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Résumé de la these

Caractérisation du role fonctionnel des sous-unités MEI-1 et MEI-2 dans la régulation de
I'activité de coupure des microtubules de la Katanine chez C. elegans

Les microtubules sont des polymeres dynamiques du cytosquelette essentiels a divers
processus cellulaires tels que le transport intra-cellulaire, la migration ou la division cellulaire. Parmi
les protéines régulatrices de leur dynamique, les « Microtubules Severing Enzymes » (MSE) sont des
ATPases qui coupent les microtubules modifiant ainsi leur nombre, leur longueur et leur organisation
en réseau. Des défauts d’activité de ces enzymes sont associés a des pathologies humaines, telles que
des maladies neurodégénératives ou de I'infertilité masculine.

La famille des MSE comprend la Spastine, la Katanine et |la Fidgetine. Leur mécanisme d’action
est de plus en plus étudié, cependant le mode de régulation de leur activité n’est pas encore bien
connu. Nous utilisons comme modele la Katanine de C. elegans, dont I'activité est essentielle au cours
de la méiose femelle pour assurer I'assemblage du fuseau méiotique. Cependant, cette méme activité
a aussi été décrite comme étant toxique en mitose au cours du développement embryonnaire. Afin
de comprendre comment l'activité de la Katanine est régulée/contrblée durant cette transition
méiose-mitose, nous cherchons a déterminer comment I’enzyme interagit spécifiquement avec son
substrat et comment la phosphorylation/déphosphorylation de I’enzyme module son activité
enzymatique.

Au cours de ma thése, j'ai identifié plusieurs motifs d’interaction de la Katanine avec les
microtubules in vitro dont les mutations modifient drastiquement I'activité de I'enzyme in vivo. De
plus, j’ai déterminé que plusieurs tubulines sont spécifiquement ciblées par la Katanine pour I'interagir
avec le microtubule. Ces résultats démontrent un mode d’interaction enzyme-substrat précis requis
pour contrdler I'activité de la Katanine. D’autre part, en développant un outil fonctionnel nous
permettant de suivre la localisation de la Katanine dans le ver entier, nous avons, pour la premiére
fois, mis en évidence qu’aprés une réduction de sa quantité a la transition méiose-mitose, la Katanine
reste présente sur les fuseaux mitotiques au cours du développement. Ce résultat inattendu souleve
la question du rdle de la Katanine en mitose chez C. elegans. Nous avons aussi montré qu’a la transition
méiose-mitose, I'activité de la Katanine est contrélée par phosphorylation a deux niveaux: (i) les
phosphorylations de la Katanine inhibent son activité enzymatique et (ii) sont suffisantes a son envoi
a la dégradation.

Mon travail de thése met ainsi en évidence différents modes de régulation de I'activité de la
Katanine permettant, a plus long terme et dans un but thérapeutique, de comprendre comment une
suractivité enzymatique identifiée dans un contexte pathologique pourrait étre contrélée.

Mots clés : Microtubule Severing Enzyme, interaction enzyme-substrat, C. elegans, fuseau méiotique
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Thesis abstract

Characterization of functional roles of MEI-1 and MEI-2 subunits in the regulation of
Katanin microtubule-severing activity in C. elegans

Microtubules are dynamic polymers of the cytoskeleton, essential for diverse cellular events
such as intracellular transport, cell division and cell migration. Among regulators of microtubule
dynamics is the family of Microtubule-Severing Enzymes (MSE) consisting of ATPases able to sever
microtubules in order to modulate their number, length and network organization. Defects in their
activity can cause severe human pathologies including neurodegenerative diseases and male
infertility.

MSE family comprises three members: Spastin, Fidgetin and Katanin. Their mechanism of
action is well studied, but how their activity is regulated is not known. To answer this question, we are
using C. elegans Katanin, whose activity is essential for meiotic spindle assembly during female
meiosis, as @ model. Its essential activity for meiosis has been described as toxic for mitosis during
embryonic development. In order to understand how Katanin activity is regulated and controlled
during the meiosis-mitosis transition, we wanted to determine how Katanin binds specifically its
substrate and how Katanin phosphorylation modulates its enzymatic activity.

During my thesis, though combination of in vitro and in vivo approaches, | have identified two
distinct Katanin microtubule-binding domains. Mutations of these domains are modifying Katanin
activity. Moreover, | have determined that several tubulins are specifically targeted by Katanin to
interact with microtubules. These results demonstrate a precise enzyme-subtract interaction required
for Katanin activity during meiosis. By implementing, for the first time, a functional tool allowing us to
follow Katanin localization in the whole worm, we have highlighted that even if Katanin levels are
drastically reduced during the meiosis-mitosis transition, they remain present in mitosis, specifically
on the mitotic spindle during embryonic development. This unexpected result raises the question of
Katanin roles during mitosis. We have also shown that during the meiosis-mitosis transition, Katanin
activity is controlled by phosphorylation at two levels: (i) phosphorylation of Katanin inhibits its
enzymatic activity, and (ii) is sufficient to send Katanin to degradation.

My thesis work contributed to highlight different Katanin modes of regulation allowing us, in
the future and in a therapeutic goal, to understand how an over-activity of MSE could be controlled
in a pathological context.

Key words: Microtubule Severing Enzyme, microtubule binding, meiotic spindle, C. elegans
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Introduction

Chaque organisme vivant est constitué d’une ou plusieurs cellules. L’architecture de la cellule
est assurée par le cytosquelette présent dans son cytoplasme. Il permet de coordonner la forme et les
mouvements de la cellule ainsi que ses fonctions cellulaires. Cette structure sous forme de filaments
est composée de trois types de polymeres dynamiques: les filaments d’actine, les filaments
intermédiaires et les microtubules. Nous nous intéressons plus particulierement au réseau de

microtubules et a sa régulation dans la cellule.

. Microtubules : structure dynamique du cytosquelette

Les microtubules sont des composants du cytosquelette essentiels a I’activité de la cellule. Ils
s’organisent sous forme de réseau dynamique pour participer activement a la structure de la cellule et
aux fonctions cellulaires essentielles. Le role indispensable du réseau de microtubules est retrouvé au
cours d’événements et de fonctions cellulaires importants comme par exemple, le transport

intracellulaire, la migration, la polarité, et la ségrégation des chromosomes durant la division cellulaire.

A. Composition du dimere de tubulines

Les microtubules sont des polymeéres de tubulines a et B qui s’assemblent sous forme d’un
tube dynamique. Selon les types cellulaires, différentes isoformes de tubulines sont exprimées. Chez
I"'homme par exemple, neuf isoformes de la tubuline a et neuf de la tubuline B ont été identifiées. Les
tubulines sont composées de deux domaines principaux : le corps globulaire de la protéine d’environ
50kDa et un domaine non structuré d’une vingtaine d’acides aminés chargés négativement qui
constituent la queue carboxy-terminale de la tubuline (Figure 1). Elles s’associent sous forme de
dimére a-B pour composer un microtubule dynamique. Chacune des tubulines a et B contient un site
d’interaction au GTP. Celui de la tubuline B est exposé alors que le site de la tubuline a se trouve a

I'interface entre a et B, celui-ci n’est pas accessible pour I’hydrolyse du GTP (Roll-Mecak, 2020).
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Figure 1: Structure du dimére tubuline a-B. (A) Vue extérieure de la surface du microtubule. Trois
protofilaments composés de dimére de tubulines a et B sont alignés de fagon latérale. La tubuline a est colorée
en bleu ciel et la tubuline B en bleu foncé. (B) Structure de la tubuline a (bas) et de la tubuline B (haut) composé
d’un corps globulaire et d’une queue carboxy-terminale chargée négativement. Figure extraite de la revue
Roll-Mecak, 2020.

-

B. Organisation et dynamigue des microtubules

Les dimeres de tubulines a-f s’assemblent de fagon linéaire « Head-to-tail association » via
leur corps globulaire pour générer un protofilament. Plusieurs protofilaments orientés dans le méme
sens s’associent ensuite pour former un feuillet qui se referme sous forme de tube polarisé

(Figures 1 et 2).
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Figure 2 : Représentation schématique de la composition du microtubule, des étapes de son assemblage et de
sa dynamique. (a) Représentation d’un dimére de GTP-tubuline a-B, GDP-tubuline a-B et d’un protofilament. (b)
Organisation d’un microtubule polarisé formé a partir de 13 protofilaments. (c) Assemblage d’un microtubule a
partir de protofilaments s’organisant sous forme d’un feuillet pour se refermer sous forme d’un tube polarisé.
Ce tube dynamique oscille entre polymérisation et dépolymérisation. Figure extraite de la revue Akhmanova and
Steinmetz, 2008.

