensemble des configurations N_4 observées au sein des 
parois analogues (GTPgS, GDP-BeF3

- and GDP-AlFx
-). Les longueurs totales analysées sont de 274,6 µm pour les 

configurations 13_4, de 66,9 µm pour les configurations 14_4 et de 341,5 µm pour l’ensemble des configurations 
N_4. 

Figure 24. Configurations relâchées (N_4R) et stressées (N_4S) des microtubules N_4 
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Figure 25. Modification du décalage longitudinal entre deux monomères adjacents (r) en fonction de l’état 
nucléotidique de la paroi et des configurations N_3, N_4R et N_4S 
Le graphe représente l’évolution du décalage longitudinal entre les monomères adjacents (r) en fonction des 
différents états nucléotidiques de la paroi (GDP, GMPCPP, GMPCP, GMPPCP, GTPgS, GDP-BeF3

- et GDP-AlFx
-) et en 

fonction des différentes configurations N_3, N_4R et N_4S présentes pour chaque condition. Le r moyen observé dans 
les parois GDP, GMPCPP, GMPCP et GMPPCP N_3 est de 9,4 Å, indiqué par la ligne continue en vert. La moyenne est 
délimitée par la déviation standard calculé à 0.1 Å. Le r moyen observé dans les parois N_3 et N_4S assemblées en 
présence de GTPgS, GDP-BeF3

- et GDP-AlFx
- est de 9,6 ± 0,2 Å, indiqué par la ligne continue et la délimitation en bleu. 

Le r moyen observé des formes N_4R des parois GTPgS, GDP-BeF3
- et GDP-AlFx

- est de 11,3 ± 0,2 Å, indiqué par la ligne 
continue et la délimitation en rouge. 
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La coiffe GTP du microtubule est une structure très hétérogène qui présente plusieurs états 

nucléotidiques (GTP et GDP.Pi). L’hétérogénéité chimique résulte du retard de l’hydrolyse du GTP par 

rapport à l'incorporation de nouvelles unités de tubuline lors du processus d’assemblage (Carlier and 

Pantaloni, 1981). La coiffe est reconnue spécifiquement par des MAPs telles que des EBs. L’organisation 

de la paroi et la structure de la tubuline au niveau de la coiffe diffèrent donc de celles retrouvées au sein 

de la paroi hydrolysée GDP. Cette organisation et les différentes conformations de la tubuline au sein de 

la coiffe jouent un rôle fondamental dans la régulation de la dynamique du MT car elle vient protéger la 

paroi de la dépolymérisation par un mécanisme stabilisateur, qui est mal connu (Mitchison and Kirschner, 

1984a; Brouhard and Rice, 2018). Pour pouvoir étudier les caractéristiques de la coiffe GTP, il est 

nécessaire d’associer un état conformationnel à la tubuline aux états GTP et GDP.Pi. Dans notre étude, 

nous avons utilisé des analogues lentement hydrolysables du GTP pour bloquer l’activité GTPasique de la 

tubuline qui a lieu au cours de l’assemblage. Cela permet ainsi de maintenir les parois dans les états non-

hydrolysé GTP ou hydrolysé GDP.Pi. Conventionnellement, en structure, les analogues lentement 

hydrolysables employés sont le GMPCPP et le GTPgS. Si tous deux sont capables de ralentir l’hydrolyse du 

GTP, les précédentes études démontrent que ces derniers analogues, GMPCPP et GTPgS, impactent 

différemment la fonction d’assemblage de la tubuline et l’organisation des parois respectives. Le GMPCPP 

confère à la tubuline un fort pouvoir de nucléation, plus efficace que la molécule de GTP, alors que la 

tubuline liée au GTPgS est incapable de nucléer sans l’ajout d’un élément nucléateur (des centrosomes, 

des amorces ou des MAPs). Additionnellement, cette différence de fonction est associée à une différence 

de structure, la paroi GMPCPP est dans un état étendu, alors que la paroi GTPgS est dans un état 

compacté. De même, ces deux analogues affectent le vrillage des PFs de la paroi. Dans une paroi à 13 PFs, 

le vrillage des PFs d’une paroi hydrolysée est nulle. En présence de GMPCPP, le vrillage suit une hélice 

droite avec un angle moyen de 0,3 ° et en présence de GTPgS, celui-ci suit une hélice gauche avec angle 

de -0,3 °. Ces différences structurales entre les parois -GMPCPP, -GTPgS et la paroi hydrolysée GDP sont 

également supportées par la reconnaissance différentielle des parois analogues par les protéines EBs. En 

cellule, les EBs se lient spécifiquement aux extrémités en croissance des MTs, ce qui coïncide avec la région 

où se localise la coiffe GTP (Bieling et al., 2007; Dixit et al., 2009; Zanic et al., 2009). De manière 

intéressante, Maurer et ses collaborateurs ont démontré que les EBs ont la même affinité pour l’extrémité 

en croissance que pour les parois GTPgS alors que celles-ci démontrent une moins bonne affinité pour les 

parois GMPCPP. Il paraît donc clair que ni le GMPCPP ni le GTPgS ne miment intégralement les propriétés 

de la forme GTP de la tubuline. Qui, du GMPCPP ou du GTPgS, est un meilleur analogue de l’état GTP de 

la tubuline ? 