Les microtubules les plus couramment observés dans les cellules sont composés de 13
protofilaments. Toutefois, il existe une grande diversité de microtubules dans le monde eucaryote. Le
nombre de protofilaments peut varier de 9 a 16 selon les espéces et selon les types cellulaires au sein
d’une méme espece (Chaaban and Brouhard, 2017). Des microtubules de 15 protofilaments ont été
identifiés dans les cellules ciliées de I'oreille interne chez la souris (Chaaban and Brouhard, 2017). Ces
microtubules a plus large diameétre sont plus rigides et ont été proposés pour étre utiles lors de la
mécanotransduction. Cela a aussi été observé dans les neurones sensoriels de chez C. elegans alors
gue ses neurones de la corde ventrale possédent des microtubules de 11 protofilaments (Chaaban and
Brouhard, 2017). Il a aussi été rapporté que le nombre de protofilaments peut varier dans la méme
cellule au cours d’un événement cellulaire. Par exemple, durant I'activation des plaquettes dans le
sang chez ’lhumain, les microtubules varient de 13 a 14 et 15 protofilaments (Chaaban and Brouhard,
2017). La géométrie du microtubule a 13 protofilaments permet une orientation des protoméres

paralléle a I'axe du microtubule. Alors que les protofilaments d’autres géométries, par exemple, 14



protofilaments, nécessitent de s'enrouler autour de I'axe du microtubule (Figure 3) (Chrétien and
Wade, 1991). Cela implique des différences d’interactions latérales entre les isoformes des tubulines
a et B, mais aussi des différences de domaines des tubulines exposés a la surface du microtubule. Ces
observations soulignent la diversité et la complexité de I'organisation des microtubules dans les

cellules eucaryotes.

“straight” “super-twisted”

Figure 3 : Organisation géométrique des protofilaments dans le microtubule. (A) Vue latérale et vue supérieure
d’un microtubule composé de 13 protofilaments. (B) Représentation schématique du pas de décalage de la
tubuline. Lorsque que le microtubule est composé de 13 protofilaments, ceux-ci sont organisés de fagon paralléle
a I’axe du microtubule. Alors que lorsque le microtubule contient 14 protofilaments, ils doivent s’enrouler autour
de I'axe du microtubule. Figure extraite de la revue Chaaban and Brouhard, 2017.

Le microtubule est un tube polarisé qui dispose d’une extrémité positive et d’'une extrémité
négative, selon I'exposition de la tubuline B et la tubuline a respectivement. Le microtubule oscille
continuellement entre état de polymérisation et de dépolymérisation (Figure 2). Ses deux extrémités
sont dynamiques, a la différence prés que I'extrémité positive croit et décroit beaucoup plus
rapidement que I'extrémité négative. Ces deux phases du cycle de la dynamique du microtubule
dépendent de la disponibilité en tubuline libre et en GTP. La présence de dimeres de tubulines a-B liés
a du GTP stimule la polymérisation des microtubules. A I'inverse, une extrémité non stabilisée qui
décroit rapidement est un événement appelé « catastrophe » (Figure 2). Lorsque celle-ci est
« contrblée et réparée » par une nouvelle croissance du microtubule, cela est nommé « sauvetage »
(Figure 2). Ainsi les parametres les plus couramment utilisés dans la littérature pour analyser la
dynamique des microtubules, in vitro ou in vivo, sont les taux de polymérisation et de dépolymérisation

du microtubule, et les fréquences de catastrophes et de sauvetages du microtubule.

Des agents chimiques sont utilisés au laboratoire pour contréler la dynamique du réseau de

microtubules in vivo ou in vitro. Le taxol et ses dérivés stabilisent les microtubules en bloquant leur



dépolymérisation. La colchicine est utilisée dans le but de bloquer la polymérisation des microtubules.
Ces drogues sont extrémement toxiques pour la cellule, puisqu’elles inhibent toutes les fonctions
cellulaires critiques a la vie cellulaire qu’assure le réseau de microtubules comme le maintien structural
de la cellule, le transport intracellulaire, la migration ou encore la ségrégation des chromosomes. Ces
drogues sont utilisées en premiere ligne de traitement thérapeutique contre les cancers pour limiter

la propagation des cellules cancéreuses.

C. Fonctions cellulaires du réseau de microtubules

Afin de participer activement aux mécanismes cellulaires essentiels a la cellule, les
microtubules sont organisés sous forme de réseaux fonctionnels. Plusieurs réseaux de morphologie
différente et avec des caractéristiques différentes peuvent coexister dans la méme cellule. Selon le
contexte cellulaire, différentes protéines de la grande famille des « Microtubules Associated Proteins »

(MAPs) contribuent a la régulation de la dynamique et a I'organisation des microtubules.

Dans le but de démontrer I'importance du réseau de microtubules dans la vie et les fonctions
de la cellule, voici des exemples de mécanismes cellulaires pour lesquels les microtubules sont
indispensables, associés a des exemples d’organisation en réseau des microtubules et des exemples

de MAPs qui interviennent dans la régulation de leur dynamique et de leur organisation.

Au cours de la division cellulaire, les microtubules qui composent le fuseau mitotique sont
essentiels pour le mouvement et la correcte ségrégation des chromosomes entre deux cellules filles.
Un des centres organisateurs de microtubules (MTOC) majoritaire dans la cellule qu’elle soit en
interphase ou en mitose, est le centrosome (Figure 4). Cette structure cellulaire est composée de deux
centrioles, deux cylindres de tubulines organisés de facon orthogonale, entourés du matériel
péricentriolaire. Les microtubules émanent du matériel péricentriolaire sous forme radiale pour
connecter les chromosomes et le cortex de la cellule par leurs extrémités positives. Les microtubules
polymérisent a partir d’anneaux de tubuline y présents a la surface du centrosome. Le complexe
y-TURC (y-Tubulin Ring Complex) est un complexe protéique organisé sous forme conique. Il est
composé de nombreuses protéines et de 14 tubulines y qui servent de support pour positionner les
dimeéres de tubulines a-B et initier la croissance du microtubule. Le complexe y-TURC est un composant
extrémement important pour la cellule puisqu’il contribue a I'organisation des microtubules dans
d’autres contextes cellulaires en absence de centrosome (Akhmanova and Kapitein, 2022). Durant la
mitose chez les mammiferes, EB1 (End-Binding Protein 1) ainsi que ses partenaires présents sur les
kinétochores créent et maintiennent les interactions entre les microtubules dynamiques et les

chromosomes pour une fidele ségrégation des chromosomes (Mustyatsa et al., 2017). La famille des



protéines EB (End-Binding) cible I'extrémité positive du microtubule pour recruter des partenaires
protéiques et stimuler la polymérisation du microtubule. Les protéines EB interagissent avec les
microtubules via leur domaine d’homologie aux calponines (CH domain) qui leur permet de cibler
précisément la surface du microtubule entre deux protofilaments au milieu de quatre dimeres de
tubulines a-B (Martin and Akhmanova, 2018). A I'inverse, pour corriger les erreurs d’interaction entre
microtubules et kinétochores, la dépolymérase MCAK (Mitotic Centromere-Associated Kinesin) de la
famille des Kinesines-13 cible I'extrémité positive du microtubule pour initier sa dépolymérisation en

éliminant des dimeéres de tubuline (Akhmanova and Steinmetz, 2015; Sanhaji et al., 2011).

Figure 4 : Organisation du réseau de microtubules au cours de la division cellulaire. Inmunomarquage de
cellules humaines U20S fixées en interphase (a), en métaphase (b), en anaphase (c) et en télophase (d) avec un
anticorps anti-tubuline (vert) aprés une coloration au DAPI (bleu). Figure extraite de (Draber and Draberova,
2021).

Dans les cellules musculaires, le réseau de microtubules est notamment important pour
positionner les noyaux. Les microtubules sont organisés en un réseau paralléle a I'axe longitudinal de
la cellule (Figure 5). Il a été observé que dans ces cellules, I'activité du centrosome est atténuée et
I’enveloppe nucléaire prend le réle de MTOC. Le complexe y-TURC est relié a la membrane nucléaire
via la protéine AKAP9. Il permet ainsi la nucléation des microtubules et la stabilisation de leurs

extrémités négatives (Akhmanova and Kapitein, 2022; Becker et al., 2020).



Figure 5: Organisation du réseau de microtubules dans une fibre musculaire. Imnmunomarquage de fibre
musculaire de souris avec un anticorps anti-tubuline (vert) aprés une coloration au DAPI (bleu). Figure extraite
de (Belanto et al., 2014).

Les microtubules sont essentiels pour maintenir la polarité des cellules épithéliales et la
position subcellulaire des organites. Le réseau de microtubules est organisé selon I’axe apico-basal de
la cellule, avec les extrémités négatives au pole apical. Les microtubules sont nucléés a partir de la
membrane plasmique. Dans les cellules épithéliales de mammiferes, CAMSAP (Calmodulin-regulated
Spectrin-Associated Protein) est relié a la membrane plasmique via la Spectraplakine. La famille de
protéines CAMSAP a pour fonction de stabiliser I'extrémité négative du microtubule. En bloquant la
dynamique de cette extrémité, cela permet de démarrer une nucléation du microtubules et de I'utiliser
comme «amorce » pour stimuler la polymérisation du microtubule via I'extrémité positive
(Akhmanova and Hoogenraad, 2015; Akhmanova and Kapitein, 2022; Noordstra et al., 2016). Dans
d’autres contextes cellulaires, les CAMSAPs reconnaissent les extrémités négatives des microtubules
pour les stabiliser et recruter d’autres MAPs spécifiques de I'extrémité négative, appelées les —TIPs
(« Microtubule minus-end tracking proteins »). Les CAMSAPs interagissent avec les microtubules,
spécifiguement entre deux diméres de tubulines de deux protofilaments différents, via leur domaine
CKK et un domaine supplémentaire MBD pour CAMSAP2 et CAMSAP3 (Akhmanova and Steinmetz,
2019).

Les microtubules sont essentiels a la structure et a la fonction des neurones. Dans les axones,
les microtubules adoptent une organisation paralléle particuliere sous forme de faisceaux (Figure 6).
Ces faisceaux, appelés « bundles », maintiennent la structure de I'axone, favorisent I'élongation de
I'axone et facilitent le transport intracellulaire de cargos. Les faisceaux de microtubules sont des
alignements antiparalléles de microtubules générant un large groupe de microtubules dynamiques.
Certaines MAPs, comme Tau, favorisent la formation de faisceaux en formant des liens transversaux
entre les microtubules dans les neurones. La protéine Tau se dimérise et interagit avec la surface de
chacun des deux microtubules pour les stabiliser et former des cross-links entre ces microtubules. Les
moteurs moléculaires, tels que la Kinesine-1 participent aussi activement a la formation de bundles.

Ces enzymes forment des cross-links de microtubules et grace a leur mouvement sur la surface de I'un



des deux microtubules, permet de faire glisser un microtubule sur le second. Ce mécanisme permet,
par exemple, le transport de longs microtubules vers I'extrémité de I'axone nécessaires pour son
élongation (Akhmanova and Kapitein, 2022; Akhmanova and Steinmetz, 2015). Ce mécanisme est aussi
retrouvé au niveau du fuseau mitotique central au cours de I'anaphase. Les protéines de la famille
MAP65/PRC1 se coordonnent avec les protéines de la famille des Kinesine-4 et Kinesine-5 pour former
des faisceaux de microtubules et faire glisser les microtubules de fagon antiparalléle. PCR1 contient un
domaine d’interaction aux microtubules (Spectrin domain) qui reconnait un dimere de tubulines et un

second domaine qui régule spécifiguement cette interaction (Walczak and Shaw, 2010).

Figure 6 : Organisation du réseau de microtubules dans des neurones. Imnmunomarquage de cellules PC12 de
rat avec un anticorps anti-tubuline B. Figure extraite du site abcam.com.

Le réseau de microtubules est aussi un support aux moteurs moléculaires pour le transport
intracellulaire qui est essentiel au fonctionnement de la cellule. Les microtubules sont des rails pour
les moteurs moléculaires. Les moteurs moléculaires sont des enzymes qui vont utiliser I’hydrolyse de
I’ATP pour se déplacer sur la surface du microtubule. Les Kinesines se déplacent de I'extrémité négative
vers l'extrémité positive du microtubule, appelé le transport antérograde. Dans un neurone, ce
transport se fera du corps cellulaire vers I'axone. A l'inverse les dynéines se déplacent de fagon
rétrograde, de I'extrémité positive vers I'extrémité négative du microtubule. Ces moteurs moléculaires
sont composés d’'un domaine moteur qui permet I’hydrolyse de I’ATP et I'interaction avec la surface
du microtubule. Le second domaine qui est plus variable permet I'interaction avec des partenaires

pour le support de cargos.

Il est aussi possible que les microtubules polymérisent a partir d’une nucléation spontanée et
autonome de diméres de tubulines a-p si leur concentration est assez haute. Les diméres s’associent

alors sous forme d’oligomeéres pour former un microtubule (Akhmanova and Kapitein, 2022). C'est



notamment le mode de polymérisation de microtubules utilisé in vitro dans les laboratoires a partir de

tubulines purifiées.

En plus de réguler la dynamique des microtubules dans la cellule, certaines MAPs modifient la
nature des microtubules en ajoutant des modifications post-traductionnelles sur les tubulines. Ces
modifications sont positionnées sur le corps globulaire de la tubuline ou sur la queue carboxy-
terminale. La détyrosination et la déglutamylation sont retrouvées uniquement sur la tubuline a, alors
qgue la méthylation, la polyglutamylation, I'acétylation ou la phosphorylation sont identifiées sur les
tubulines a et B (Roll-Mecak, 2020). L’ajout ou I’élimination de ces modifications a pour but de moduler
I'activité d’autres MAPs sur ce microtubule (Bodakuntla et al., 2021; Janke and Magiera, 2020; Roll-
Mecak, 2020). Par exemple, lorsque le microtubule subit une détyrosination compléte au cours de la
mitose, il devient insensible a I'activité de dépolymérisation par MCAK, ce qui conduit a des défaut de
ségrégation des chromosomes (Janke and Magiera, 2020). Dans les neurones chez la souris, la
polyglutamylation des microtubules permet une meilleure interaction productive des moteurs
moléculaires tels que les Kinesine-1, Kinesine-2 et Kinesine-3, avec le microtubule (Bodakuntla et al.,

2021; Roll-Mecak, 2020).

Au sein des régulateurs de la dynamique et de 'organisation du réseau de microtubules, il
existe une autre famille d’enzymes extrémement importantes pour le fonctionnement de la cellule.
Les « Microtubules Severing Enzymes » agissent comme des ciseaux moléculaires pour contréler les

microtubules dans I'espace dans de nombreux événements cellulaires.

Il. Microtubules Severing Enzymes : ATPases AAA* régulatrices de la dynamique des
microtubules

A. Rodles des « Microtubules Severing Enzymes » dans la cellule

Les « Microtubules Severing Enzymes » (MSE) sont des enzymes qui ont pour fonction de
couper les microtubules. Elles participent ainsi a une réorganisation rapide du réseau de microtubules
essentiel a I'’événement cellulaire dans lequel elles interviennent. Les MSE regroupent trois sous-
familles d’enzymes : la Spastine, la Fidgetine et la Katanine. Ces enzymes sont conservées entre les
especes eucaryotes. Elles sont retrouvées chez des organismes trés divers, tels que des organismes
unicellulaires comme Chlamydomonas reinhardtii, Tetrahymena thermophila, des plantes (Arabidopsis
thaliana), des nématodes (Caenorhabiditis elegans), des insectes (Drosophila melanogaster), ou

encore, des vertébrés comme Xenopus laevis et les mammiféres.



Méme si les MSE partagent la méme activité enzymatique, plusieurs MSE peuvent étre
exprimées dans un méme organisme. Les mécanismes cellulaires dans lesquels elles sont impliquées
peuvent étre trés variables d’'un organisme a I'autre, ou d’une MSE a I'autre. Par exemples, la Spastine
est importante pour le développement neuronal (Liu et al., 2021), la Katanine est essentielle a la
formation de cils et des flagelles (Lohret et al., 1998; Sharma et al., 2007), et la Fidgetine est requise

pour la division mitotique (Mukherjee et al., 2012).