En se reposant sur le fort pouvoir de nucléation de la tubuline-GMPCPP, le modèle actuel de la 

coiffe GTP prend parti que le GMPCPP serait le meilleur analogue du GTP et par conséquent, la paroi 

GMPCPP constituerait le modèle bona fide d’une paroi non-hydrolysée GTP. En parallèle, la 
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reconnaissance des EBs pour la paroi GTPgS, suggère que la paroi GTPgS est capable de reproduire 

structurellement la région reconnue par les EBs, qui se localise au niveau de la coiffe GTP. Le modèle 

propose donc que l'analogue GTPgS mimerait un état transitoire GDP.Pi, post-hydrolyse de la paroi, ce qui 

expliquerait sa faible capacité à nucléer la tubuline et la présence de la région reconnue par les EBs au 

niveau de la coiffe. Dans ce scénario, l’hydrolyse du GTP de la tubuline induirait deux changements 

conformationnels majeurs : dans un premier temps un mécanisme de compaction, qui permettrait le 

passage de l’état étendu GTP mimé par la paroi GMPCPP à l’état compacté transitoire GDP.Pi retrouvé 

dans les parois GTPgS. Et dans un second temps, l’hydrolyse provoquerait un mécanisme de rotation de 

la SU alpha par rapport à la SU beta du dimère de tubuline, qui expliquerait le changement du vrillage des 

PFs observé au sein des parois GMPCPP, GTPgS et GDP. Nous avons donc dans un premier temps vérifié 

les caractéristiques structurales des parois GMPCPP, GTPgS et GDP observées dans l’étude de Zhang et 

collaborateurs (Zhang et al., 2015; Zhang, LaFrance and Nogales, 2018). Nos résultats montrent donc les 

mêmes caractéristiques. Les parois GMPCPP, GTPgS et GDP constituent donc nos parois de référence. 

Pour tester le modèle, nous avons ensuite analysé les particularités structurales des parois -GDP-

BeF3
- et -GDP-AlFx

-. Le BeF3
- et l’AlFx

- sont connus comme des analogues structuraux du phosphate 

inorganique Pi. En effet, Carlier et Pantaloni montrent que le BeF3
- et l’AlFx

- sont tous deux capables de 

remplacer le Pi, après hydrolyse du GTP de la tubuline (Bigay et al., 1987; Carlier et al., 1989), qui a lieu au 

cours de l’assemblage. Outre leur faible pouvoir de nucléation, les auteurs montrent que les tubulines -

GDP-BeF3
- et -GDP-AlFx

- sont capables de former des MTs et de rendre plus stables leurs parois que les 

parois auto-assemblées en présence de GTP. De plus, Maurer et ses collaborateurs démontrent que les 

EBs sont également capables de reconnaître les parois-GDP-BeF3
- (Maurer et al., 2011). Les parois GDP-

BeF3
- et GDP-AlFx

- regroupent donc au moins deux caractéristiques de l’état GTP de la tubuline : 

l’activation de la tubuline à l’assemblage et la stabilisation de la paroi. Nos collaborateurs en 

cristallographie aux rayons X ont montré tout d’abord que les nucléotides fluorés se localisent bien au 

niveau du site catalytique E et au sein du complexe RB3-T2R-TTL. La tubuline liée au GDP-BeF3
- se conforme 

de la même manière que la tubuline liée au GTP, et la tubuline liée au GDP-AlFx
- se présente sous deux 

conformations entre les formes GTP et GDP de la tubuline, probablement un état intermédiaire GDP.Pi. 