L'importance de leurs activités dans la fonction d’une cellule est mise en évidence par
I’existence de nombreuses pathologies humaines causées par des mutations affectant I'expression ou
I'activité de la protéine. Par exemple, la paraplégie spastique héréditaire est une maladie neuronale
issue d’un défaut d’activité de la Spastine (Hazan et al., 1999). Une surexpression de la Katanine est
mesurée dans de nombreux cancers tels que le cancer du sein (Fu et al., 2018), de la prostate (Ye et
al., 2013; Zheng et al., 2019), de la thyroide (Chen et al., 2020) ou des poumons (Ye et al., 2020). Cette
surexpression a aussi été décrite comme biomarqueur de métastases de certains cancers (Ye et al.,
2013; Li et al., 2018; Wang et al., 2020). Des maladies cardiovasculaires (Furtado et al., 2017), des
malformations cérébrales (Mishra-Gorur et al., 2014; Yigit et al., 2016), ainsi que de la stérilité
masculine (Smith et al., 2012; O’Donnell et al., 2014) ont également été associées a une dérégulation
de I'activité de la Katanine. Enfin, un dysfonctionnement de la Fidgetine peut entrainer des troubles

neurologiques (Cox et al., 2000), ou étre impliqué dans le cancer du foie (Zhou et al., 2020).

B. Organisation des « Microtubules Severing Enzymes » & activité ATPase

i. Complexe enzymatique hexamérique

Les « Microtubules Severing Enzymes » (MSE) sont des ATPases AAA* (ATPase Associated with
diverse cellular Activities). Ces enzymes utilisent I'énergie générée par I'hydrolyse de I'ATP pour

remodeler leur substrat. Dans le cas des MSE, le substrat est le microtubule.

Les MSE s’assemblent sous forme d’hexamére pour assurer leurs activités d’hydrolyse de I’/ATP
et de coupure des microtubules (Figure 7). En effet, chaque monomeére est constitué d’'un domaine
AAA caractéristique des ATPases AAA (Figure 8) (Seraphim and Houry, 2020). Lors de I’'hexamérisation
des monomeres, le rapprochement des domaines AAA deux a deux conduit a la reconstitution d’une
« poche » d’interaction et d’hydrolyse de I’ATP via les domaines Walker A et Walker B. Cette
organisation sous forme d’hexamére assurant |’activité ATPase est strictement requise pour la coupure
des microtubules. Différentes études structurales récentes ont révélé la structure de la Spastine (Han
et al., 2020; Roll-Mecak and Vale, 2008; Sandate et al., 2019) et de la Katanine (Faltova et al., 2019;

Nithianantham et al., 2018; Rezabkova et al., 2017; Zehr et al., 2017; Zehr et al., 2020). Les six domaines



AAA organisés en hexamere forment le pore central (Figure 7). Trois boucles essentielles a I'activité de
coupure des microtubules sont exposées au milieu de ce pore. Les acides aminés qui composent ces
boucles sont chargés positivement. Tandis que le microtubule est chargé négativement due aux

gueues carboxy-terminales des tubulines exposées a sa surface.

Spastine Fidgetine Katanine

Figure 7 : Structure hexamérique des MSE chez C. elegans. (A) Reconstitution par SAXS de la structure du
domaine MIT et AAA de la Spastine de C. elegans (Roll-Mecak and Vale, 2008). (B) Structure crystalline du
domaine AAA de la Fidgetine-like 1 de C. elegans (Peng et al., 2013). (C) Structure par cryo-microscopie
électronique d’un fragment de la sous-unité catalytique MEI-1 de la Katanine chez C. elegans (Zehr et al., 2020).

Le second domaine qui est conservé entre les MSE est le domaine MIT (Microtubules Interating and
Trafficking) composé d’une succession de trois hélices (Figure 8). Malgré son nom, ce domaine ne
permet pas I'interaction directe de I’enzyme avec les microtubules. Il assure I'interaction de I'enzyme
avec d’autres partenaires protéiques (Roll-Mecak and McNally, 2010). Par exemple, la Spastine
interagit avec CHM1B, une protéine ESCRTIII, via ce domaine pour étre localisée sur le corps central

lors de la cytokinese.

MIT MTBD domaine AAA
Spastine —lD— -G
Fidgetine _— —

PO — D D ——

Katanine WD40 con80
PO — D G
P8O-like — G

Figure 8 : Représentation schématique des trois domaines fonctionnels des Microtubules Severing Enzymes.
La Spastine, la Fidgetine et la sous-unité catalytique p60 de la Katanine contiennent un domaine AAA (ATPase
Associated with diverse cellular Activities) et un domaine MIT (Microtubule Interacting and Trafficking). La
Spastine contient un domaine MTBD (Microtubules Binding Domain). Il existe deux types de sous-unités
régulatrices de la Katanine : p80 et p80-like. La sous-unité p80 contient un domaine WD40 et un domaine con80
retrouvé chez la sous-unité p80-like.



ii. Particularité de la Katanine : un hexamere de dimeres

La premiére de ces trois enzymes a avoir été purifiée a été la Katanine de I'oursin (McNally and
Vale, 1993). La Katanine se distingue des autres MSE par son organisation sous forme d’hexamére de
dimeéres (Figure 8). En effet, cette enzyme se compose de deux sous-unités, une sous-unité catalytique
et une sous-unité régulatrice, alors que les autres MSE n’en possedent qu’une seule. La sous-unité
catalytique, appelée p60, contient le domaine AAA conservé avec le monomere de la Spastine et de la
Fidgetine (Figure 8). Ce domaine est responsable de I'hexamérisation du complexe et de I'activité
d’hydrolyse de I’ATP. La sous-unité p60 interagit avec p80 via son domaine N-terminal (McNally and

McNally, 2011; Jiang et al., 2017).

La sous-unité régulatrice p80 a pendant longtemps été considérée comme « accessoire ».
Pourtant aujourd’hui, les données de la littérature suggérent que cette sous-unité a des fonctions
critiques. La sous-unité p80 stabilise I’'hexamere de la Katanine (Joly et al., 2016). A ce jour, une seule
étude démontre sa fonction essentielle d’interaction directe avec les microtubules (Joly et al., 2016).
Cependant, McNally and McNally (2011) affirment que linteraction de la Katanine avec les
microtubules est assurée par la partie N-terminale de p60. Seulement, dans leur étude les auteurs
co-expriment p60 et p80 de C. elegans dans des cellules en culture de Xénope pour analyser la
co-localisation de p60 avec les microtubules. lls ne prennent pas en compte la présence de la sous-
unité p80 pour justifier la co-localisation de p60 avec les microtubules. Méme si certaines sous-unités
p60, telles que p60 chez I'oursin ou KATNAL2 chez 'homme sont suffisantes pour couper les
microtubules, la présence de leur sous-unité p80 permet d’augmenter considérablement leur

interaction avec les microtubules (McNally and McNally, 2011; McNally et al., 2000).

La sous-unité régulatrice est aussi requise pour localiser la Katanine aux centrosomes au cours
de la mitose (Hartman et al., 1998; McNally et al., 2000; Mishra-Gorur et al., 2014). Elle est composée
de deux domaines caractéristiques : le domaine WD40 et le domaine con80 (Figure 8). Le domaine
WDA40 localisé en N-terminal de la protéine est une répétition de motifs organisés en feuillets B
assemblés sous forme circulaire, connue pour interagir avec des partenaires protéiques (Schapira et
al., 2017). Une mutation ponctuelle de ce domaine conservé conduit chez la souris a une stérilité
masculine causée par de multiples défauts au cours de la spermatogenése tels que la dynamique du

fuseau méiotique, le développement du flagelle, la structure de la cellule (O’Donnell et al., 2012).

Certaines sous-unités régulatrices sont appelées p80-like, car elles ne contiennent pas de domaine
WD40 mais seulement la partie carboxy-terminale des p80 (exemple : KATNBL1 chez I’humain) ou se
trouve le domaine con80 (Figure 8). Il assure en particulier I'interaction des sous-unités p60:p80

(Hartman et al., 1998; McNally et al., 2000; Srayko et al., 2000). Le fait que les sous-unité p80-like



interagissent directement avec les MT suggere fortement que le domaine con80 contient aussi le
domaine d’interaction aux microtubules de la sous-unité régulatrice (McNally et al., 2000; McNally and

McNally, 2011; Joly et al., 2016).

Les sous-unités p80 et p80-like possedent dans leur domaine con80 un motif extrémement
conservé entre les espéces (Figure 9). La quasi stricte conservation de ces résidus suggere un role
essentiel de ce motif dans I'activité du complexe enzymatique. Plusieurs hypothéses peuvent étre
proposées quant au role de ce motif : (i) motif d’interaction avec la sous-unité catalytique, (ii) motif
d’interaction avec les microtubules, (iii) motif d’interaction avec un partenaire protéique permettant
une localisation spécifique de la Katanine in vivo. Il a été décrit chez la souris que la surexpression de
mutants de ce motif dans des cellules modifient la localisation de la Katanine aux extrémités des

microtubules (Jiang et al., 2017).

Selon les espéces, plusieurs sous-unités catalytiques et régulatrices peuvent étre exprimées
dans le méme organisme (Roll-Mecak and McNally, 2010). Chez I’humain par exemple, il existe 3 sous-
unités catalytiques KATNA1, KATNAL1 et KATNAL2 ainsi que deux sous-unités régulatrices KATNB1 et
KATNBL1 qui peuvent s’assembler pour former différents types d’hexameres. Il a été montré que
KATNAL interagit avec KATNB1 et KATNBL1, que KATNAL1 interagit avec KATNB1 et KATBL1, et que
KATNALI1 interagit avec KATNB1 lorsque les sous-unités sont co-exprimées dans des cellules humaines
en culture (Cheung et al., 2016; Dunleavy et al., 2017). La probable coexistence de plusieurs Katanines
dans un organisme donné suggére que chaque Katanine a une spécificité : une activité de coupure de
microtubules plus élevée due a une affinité accrue de I'enzyme pour le substrat ou une activité ATPase
supérieure, une spécificité tissulaire/cellulaire, une cible différente sur son substrat, ou encore un

partenaire protéique spécifique.
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Figure 9:

WD40
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Alignement des séquences des sous-unités p80 de la Katanine chez différentes espéces.

Ce : Caenorhabiditis elegans ; Hs : Homo sapiens ; Mm : Mus musculus ; X| : Xenopus laevis ; Dm : Drosophila

melanogaster ; Sp : Strongylocentrotus purpuratus (oursin). Le code couleur bleu représente la conservation des

résidus entre les espéces : plus le bleu est foncé, plus le résidu est conservé. Le domaine WD40 des p80 est

encadré en violet et le domaine con80 est encadré en rose. La région d’intérét strictement conservée entre les

p80 est surlignée en vert.
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C. Activité de coupure des microtubules par les MSE

i. Coupure des microtubules & modification du réseau de microtubules

L’activité de coupure des microtubules a été rapportée pour la premiére fois a partir d’extraits
embryonnaires mitotiques de xénope. L'ajout de ces extraits a des microtubules fluorescents
polymérisés in vitro, entraine leur coupure et leur dépolymérisation (Vale, 1991). Une fois, les MSE
identifiée chez d’autres especes (McNally and Vale, 1993; Clark-Maguire and Mains, 1994a; Clark-
Maguire and Mains, 1994b), il a été démontré quelques années plus tard que cette activité de coupure
des microtubules dans les extraits embryonnaires mitotiques de xénope est assurée par la Katanine,
qui est essentielle a la réorganisation du réseau de microtubules au cours de la mitose (McNally and

Thomas, 1998).

Il a d’abord été décrit que cette coupure du microtubule par les MSE génere de nouvelles
extrémités du microtubule non stables qui causent la dépolymérisation de celui-ci (Matsushita-
Ishiodori et al., 2007; Mukherjee et al., 2012; Zhang et al., 2007; Zhang et al., 2011), ce qui semble étre
un mécanisme efficace pour déstructurer rapidement un réseau de microtubules. En effet, c’est ce qui
est observé lorsque les enzymes sont surexprimées dans des cellules. L’analyse de cette observation
doit étre modérée car dans ce cas, le ratio de la quantité d’enzyme active sur la quantité de
microtubules dans la cellule est bien supérieur que dans une condition physiologique. Cela implique
une suractivité de I'enzyme sur le réseau de microtubule. La quantité de tubuline-GTP disponible
n’étant pas suffisante pour réparer le microtubule et « contrer » I'activité de I’enzyme. Cela entraine
plus de coupures sur le méme microtubule et donc des conséquences plus importantes sur la stabilité

de celui-ci.

Cependant, de nouvelles études démontrent que dans le cas ou une concentration
physiologique en tubuline libre est ajoutée au systeme in vitro, I'activité de la Katanine ou de la
Spastine amplifie le nombre de microtubules au cours du temps (Vemu et al., 2018; Kuo et al., 2019).
Ces fragments de microtubules coupés qui possédent de nouvelles extrémités dynamiques, peuvent
croitre en utilisant de la tubuline libre disponible, ayant pour conséquence une augmentation du
nombre de microtubules dans I’espace. Cette observation a aussi été faite in vivo, par exemple au cours
de I'assemblage du fuseau méiotique femelle chez C. elegans (McNally et al., 2006; Roll-Mecak and
Vale, 2006; Srayko et al., 2006). Dans le cas ou la tubuline libre est largement en excés par rapport a
I’activité de coupure des microtubules par les MSE, la formation d’llots de GTP-tubuline est observée
la ol le microtubule a été endommagé par la MSE, correspondant a une réparation spontanée du
microtubule (Vemu et al., 2018). Un équilibre peut ainsi s’installer entre la coupure des microtubules

par les MSE et la polymérisation de microtubules a partir des fragments générés, permettant un



contrdle et une limitation de la croissance de ces « nouveaux » microtubules. C’'est ce qui est en
particulier observé au cours de la division mitotique chez Xenopus tropicallis et Xenopus laevis
(Loughlin et al., 2011) et lors de la division méiotique chez C. elegans (McNally et al., 2006). Des
mutations de la Katanine causant une réduction de son activité dans chacun des systémes, montrent
un allongement de la taille des fuseaux. Les MSE sont alors capables de contréler le nombre et la

longueur des microtubules permettant une organisation précise du réseau de microtubules.

C’est ainsi en modulant la dynamique d’assemblage et de désassemblage des microtubules, en
augmentant le nombre de microtubules disponibles dans I'espace et en controlant leur longueur, que
les MSE sont capables de réorganiser un réseau de microtubules de fagon rapide et efficace. Il existe
un exemple d’une réorganisation spectaculaire du réseau de microtubules par la Katanine, dans les
cellules de la tige de Arabidopsis thaliana (Figure 10). Apres exposition a la lumiére bleue, I'enzyme se
localise précisément a un croisement entre deux microtubules afin de les couper. Cela entraine la
nucléation de nouveaux microtubules pour modifier leur orientation de facon perpendiculaire a I'axe
de la racine. Ce mécanisme moléculaire illustre précisément le phototropisme chez Arabidopsis

thaliana permettant une courbure de la tige en réponse a la lumiére (Lindeboom et al., 2013).
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Figure 10 : Schéma du mécanisme moléculaire de phototropisme assuré par la Katanine chez Arabidopsis
thaliana. Aprées exposition des cellules de la tige (hypocotyle) de Arabidopsis thaliana a une lumiére bleue, la
Katanine reconnait un croisement de microtubules. L’enzyme coupe le microtubule pour entrainer la nucléation
de nouveaux microtubules a I'aide du complexe y-TURC. Cela permet une modification rapide de I'orientation
des microtubules en réponse a la lumiere. Figure extraite de la revue McNally and Roll-Mecak 2018, basée sur
I’étude de Lindeboom et al., 2013.

Les MSE ne sont donc pas seulement requises pour couper et déstructurer le réseau de

microtubules mais elles sont aussi des actrices majeures de la régulation de la dynamique



d’assemblage et/ou de réorganisation en réseau des microtubules. Mais quels sont les mécanismes

moléculaires utilisés par I’'enzyme pour générer cette coupure du microtubule ?

ii. Mécanisme moléculaire de coupure des microtubules

Les conséquences biologiques de I'action des MSE sur le réseau de microtubules ont largement
été observées depuis de nombreuses années, cependant les mécanismes moléculaires mis en place

pour modifier le réseau de microtubules sont plus difficiles a étudier.

Les MSE générent des dommages a la surface du microtubule conduisant a une fragilisation du
microtubule et a sa cassure. Ces dommages au microtubule causés par la Spastine ont été observés in
vitro par microscopie électronique (Figure 11) (Vemu et al., 2018) et ceux causés par la Katanine ont
été observés in vivo par tomographie électronique sur un fuseau méiotique d’ovocyte de C. elegans

(Srayko et al., 2006).

+Katanin Y
Smin \

Figure 11 : Observation de dommages aux microtubules causés par la Katanine in vitro. Images de microscopie
électronique a transmission des dommages causés par la Katanine sur le microtubule. Les fléches jaunes
indigquent les cassures du microtubule. Figure extraite de Vemu et al., 2018.