Nos résultats en cryo-ME et ceux de nos collaborateurs en SAXS montrent que les parois -GDP-BeF3
- et -

GDP-AlFx
- sont toutes deux dans un état compacté, avec une distance monomérique moyenne similaire à 

celles rencontrées au sein des parois GTPgS et GDP. Récemment, Roostalu et ses collaborateurs montrent 

que la région de liaison aux EBs est retrouvé sur l'entièreté de la paroi en présence d’un mutant de la 

tubuline où l’hydrolyse est bloquée (E254A) et que cette région s’agrandit, s’étend en présence d’un 

mutant de la tubuline, où l’hydrolyse est ralentie (E254D) (Roostalu et al., 2020). Ces résultats indiquent 

que les changements conformationnels de la tubuline reconnus par les EBs sont directement liés à la 

cinétique de l’hydrolyse du GTP au cours de l’assemblage et aux états nucléotidiques GTP ou GDP.Pi de la 
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paroi. La reconnaissance spécifique des EBs pour les parois composées de tubulines E254A, de tubulines 

E254D, de tubulines- GTPgS et de tubulines-GDP-BeF3
-, montre que les mutants de la tubuline et les 

analogues (GTPgS, GDP-BeF3
-) reproduisent les conformations de la tubuline retrouvées au niveau de la 

coiffe GTP. Ensemble, nos résultats et les résultats récents sur la reconnaissance spécifique des EBs 

s’accordent par conséquent sur une paroi GTP au niveau de l’extrémité en croissance dans un état 

compacté, ce qui expliquerait l’affinité des EBs pour la coiffe GTP. 

Pour ce qui est du vrillage des PFs, nos résultats en cryo-ME sur les parois -GDP-BeF3
- et -GDP-AlFx

- vérifient 

un impact des analogues du GTP sur le vrillage des PFs. Au sein de la configuration à 13 PFs, la modification 

du vrillage des PFs induite par les nucléotides fluorés est similaire à la modification du vrillage des PFs 

induite en présence de GTPgS : le vrillage des PFs suit ainsi une hélice gauche. En présence du GDP-AlFx
-, 

cette modification du vrillage des PFs est cependant moins marquée. Nos résultats et ceux de nos 

collaborateurs sur les parois GDP-BeF3
- et GDP-AlFx

- suggèrent un modèle différent de l’hydrolyse du GTP 

avec une paroi non-hydrolysée GTP mimé par le GDP-BeF3
-, un état GDP.Pi mimé par le GDP-AlFx

- (Figure 

26). Ce modèle fait l’état d’une hydrolyse du GTP de la tubuline au cours de l’assemblage sans mécanisme 

de compaction mais ne dément pas un effet de l’hydrolyse sur le vrillage des PFs. Comme le suggèrent 

Zhang et collaborateurs, la modification du vrillage des PFs aurait pour origine une rotation interne au 

sein du dimère de tubuline, de la SU alpha par rapport à la SU beta (Zhang, LaFrance and Nogales, 2018). 

Dans nos conditions, nous manquons de résolution pour vérifier le mécanisme de rotation.  
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Figure 26. Nouveau modèle de la coiffe élaboré à partir des effets biochimiques et structuraux sur la paroi des 
analogues GDP-BeF3

- et GDP-AlFx
- 

Le nouveau modèle montre un processus de maturation de la paroi induit par l’hydrolyse du GTP. L’hydrolyse du GTP 
implique la modification des interactions latérales inter-protofilaments. Le modèle fait l’état que la paroi non-
hydrolysée GTP se conforme de manière préférentielle selon un vrillage gauche des PFs. Lors de l’hydrolyse du GTP, 
les contacts latéraux s’affaibliraient et provoqueraient une réduction du vrillage des PFs vers un état métastable moins 
vrillé retrouvé au sein des parois hydrolysées GDP.  
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Nous avons également voulu clarifier l’origine de l’état étendu de la tubuline induit par le GMPCPP 

et ce, en utilisant des dérivés du GMPCPP (GMPCP et GMPPCP). Nos analyses structurales révèlent que la 

tubuline adopte un état compacté quel que soit le nucléotide (GMPCP et GMPPCP) et que les parois 

GMPCP et GMPPCP montrent un vrillage quasi-nul des PFs. Cependant, nos résultats sont différents de 

ceux mis en évidence par nos collaborateurs. En effet, nos collaborateurs montrent que la forme 

hydrolysée GMPCP de la tubuline est dans un état étendu alors que la forme avec la liaison méthylène 

déplacé GMPPCP de la tubuline adopte un état compacté. Dans les futures expériences, ce point doit être 

éclairci. En effet, si nos données s’accordent avec les observations de Zhang et al., 2015 ,2018, à savoir 

que l’hydrolyse de la tubuline GMPCPP provoque une compaction, les résultats de nos collaborateurs 

suggèrent plutôt que l’hydrolyse du GMPCPP au sein de la paroi ne s’accompagne pas d’un mécanisme de 

compaction et que l’état étendu n’est qu’une conséquence de la position de la liaison méthylène entre 

Pb et Pa, au lieu d’être entre le Pb et le Pg. L’origine de l’état étendu de la tubuline induit par le GMPCPP 

dans nos observations reste donc une question ouverte.  

L’analyse approfondie en cryo-ME montre qu’en présence de GTPgS, GDP-BeF3
- et GDP-AlFx

-, des 

configurations énergétiquement défavorables sont maintenues telles que les MT 12_3 ou les formes N_4. 

L’apparition des formes N_4 est remarquable, premièrement, car les parois N_4 montrent un vrillage 

important des PFs de +1,5° à plus de 3,7°, alors que les vrillages des PFs des parois GDP sont limités à - 

0,6°. Le maintien de ces formes plus vrillées suggère un renforcement des contacts latéraux. En analysant 

les formes N_4, nos résultats montrent la présence de deux classes de MTs : une forme vrillée dite 

stressée, N_4S, prédite par le modèle de l’accommodation de la paroi, et une forme moins vrillée, dite 

relaxée, N_4R, où le vrillage des PFs est relaxé par rapport aux angles prédits par le modèle. Nos résultats 

vérifient donc un mécanisme stabilisateur, qui passe par une relaxation du vrillage des PFs. En d’autres 

termes, la paroi préfère maintenir les interactions latérales propres à une configuration N_4 par un 

mécanisme de relaxation plutôt que de corriger les interactions N_4 coûteuses en énergie via une 

dépolymérisation de la paroi. Un mécanisme similaire a déjà été soulevé auparavant dans la littérature. 

En phase d’élongation, lors du début de la phase de polymérisation, les parois dynamiques GTP/GDP sont 

plus flexibles et se conforment selon une plus grande variété de configurations, comprenant des formes 

énergétiquement défavorables N_4. Dans ces conditions, Chrétien et Fuller (2000) ne décrivent à cette 

époque que la présence des formes N_4R relaxées. Les auteurs proposent que les formes N_4S ne soient 

pas observées du fait d’un mécanisme de relaxation, qui s’effectuerait de façon homogène par un léger 

décalage longitudinal entre deux monomères adjacents, calculé au niveau du paramètre r. Dans nos 

expériences, nous avons pu comparer les paramètres r d’une paroi N_4S et N_4R directement et nos 

résultats vérifient les hypothèses prédites auparavant : les formes relaxées montrent bien une 

augmentation du décalage longitudinal, d’environ 2 Å. En revanche, il nous manque de l’information pour 

montrer que ce décalage est homogène. Cette question reste ouverte. Pour mieux comprendre cet aspect, 
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des expériences supplémentaires visant à détailler l’organisation 3D des monomères au sein de la paroi 

sont nécessaires. 

La mise en évidence des formes N_4S suscite un autre point. Il est couramment admis qu’en 

cellule la paroi se conforme préférentielle selon une configuration 13_3. Cette configuration implique 

dans un réseau de type B une unique zone de discontinuité par des interactions de type A, ce qui permet 

de proposer le modèle communément admis de la paroi, d’un réseau de type B composé d’une unique 

jointure. Cette jointure est proposée comme zone de faiblesse de par sa nature biochimique (Mandelkow 

et al., 1986; Nogales and Wang, 2006a). Récemment, Zhang et ses collaborateurs ont démontré que la 

jointure se définirait par une distance inter-protofilament plus importante (Zhang, LaFrance and Nogales, 

2018). La mise en évidence d’une hélicité de type N_4 suggère l’absence de jointure au sein de la paroi 

(Mandelkow et al., 1986), ce qui pourrait expliquer la stabilisation des formes N_4, coûteuses en énergie. 

L’absence de la jointure au sein des parois N_4 serait-elle à l’origine de la stabilisation des formes N_4 ? 

De futures expériences sont donc nécessaires pour détailler l’organisation 3D des hétérodimères de 

tubulines au sein de parois analogues N_4. 
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Les conclusions de notre étude sur les parois analogues sont :  

- Le GDP-BeF3
- mime l’état GTP de la tubuline, et le GDP-AlFx

-  l’état GDP.Pi de la tubuline. 

- Le GDP-BeF3
- et GDP-AlFx

- activent la capacité d’élongation de la tubuline mais ne sont pas 

capables d’initier la nucléation. 

- Ni l’état étendu de la tubuline ni le vrillage des PFs suivant une hélice droite, induits par le 

GMPCPP ne sont retrouvés au sein des parois GDP-BeF3
- et GDP-AlFx

-. 

- L’étude sur les dérivées du GMPCPP, le GMPCP (forme hydrolysée) et le GMPPCP (liaison 

méthylène déplacée) ne permet pas encore de clarifier l’origine de l’état étendu de la tubuline 

induit par le GMPCPP, la question reste ouverte.  

- Le GTPgS, le GDP-BeF3
- et le GDP-AlFx

- sont capables de stabiliser la paroi des MTs. Cela s’illustre 

par le maintien et la favorisation des configurations énergétiquement défavorables N_4.  