Le mécanisme moléculaire conduisant a ces dommages est complexe. Dans la littérature, de
nombreux éléments du mécanisme général ont été démontrés mais aussi de nombreuses suggestions
ont été proposées pour illustrer ce mécanisme d’action. Dans la suite de ce manuscrit, nous essayons

de mettre en lumiére ce qui est clairement démontré et ce qu’il reste a déchiffrer.

Les MSE nécessitent d’étre oligomérisées sous forme d’hexameére pour étre actives et couper
les microtubules. Sandate et al., (2019) proposent que I'oligomérisation de la Spastine est facilitée par

I'interaction des monomeres avec la surface du microtubule. Pourtant, deux autres études réalisées
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chez C. elegans démontrent que la Spastine et la Katanine s’assemblent sous forme d’hexameres
fonctionnels en absence de microtubules et sont capables d’hydrolyser I’ATP (Matsushita-Ishiodori et
al., 2009; Joly et al., 2016). L'interaction de la MSE avec son substrat n’est donc pas requise pour

I'oligomérisation du complexe.

P Interaction avec . .
Hexamérisation : Dommage au microtubule Cassure du microtubule
le microtubule

Figure 12: Schéma du mécanisme d’action des MSE pour générer la coupure du microtubule. La MSE
s’oligomérise sous forme d’hexameére puis interagit avec la surface du microtubule. La queue carboxy-terminale
d’une tubuline est insérée dans le pore centrale. A I'aide de son activité d’hydrolyse de I’ATP, I'enzyme géneére
un dommage au microtubule. Ces dommages déstabilisent le microtubule et entraine sa cassure.

La MSE interagit a la surface du microtubule pour générer le dommage (Figure 12). Néanmoins,
le mode d’interaction entre I’'enzyme et la surface du microtubule n’est pas si simple a étudier. Cela
implique d’analyser le(s) domaine(s) d’interaction précis de I'enzyme et les cibles reconnues sur le
microtubule. Plusieurs analyses structurales ont mis en évidence l'interaction directe du pore central
de I'hexamere et d’un peptide mimant la queue carboxy-terminale de la tubuline. Les résidus chargés
négativement du peptide sont en interaction directe avec les résidus chargés positivement des boucles
(loop 1 et loop 2) du pore central (White et al., 2007; Johjima et al., 2015; Sandate et al., 2019; Han et
al., 2020; Zehr et al., 2020). Par ailleurs, de nombreuses études démontrent que I'activité de coupure
des microtubules est strictement dépendante de la présence des queues carboxy-terminales de la
tubuline. Lorsque celles-ci sont éliminées du microtubule par digestion enzymatique par la subtilisine
qui cible spécifiquement ces queues, I'activité de coupure des microtubules est largement réduite
(McNally and Vale, 1993; Roll-Mecak and Vale, 2005; Bailey et al., 2015; Johjima et al., 2015; Zehr et
al., 2020). Cependant, concernant I'interaction directe de la MSE avec le microtubule, les données de
la littérature ne suivent pas toutes la méme hypothése. Certaines études ne distinguent pas d’effet de
I"'absence de queues carboxy-terminales sur I'interaction directe entre I’'enzyme avec les microtubules

(McNally and Vale, 1993; Belonogov et al., 2019), suggérant que I'enzyme interagit avec le microtubule



avant d’intégrer la queue carboxy-terminale de la tubuline dans le pore central. Alors que d’autres
études démontrent l'inverse : la queue carboxy-terminale est essentielle a I'interaction enzyme-
substrat, elle-méme requise pour I'activité de coupure des microtubules (Eckert et al., 2012; Bailey et

al., 2015; Valenstein and Roll-Mecak, 2016; Zehr et al., 2020).

Il est donc proposé qu’une fois I'enzyme proche de la surface du microtubule, la queue carboxy-
terminale d’une tubuline serait insérée dans le pore central de I’hexamére (Figure 12). L’activité
d’hydrolyse de I’ATP par ’hexamére générerait une force de traction permettant un mouvement des
boucles du pore qui vont interagir avec les résidus suivants de la tubuline pour extraire la tubuline du
microtubule. Ce mécanisme d’action, nommé « hand over hand », a été étudié in vitro. La force
nécessaire et suffisante a I'extraction de la tubuline est décrite comme compatible avec celle générée

par les MSE (Han et al., 2020; Kuo et al., 2022).

De nombreuses études in vitro ont mis en évidence que la présence de microtubules stimule I'activité
d’hydrolyse de I’ATP des MSE (McNally and Vale, 1993; Matsushita-Ishiodori et al., 2009; Johjima et
al., 2015; Joly et al., 2016). Cela pourrait étre une étape essentielle de ce mécanisme permettant une
extraction efficace de la tubuline a partir du microtubule, mais cela reste a étre démontré. Il est
également proposé que cette extraction de la tubuline du microtubule soit associée a une
dénaturation (« unfolding »), au moins partielle, de la tubuline via le pore central de la MSE (Kuo et al.,
2022). Bailey et al. (2015), montrent que la tubuline dénaturée est toujours en mesure d’interagir avec
la Katanine, ce qui serait cohérent avec I'hypothese. Malgré cela, le mécanisme précis d’extraction

associé a une dénaturation de la tubuline n’a pas encore été démontré.

Certains points critiques restent encore a étre abordés tels que I'interaction de I'enzyme avec
le substrat ou le nombre de tubulines nécessaire a extraire en un temps limité pour générer I'instabilité
du microtubule entrainant sa coupure. Il est indispensable que cette activité d’extraction de tubulines
soit rapide et efficace, car il a été démontré in vitro qu’en cas d’apport suffisant de tubuline-GTP libre
dans le milieu, une réparation autonome du microtubule peut se réaliser aprés I'action de la Spastine
ou de la Katanine sur celui-ci (Vemu et al., 2018). L’hypothese privilégiée est qu’un équilibre se met
alors en place dans la cellule entre coupure massive des microtubules par les MSE et réparation
autonome du microtubule. Comment cette activité de coupure des microtubules est-elle modulée dans

la cellule ?



D. Interaction des MSE avec les microtubules

i. Interaction directe des MSE avec le microtubule

Le mécanisme de coupure des microtubules par les MSE est strictement dépendant de
I'interaction de I'enzyme avec le microtubule. L’accessibilité de I'enzyme a son substrat est ainsi un
moyen de réguler efficacement son activité enzymatique. Dans la littérature, certaines études ont
permis d’en connaitre davantage sur le mode d’interaction de I'enzyme avec le microtubule, mais ce

n’est pas le cas pour toutes les MSE.

L'interaction de la Spastine avec les microtubules a été caractérisée. Un domaine d’interaction
directe de la Spastine avec les microtubules a été identifié chez Drosophila melanogaster (White et al.,
2007). Les auteurs identifient une région essentielle a I'interaction directe avec les microtubules
(MTBD) in vitro a I'aide d’un test de pontage chimique avec les microtubules (« cross-link ») a partir de
protéines purifiées. lls caractérisent aussi ce domaine in vivo en sur-exprimant dans des cellules en
culture, des fragments de la Spastine qui ne contiennent plus cette région, et perdent leur
co-localisation avec le réseau de microtubules. Les auteurs démontrent que cette région localisée
entre le domaine MIT et le domaine AAA est aussi requise pour |’activité de coupure des microtubules
in vitro. Chez Caenorhabditis elegans, le MTBD de SPAS-1 a aussi identifié (Matsushita-Ishiodori et al.,
2009). Cependant, il est important de soulever que bien que ce domaine est localisé au méme endroit
en terme d’organisation des domaines protéiques (MIT; MTBD; AAA), la séquence n’est pas
strictement conservée entre les homologues de la Spastine chez I'humain, la drosophile et le

nématode.

Une seconde région de la Spastine est mise en évidence pour interagir directement avec les
microtubules : le pore central via les boucles (loop 1 et loop 2). En effet, les auteurs montrent que la
Spastine sous forme d’hexameére est capable d’interagir directement in vitro avec les queues carboxy-
terminales de la tubuline. Cette observation est confirmée quelques années plus tard par les études
de la structure du pore central de la Spastine en interaction avec un peptide comme décrit

précédemment (Sandate et al., 2019).