- La stabilisation des formes N_4 par ces derniers analogues passerait par un phénomène de 

relaxation au niveau des interactions latérales. 

 

 Les résultats sur les parois analogues GDP-BeF3
-, GDP-AlFx

- suggèrent que le mécanisme 

d’hydrolyse du GTP au cours de l’assemblage ne serait pas lié à un phénomène de compaction. Le 

phénomène de rotation et de vrillage des PFs au sein du mécanisme de l’hydrolyse du GTP n’est pas 

démenti et il pourrait jouer un rôle dans le cycle GTPasique de la tubuline (hydrolyse du GTP ou relargage 

du Pi).  
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I. Matériels 

 Composant chimiques  

Produits Référence 

AlCl3 Sigma-Aldrich #1010841000 

BeSO4 Sigma-Aldrich #14270 

EGTA Sigma-Aldrich #E3889 

GDP Sigma-Aldrich #G7127-1G 

Glycerol Sigma-Aldrich #G5516 

GMPCPP JenaBioscience #NU-405S 

GMPCP JenaBioscience #NU-414-5 

GMPPCP JenaBioscience #NU-402-5 

GTP Sigma-Aldrich #G8877 

GTPgS JenaBioscience #NU-412-10 

HKF2 Honeywell#60344-250G 

KOH Sigma-Aldrich #30603 

MgCl2 Sigma-Aldrich #63069 

NaF Sigma-Aldrich #S7920 

Nanoparticules d’or colloïdal, 10 nm de diamètre BBiSolutions #EMGC10 

PIPES Sigma-Aldrich #P6757 

 

 Tampons et Solutions 

Bringley BR buffer 1980 (BRB80) 5X 
400 mM K-PIPES (acide 1,4-Piperazinediethane sulfonique, pH ajusté avec du KOH) 
5 mM MgCl2 
5 mM EGTA 
pH ajusté à 6,8 avec KOH 
 
Tampon d’auto-assemblage de la tubuline 
- En présence de GTP : 
40 µM de tubuline (4 mg.ml-1) 
1 mM GTP 
Dans du BRB80 1X 
 
- En présence de GMPCPP : 
10 µM de tubuline 
0,1 mM GMPCPP 
Dans du BRB80 1X 
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Tampon des solution-amorce de tubuline 
- En présence de GMPCP 
40 µM de tubuline 
2 mM GMPCP 
3,4 M glycérol 
Dans du BRB80 1X 
 
- En présence de GMPPCP 
40 µM de tubuline 
2 mM GMPCP 
3,4 M glycérol 
Dans du BRB80 1X 
 
- En présence de GTPgS : 
40 µM de tubuline 
1 mM GTPgS 
3,4 M de glycérol (25%) 
Dans du BRB80 1X 
 
- En présence de GDP-AlFx

- 
40 µM de tubuline 
1 mM GDP 
2 mM HKF2 
1,5 mM AlCl3 
3,4 M de glycérol 
Dans du BRB80 1X 
 
- En présence de GDP-BeF3

- 
40 µM de tubuline 
1 mM GDP 
20 mM NaF 
5 mM BeSO4 
3,4 M de glycérol 
Dans du BRB80 1X 
 

Solution-amorce de microtubules en présence de faibles nucléateurs : 

- En présence de GMPCP 
40 µM de tubuline 
2 mM GMPCP 
1/10 de la solution-amorce de microtubules-GMPCP  
Dans du BRB80 1X 
 
- En présence de GMPPCP 
40 µM de tubuline 
2 mM GMPCP 
1/10 de la solution-amorce de microtubules-GMPPCP  
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Dans du BRB80 1X 
 
- En présence de GTPgS : 
40 µM de tubuline 
1 mM GTPgS 
1/10 de la solution-amorce de microtubules-GTPgS 
Dans du BRB80 1X 
 
- En présence de GDP-AlFx

- 
40 µM de tubuline 
1 mM GDP 
2 mM HKF2 
1,5 mM AlCl3 
1/10 de la solution-amorce de microtubules-GDP-AlFx

- 
Dans du BRB80 1X 
 
- En présence de GDP-BeF3

- 
40 µM de tubuline 
1 mM GDP 
20 mM NaF 
5 mM BeSO4 
1/10 de la solution-amorce de microtubules-GDP-BeF3

- 
Dans du BRB80 1X 
 
Tampon de travail sans tubuline (dilution en amont du dépôt sur grille): 
Concentration finale du nucléotide d’intérêt (1 mM GTP, 0.1 mM GMPCPP, 2 mM GMPCP, 2 mM GMPPCP, 
1 mM GTPgS, 5 mM GDP-BeF3

- ou 1,5 mM GDP-AlFx
-) 