Cependant, le MTBD domaine caractérisé chez la Spastine n’est absolument pas conservé chez
la Katanine qui a la particularité d’étre composée de deux sous-unités. Le mode d’interaction de la
Katanine avec les microtubules semble donc se différencier de celui de la Spastine. Il a été montré chez
C. elegans que la sous-unité régulatrice MEI-2P% est suffisante pour interagir avec les microtubules in
vitro (Joly et al., 2016). En effet, cette sous-unité, qui stabilise 'hexameére, est nécessaire a I'interaction
enzyme-substrat essentielle a la coupure des microtubules. Cependant, aucun domaine précis

d’interaction dans cette sous-unité n’a été caractérisé a ce jour. De plus, Zehr et al., (2020) ont résolu



par cryo-microscopie électronique la structure du pore central d’'un hexameére de la sous-unité
catalytique MEI-1P%° chez C. elegans en interaction avec un poly-peptide de glumatates, mimant la
gueue carboxy-terminale de la tubuline, comme cela a été démontré pour la Spastine. Néanmoins, si
cette étude montre qu’un hexamere de fragments de p60 est suffisant pour interagir avec la queue
carboxy-terminale de la tubuline, la présence de p80 est requise pour I'activité du complexe Katanine
p60:p80 (Zehr et al., 2020), ce qui souligne I'importance du rdle de la sous-unité régulatrice ME|-2P&

dans 'activités de la Katanine.

Chez Arabidopsis thaliana, la sous-unité régulatrice ne présente pas un role essentiel
d’interaction avec les microtubules que I'on retrouve chez les animaux car la sous-unité catalytique de
la Katanine seule peut couper les microtubules in vitro (Stoppin-Mellet et al., 2002). Toutefois, |la sous-
unité régulatrice reconnait les croisements de microtubules et permet la localisation spécifique du
complexe p60:p80 pour couper les microtubules (Wang et al., 2017). Ce résultat met en évidence le
role capital de la sous-unité régulatrice dans le controle de I'activité de la Katanine chez Arabidopsis
thaliana. Le domaine d’interaction directe avec les microtubules a été identifié dans la partie
N-terminale de la sous-unité catalytique p60 qui est requis pour I'activité de coupure, mais aussi pour
la stimulation de I'activité ATPase par la présence de microtubules (Stoppin-Mellet et al., 2007).
Cependant, ce domaine précis de p60 n’est absolument pas conservé avec les autres especes, telles
que les mammiféeres ou les nématodes par exemple. McNally and McNally (2011) discutent d’un lien
direct entre les résultats chez Arabidopsis thaliana (Stoppin-Mellet et al., 2007) et la sous-unité
KATNBL1 chez I’lhumain. L’affinité du domaine N-terminal de ces p60 pour les microtubules est faible :
environ 15% de microtubules liés, alors que les sous-unités régulatrices de I’humain présentent une
affinité plus forte pour les microtubules, telle que 90% de microtubules liés. Cela met en évidence le

role fondamental de la sous-unité régulatrice pour l'interaction de la Katanine avec les microtubules.

A partir de I'ensemble de ces données de la littérature, nous pouvons proposer une hypothése
quant au mode d’interaction des MSE avec les microtubules requis pour I'activité de coupure. La
Spastine organisée en homohexameére semble présenter deux modes d’interaction différents avec les
microtubules. Ce sont deux modes qui peuvent étre mis en paralléle avec ceux de la Katanine. La
Katanine, quant a elle, est assemblée de 6 diméres composés chacun d’une sous-unité catalytique p60
et une sous-unité régulatrice p80 dont les fonctions sont distinctes. Le mécanisme d’interaction des
MSE serait réalisé en deux étapes. La premiere étape serait une interaction directe entre le MTBD de
la Spastine et la surface du microtubule. Chez la Katanine, la sous-unité p80 assure cette fonction.
Cette interaction spécifique aiderait la mise en place fonctionnelle de I'enzyme sur la surface du
microtubule. La queue carboxy-terminale d’une tubuline pourrait ainsi entrer dans le pore central de

I’enzyme et assurer la seconde étape du mécanisme d’interaction. Le pore central de ’hexameére de la



Spastine ou de p60 pour la Katanine interagit directement avec la queue carboxy-terminale de la
tubuline pour débuter son extraction du microtubule et causer les dommages au microtubule

conduisant a sa coupure.

ii. Cible des MSE sur le microtubule

Dans le but de couper le microtubule et de stimuler une nouvelle dynamique de celui-ci, les
MSE interagissent a sa surface. Mais sont-elles capables de reconnaitre un motif spécifique sur le
microtubule pour s’y fixer ? D’apreés les études in vitro d’activité des MSE a partir de protéines purifiées
fluorescentes, les dommages causés par les MSE sur le microtubule sont observés le long du
microtubules (Vemu et al., 2018). Les MSE ne semblent pas se localiser spécifiguement a I'une des
deux extrémités du microtubule pour pouvoir le couper, mais interagissent de fagon aléatoire sur la
longueur du microtubule. Cela suggere gu’elles sont en mesure de cibler spécifiquement un motif

répété le long du microtubule, ou présent de facon aléatoire le long du microtubule.

Chez Arabidopsis thaliana, la Katanine cible spécifiquement un croisement entre deux microtubules
pour couper précisément a ce croisement et orienter les microtubules de fagon paralléle (Lindeboom
et al., 2013; Wang et al., 2017). Dans ce cas précis, 'enzyme est capable d’identifier une structure

spécifique du microtubule.

De plus, il a été décrit que les modifications post-traductionnelles de la tubuline, peuvent
moduler I'activité de coupure des microtubules des MSE. Par exemple, la Fidgetine favorise la coupure
des microtubules riches en tubulines tyrosinylées (Hu et al.,, 2017). La Katanine cible
préférentiellement des microtubules acétylés pour les couper in vivo (Sudo and Baas, 2010) alors que
I'activité de la Spastine n’est pas modifiée par I'acétylation des microtubules (Sudo and Baas, 2010;
Valenstein and Roll-Mecak, 2016). Ces études ne permettent pas a ce jour de déterminer si I'effet de
I’acétylation de tubuline a est direct ou indirect sur I’activité de la Katanine. L’acétylation de la tubuline
est retrouvée sur le corps de la tubuline a (Lys40) (Roll-Mecak, 2020). Une hypothése qui pourrait étre
proposée est que cette modification favorise I'interaction primaire de la Katanine avec la surface du
microtubule. Toutefois, le résidu modifié étant enfoui a l'intérieur du microtubule, ce serait
probablement la stabilité du microtubule qui modulerait I'activité de la Katanine (Roll-Mecak, 2020).
Une autre modification post-traductionnelle de la tubuline qui stimule I'activité de coupure des
microtubules de la Spastine est la polyglutamylation de la queue carboxy-terminale de la tubuline
(Lacroix et al., 2010; Valenstein and Roll-Mecak, 2016). Plus particulierement, ce sont les longues

chaines de glutamylations qui ont un effet plus important (Lacroix et al., 2010). Cependant, a partir



d’une certaine longueur de la chaine de polyglutamylations, I’activité de coupure des microtubules par

la Spastine se trouve inhibée (Valenstein and Roll-Mecak, 2016).

Il 'a aussi été montré que 'interaction directe de la Spastine et de la Katanine avec les microtubules est
plus fortement affectée en absence de la queue carboxy-terminale de tubuline B que celle de la
tubuline a (Bailey et al., 2015; Johjima et al., 2015; Valenstein and Roll-Mecak, 2016; Zehr et al., 2020).
Ces résultats sont directement liés a I'activité de coupure des microtubules, car la déplétion de la
gueue carboxy-terminale de la tubuline B affecte plus drastiquement l'activité enzymatique de la
Spastine et la Katanine que la tubuline a qui affecte déja fortement leur activité (Valenstein and Roll-
Mecak, 2016; Zehr et al., 2020). La présence de queues carboxy-terminales de la tubuline B libres dans
le milieu inhibe plus fortement I'activité de la Katanine que celles de la tubuline a (Bailey et al., 2015).
La tubuline B serait donc la cible privilégiée de la Katanine et la Spastine pour son extraction du
microtubule. Toutefois, I'ensemble de ces données ne permettent pas d’identifier une cible pour

I'interaction primaire de la MSE a la surface du microtubule, celle-ci reste encore a déterminer.

iii. Interaction indirecte des MSE avec les microtubules

Les MSE interagissent directement avec la surface des microtubules pour pouvoir les couper.
Il arrive aussi que ces enzymes interagissent avec un partenaire protéique dans la cellule pour se

localiser spécifiquement sur une structure donnée.