Dans du BRB80 1X 

Solution de tubuline-maison porcine 
La tubuline est purifiée maison à partir de cervelles de porc fournies par l’abattoir de la Cooperl de Saint-
Brieux par deux cycles d’assemblage dans un tampon de haute molarité décrit précédemment (Castoldi & 
Popov., 2003) et une étape de recyclage de la tubuline pour obtenir de la tubuline chargée en GDP au sein 
du site E localisé au niveau de la sous-unité b de l’hétérodimère selon (Ashford et al., 1998). La tubuline est 
stockée dans le tampon BRB80 à une concentration finale à 220 µM (22 mg.ml-1). Par précaution, une étape 
d’ultracentrifugation à 141 000 x g (Airfuge, A-110 rotor) avant utilisation de la solution mère de tubuline 
est mis en place afin d’enlever des agrégats de tubulines éventuels. 
 

II.  Méthodes 

 Préparation des microtubules dans différents états nucléotidiques 

  Pour nos conditions d’auto-assemblage, une concentration de tubuline purifiée équivalente à une 

variation de D.O comprise entre 0,2 et 0,4 en turbidimétrie à 350 nm est suffisante. En effet, ces variations 

de DO correspondent à une densité de microtubules comprise en moyenne entre trois et une dizaine de 

microtubules par champs d’acquisitions (905.23 nm x 905.23 nm) dans nos conditions de cryo-microscopie 
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électronique. Ainsi, cette concentration de tubuline doit être ajustée en fonction du type de nucléotide 

utilisé. En effet, chaque nucléotide confère à la tubuline une capacité nucléatrice différente.  

 

 La tubuline en présence des nucléotides, GTP (condition contrôle) et GMPCPP est capable de 

s’auto-assembler aux concentrations critiques de 15-20 µM et estimée à moins de 2 µM (Hyman et al., 

1992), respectivement. Ainsi, pour nos manipulations in vitro en cryo-microscopie électronique, les 

microtubules-GTP et -GMPCPP sont issus de la polymérisation d’une solution d’assemblage contenant 40 

µM ou 10 µM de tubuline porcine purifiée, respectivement, 1 mM GTP ou 0,1 mM GMPCPP dans le tampon 

de travail BRB80) mis à 35 °C pendant 1h. 

 

 La tubuline, en présence des nucléotides, GMPCP, GMPPCP, GTPgS, GDP-BeF3
- et GDP-AlFx

-, n’est 

pas capable de former des microtubules en auto-assemblage. Ces analogues non-hydrolysables du GTP 

confèrent à la tubuline un faible pouvoir nucléateur. Sa concentration critique finale en auto-assemblage 

en présence de ces faibles nucléateurs excède les 100 µM de tubuline. Cependant, une telle concentration 

en tubuline est inadéquate en cryo-ME car la forte concentration de matériel biologique diminue ainsi le 

rapport signal-sur-bruit lors de nos acquisitions. C’est pourquoi une stratégie a été élaborée pour améliorer 

la polymérisation. Si la phase de nucléation de la tubuline en présence de faibles nucléateurs est l’élément 

limitant, alors la stratégie a été de contourner la phase de nucléation et ce, en initiant l’assemblage de la 

tubuline en présence d'amorces, dites personnalisées. Le protocole détaillé est présenté dans l’article Ku 

et al., 2020. 

 

 Pour résumer, en présence de GMPCP, GMPPCP, GTPgS, GDP-BeF3
- et GDP-AlFx

-, la solution de 

polymérisation finale nécessite d’ajouter une solution-amorce constituée de microtubules préassemblés 

en présence du nucléotide d’intérêt dans une solution riche en glycérol (25 %), mis à incuber à 35 °C 

pendant 1 h. Les microtubules obtenus, assemblées sous divers états nucléotidiques sont alors 

fragmentées par sonication (30 secondes). La solution-amorce permet de s’affranchir de la barrière 

énergétique nécessaire pour la polymérisation des premiers oligomères de tubuline. Pour assembler des 

microtubules GTPgS, GMPCP et GMPPCP, un dixième de la solution finale de microtubules GTPgS, GMPCP 

ou GMPPCP (dont les concentrations finales à 40 µM de tubuline, à 1 mM GTPgS ou à 2 mM GMPCP ou 

GMPPCP, 25% de glycérol dans du BRB80) sont ajoutés dans une solution d’assemblage préchauffée à 35 

°C (dont les concentrations finales à 40 µM de tubuline, à 1 mM de GTPgS ou à 2 mM de GMPCP ou 

GMPPCP, 1/10 d’une solution-amorce-GTPgS, -GMPCP ou -GMPPCP dans du BRB80) à 35 °C pendant 1 h. 

La présente stratégie permet l’obtention de microtubules- GTPgS, -GMPCP et -GMPPCP à 2,5 % de glycérol 

et 40 µM de tubuline en concentration finale.  
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 Les analogues fluorés nécessitent une étape supplémentaire car leurs solutions sont peu stables 

dans le temps. Ainsi, elles sont préparées avant chaque expérience. Le mélange des composés fluorés 

s’effectue directement dans le volume de tampon d’assemblage nécessaire, soit pour la solution-amorce, 

soit pour la solution d’assemblage finale. Pour cela, les sels de fluors sont ajoutés en amont en 

concentration finale à 5 mM de fluorure de Béryllium (BeF3
- ; à partir de 20 mM de NaF et 5 mM BeSO4) ou 

à 1,5 mM d’Aluminium Fluoride (AlFx
- ; à partir de 2 mM HKF2 et 1.5 mM AlCl3) dans le BRB80, lequel est 

complémentée avec du GDP à 1 mM (final). Ce mélange permet l’obtention de la solution de complexes 

nucléotidiques fluorés GDP-BeF3
- ou GDP-AlFx

- dans le volume nécessaire de BRB80 où est initié 

l’assemblage de la tubuline. Pour une solution-amorce, 25 % glycérol et 40 µM de tubuline (concentrations 

finales) sont ajoutés au mélange. La solution-amorce est mise à incuber à 35 °C pendant 1 h puis 

fragmentée par sonication (30 s) pour être utilisée comme amorces dans la solution d’assemblage. Pour la 

solution d’assemblage finale, 1/10 du volume de la solution-amorce fragmentée de BeF3
- ou d’AlFx

- et 40 

µM de tubuline sont ajoutés au mélange nucléotidique fluoré préchauffée à 35 °C. Cette dernière solution 

constitue la solution de microtubules-GDP-BeF3
- ou -GDP-AlFx

- observés en cryo-ME. En résumé, la solution-

amorce de BeF3
- ou d’AlFx

- en concentrations finales est à 40 µM de tubuline, 5 mM de BeF3
- ou 1,5 mM 

d’AlFx
-, 1 mM de GDP, 25 % de glycérol dans du BRB80, et la solution d’assemblage finale est composée de 

40 µM de tubuline, 5 mM de BeF3
- ou 1,5 mM d’AlFx

-, 1 mM de GDP, 1/10 solution-amorce de BeF3
- ou 

d’AlFx
- dans du BRB80. Cette stratégie nous permet de récupérer une polymérisation suffisante en présence 

de faibles nucléateurs et de diminuer la concentration de tubuline à 40 µM et 2.5 % de glycérol dans la 

solution d’assemblage finale, conditions adéquates pour les acquisitions en cryo-ME. 

 

 Préparation des grilles pour l’analyse par cryo-microscopie électronique 

(cryo-ME) 

 Tous les échantillons de microtubules ont été préparés sur des grilles perforées et carbonées en 

cuivre (QUANTIFOIL Cu 200 R3.5/1). Les grilles ont été ionisées à 10 mA pendant 30 s dans un Leica EM 

ACE600 avant chaque dépôt d’échantillon. Tous les échantillons ont été préparés dans le cryo-préparateur 

automatisé de Leica EM GP. La chambre à humidité contrôlée est paramétrée à 100% humidité, le temps 

de blot est fixé à 2 s sur du papier filtre Whatman n°1. La température de la chambre est maintenue à 35 

°C pour toutes les conditions. Les grilles et pinces sont préchauffées avant toute utilisation.  

 4 µl des solutions de microtubules-GDP et -GMPCPP après 1 h d’incubation à 35 °C sont prélevés 

et déposés directement sur les grilles. Pour les échantillons de microtubules-GMPCP, GMPPCP, -GTPgS, -

GDP-BeF3
- et -GDP-AlFx

-, une étape de dilution avant le dépôt sur grille est nécessaire. Les solutions de 

microtubules-GMPCP, GMPPCP, -GTPgS, -GDP-BeF3
- et -GDP-AlFx

- après un minimum d'1 h d’incubation à 

35 °C sont diluées en amont dans le tampon de travail sans tubuline préchauffé à 35 °C , soit au demi (1:2) 

en présence des analogues GMPCP, GMPPCP, -GDP-BeF3
- et -GDP-AlFx

-), soit au huitième (1:8) en présence 
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de GTPgS. 4 µl des solutions pré-diluées de microtubules-GMPCP, -GMPPCP, -GTPgS, -GDP-BeF3
- et -GDP-

AlFx
-) sont ainsi déposés sur grille et sont incubés dans l’enceinte contrôlée de l’EM GP pendant 30 s. Cette 

courte incubation assure une adsorption des microtubules sur la grille (Alushin et al., 2014). L’excédent de 

solution de chaque échantillon est adsorbé lors de la phase de blot, ce qui permet l’obtention de fines 

couches d’échantillons piégées dans les trous de chaque grille. Les grilles sont ensuite préparées par une 

congélation rapide dans de l’éthane liquide. Chaque grille est transférée dans des boîtes de stockage et 

conservées dans un tank rempli d’azote liquide jusqu’au jour de leur observation.  

 

 Acquisition des données de cryo-ME 

Pour l’acquisition des images, les grilles vitrifiées sont transférées à l’extrémité d’un porte échantillon, 

simple axe (modèle 626, Gatan) dans une cryo-station remplie d’azote liquide et sont insérées dans un 

microscope électronique (Tecnai G2 T20 Sphera, FEI) paramétré à une tension d’accélération de 200 kV. Le 

microscope est équipé d'une caméra CCD 4k × 4k (USC4000, Gatan). Les images sont acquises à faible dose 

d’électrons en binning 2 à un grossissement nominal de x 29 000 (taille de pixel correspondant à 0,79 nm). 

 Analyses des données 2D 

 Les images contiennent plusieurs microtubules orientés de façon différentes. Afin d’extraire les 

paramètres structuraux de la paroi, chaque microtubule est individualisé, redressé et analysé dans un 

premier temps manuellement, et dans un deuxième temps de manière plus automatisée à l’aide du 

programme TubuleJ, développé dans l’équipe (Blestel, Kervrann and Chrétien, 2009b) et amélioré grâce au 

travail collaboratif de notre équipe avec Cédric Messaoudi (Institut Curie). Le protocole est résumé dans 

l’article intitulé « Determination of Microtubule Lattice Parameters from Cryo-electron Microscope Images 

Using TubuleJ ».  
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Résumé : Les microtubules sont des composants 
essentiels du cytosquelette, dont la dynamique est 
intiment liée à l’hydrolyse du GTP de la tubuline 
(sous-unité β) lors de la polymérisation. La paroi 
des MTs, constituée de tubuline-GDP et 
métastable, serait stabilisée par l’extrémité en 
croissance constituée de tubuline-GTP et ainsi 
nommée coiffe GTP. Cependant, la nature de la 
coiffe ainsi que les modifications 
conformationnelles subies par la tubuline lors de 
l’hydrolyse du GTP restent discutées. Le modèle 
actuel propose que la tubuline-GTP de la coiffe 
possèderait une conformation étendue et que son 
hydrolyse serait accompagnée d’une compaction 
fragilisant les contacts latéraux inter-tubuline et 
donc la stabilité de la paroi. Cependant, ce modèle 

découle d’études structurales réalisées sur des 
parois de MTs formées à partir de tubuline-
GMPCPP, un analogue lentement hydrolysable du 
GTP, et suppose que cet analogue constituerait le 
modèle bona fide du GTP. Afin de vérifier cette 
théorie, nous avons entrepris au cours de ma thèse 
l’analyse structurale de parois assemblées en 
présence d’une gamme élargie d’analogues 
lentement hydrolysables du GTP. Nos résultats 
montrent notamment qu’un autre analogue du 
GTP, le GDP-BeF3

-, pourrait s’avérer être un 
meilleur analogue structural que le GMPCPP et 
suggèrent l’absence de compaction de la tubuline 
lors de l’hydrolyse du GTP. La compaction de la 
tubuline ne serait donc pas le mécanisme 
responsable de l’instabilité de la paroi des MTs.  
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Abstract: Microtubules are highly dynamic 
cytoskeletal fibers essential for the cell’s life. Their 
dynamics is intimately linked to the GTP hydrolysis 
of tubulin (β subunit) during polymerization. The 
metastable GDP-tubulin lattice is thought to be 
stabilized by the growing GTP-tubulin extremity, 
called the GTP cap. However, the nature of this cap 
as well as the conformational changes undergone 
by tubulin during GTP hydrolysis is still discussed. 
The current model suggests that the GTP-tubulin 
conformation is extended and that its hydrolysis 
provokes a compaction weakening the tubulin 
lateral interaction and thus the stability of the 
lattice. However, this model is based on structural 

studies of MT lattices formed from GMPCPP-
tubulin, a slowly hydrolysable analogue of GTP, and 
assumes that this analogue is the bona fide model 
of the GTP. To test this theory, we undertook, 
during my thesis, a structural analysis of the lattice 
assembled in the presence of an extended range of 
slowly hydrolysable GTP analogues. Our results 
show that another GTP analogue, GDP-BeF3

-, may 
prove to be a better structural analogue than 
GMPCPP, and suggest the absence of tubulin 
compaction during GTP hydrolysis. Tubulin 
compaction would therefore not be the 
mechanism responsible for the instability of the MT 
wall.