ASPM-1 (Abnormal SPindles and primary Microcephaly 1) est une protéine régulatrice de la
division cellulaire, requise pour controler la dynamique d’assemblage du fuseau mitotique. Un défaut
de son activité cause de séveres microcéphalies chez I’humain. Durant la mitose, la Katanine et
ASPM-1 co-localisent aux pdles du fuseau mitotique. Ces deux protéines sont chacune essentielles a la
formation d’un fuseau bipolaire et correctement orienté. ASPM-1 et la Katanine interagissent
directement entre elles (Jiang et al., 2017). En utilisant une approche biochimique, les auteurs
démontrent que cette interaction a lieu uniquement lorsque p60 et p80 forment un dimere. Plus
précisément, en résolvant la structure de l'interaction d’un fragment de ASPM-1 et de fragments de
p60:p80, ils montrent que cette interaction ASMP-1eKatanine a lieu a I'interface p60:p80 (Jiang et al.,
2017). La présence de ASMP-1 amplifie I'activité de coupure des microtubules de la Katanine. Les
auteurs proposent que l'interaction directe de ASPM-1 avec la Katanine permet le recrutement de la
Katanine proche du microtubule pour le couper. Une étude de génétique démontre que la Katanine
recrute ASPM-1 aux péles du fuseau (Connolly et al., 2014). Cependant I’'absence de 'une des deux

protéines n’'empéche pas la localisation de la seconde. Cela suggére que la localisation de I'une sur le



fuseau ne dépend pas exclusivement de son recrutement par la seconde (Connolly et al., 2014; Jiang

et al., 2017; McNally and McNally, 2011).

CAMSAP (calmodulin-regulated spectrin-associated protein) est une autre MAP qui interagit
directement avec la Katanine dans la cellule (Jiang et al., 2014; Jiang et al., 2018). Les membres de la
famille CAMSAP/patronin sont des protéines qui ciblent les extrémités négatives des microtubules
pour réguler leur stabilité et leur organisation dans un systeme non centrosomal indépendamment de
vy-TuRC. De la méme fagon que ASPM-1, CAMPSAP2 et CAMSAP3 interagissent a I'interface p60:p80 de
la Katanine chez les mammiféres. Les mémes résidus de la Katanine sont impliqués dans I'interaction
avec ASPM-1 et avec CAMSAP, alors que ASPM-1 et CAMSAP ne partagent pas le méme domaine
d’interaction (Jiang et al., 2017; Jiang et al., 2018). Le complexe protéique Katanine® CAMSAP formé et
localisé a I'extrémité négative des microtubules permet de réguler négativement l'activité des
CAMSAPs (Jiang et al., 2014, Jiang et al., 2018). Cependant, le role exact de la Katanine dans ce contexte

cellulaire n’est pas encore défini.

lll. Les Katanines chez Caenorhabditis elegans

A. Caenorhabditis elegans, notre modéle d’étude

i. C.elegans : organisme modeéle et outil biologique

Afin d’étudier précisément le mécanisme d’action des MSE dans la cellule, nous utilisons au
laboratoire I'organisme modele Caenorhabditis elegans. Cet animal est un nématode dont la majorité
des mécanismes cellulaires sont conservés avec les mammiféres et les autres animaux. De plus, il

posséde de nombreux avantages en qualité d’organisme modele.

Ce ver se cultive tres facilement en laboratoire a température ambiante et posséde un cycle
de vie relativement court. Un ceuf pondu se développe et atteint un stade adulte en environ 3 jours a
partir duquel il peut a son tour pondre une nouvelle descendance. C. elegans est un ver hermaphrodite
qui se reproduit seul : la fécondation d’un de ses ovocytes par un de ses spermatozoides conduit a la
génération d’'un embryon qui poursuit ses premiers stades de développement dans I'utérus du ver.
Une fois pondu, I'embryon est indépendant de I’environnement auquel il est exposé grace a la coque
qui le contient. Il se développe jusqu’a atteindre le premier stade larvaire appelé L1 a partir duquel il
éclot de sa coque. La larve suit son développement en passant par les stades larvaires L2, L3, L4 puis

le stade adulte ou il est en mesure de se reproduire (Figure 13).
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Figure 13 : Représentation schématique du cycle de vie de Caenorhabditis elegans. Un embryon se développe
in utero entouré d’une coquille jusqu’a ce qu’il soit pondu. Il poursuit son développement jusqu’a éclosion de la
larve. C. elegans va ensuite passer par les 4 stades larvaires L1, L2, L3 et L4 pour atteindre I’dge adulte et produire
a nouveau des embryons. Figure extraite de Wormatlas.org.

C. elegans posséde deux gonades ou sont produits les gamétes males et femelles. Les cellules
souches germinales diploides « subissent » des divisions mitotiques dans la partie distale de la gonade
pour se multiplier. Lorsque le ver est au stade L3 de développement larvaire, les cellules germinales se
différencient pour former un stock définitif de spermatozoides dans la spermatheque de chacune des
deux gonades. Les cellules germinales changent ensuite de destinée pour se différencier en ovocytes
et ce, tout le long de la vie du ver. La période de reproduction du ver est donc limitée par le nombre
de spermatozoides disponibles. La position des ovocytes dans la gonade est en lien direct avec leur
état de maturation. En effet, lorsque les cellules germinales progressent vers la partie proximale de la
gonade, leur stade de différenciation est plus avancé (Figure 14). L'ovocyte le plus proche de la
spermathéque est exposé au MSP (Major Sperm Protein), un signal hormonal spermatique diffusé dans
la gonade proximale pour stimuler la contraction de l'utérus permettant le mouvement des ovocytes
vers la spermatheque. Le MSP favorise aussi la maturation de I'ovocyte de la prophase | jusqu’a la
rupture de son enveloppe nucléaire (Greenstein, 2005). Il a aussi été montré qu’a cette étape de
maturation, le MSP induit une réorganisation du réseau de microtubules qui se met en place proche
des chromosomes. Cela est proposé comme facilitant la capture des microtubules par la chromatine
apres la rupture de I'enveloppe nucléaire (Harris et al., 2006). Grace au mouvement de la gonade,
I'ovocyte traverse la spermatheque ou il est fécondé par un spermatozoide. La fécondation
conditionne I'axe antéro-postérieur du zygote. L'entrée du spermatozoide dans le cytoplasme de
I'ovocyte dicte le c6té postérieur de I'embryon. La fécondation par le spermatozoide déclenche la

migration des chromosomes de I'ovocyte vers le pole antérieur du zygote pour poursuivre la méiose.



Le réseau de microtubules se met alors en place autour des chromosomes de facon rapide et efficace
pour assembler le premier fuseau méiotique. Cette premiére division méiotique permet la séparation
des chromosomes homologues et la formation du premier globule polaire. La deuxieme division
méiotique s’enchaine avec I'assemblage du second fuseau méiotique entrainant I’élimination d’une

chromatide sceur de chacun des chromosomes restants dans le second globule polaire.
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Figure 14 : Représentation schématique de I'organisation d’une gonade de Caenorhabditis elegans. Les
ovocytes méiotiques en cours de maturation (gauche de la gonade) atteignent la spermatheque ou ils seront
fécondés par un spermatozoide. Apres la fécondation, la méiose femelle | et Il se poursuit puis le développement
embryonnaire débute.

L’un des plus grands avantages d’utiliser C. elegans comme organisme modéle est sa rapidité
de développement et sa capacité a sa reproduire seul. Cela implique qu’il a été trés largement utilisé
comme outil de génétique pour caractériser de nombreux génes et mettre en évidence de nombreuses
interactions génétiques en caractérisant un phénotype donné, tel que la létalité embryonnaire, un

défaut de polarité ou la stérilité par exemples.

Une autre caractéristique de ce nématode est la génération d’animaux males. Ces individus
males se développent a partir d'un zygote possédant un seul chromosome sexuel X au lieu de XX chez
I’hermaphrodite. lls sont issus d'un défaut de ségrégation des chromosomes sexuels au cours de la
méiose femelle. Les males ont la capacité de se reproduire avec des hermaphrodites. Ils s’accouplent
et transmettent leurs spermatozoides capables de féconder les ovocytes de I’'hermaphrodite. Le zygote
généré contient un matériel génétique provenant a moitié de I’"hermaphrodite et a moitié du male.
Ainsi, il est possible de générer des males au laboratoire a I'aide d’un choc thermique durant la méiose

femelle causant 'anomalie chromosomique et de les croiser avec des hermaphrodites.

Aujourd’hui il est tres courant de manipuler les vers pour les modifier génétiquement pour
répondre a des questions biologiques en y ajoutant des mutations, en fusionnant un fluorophore a une

protéine d’intérét, ou encore en modifiant I'expression d’un gene.



Une des pratiques d’édition du génome que nous avons utilisé chez C. elegans au cours de ma
these est la méthode MosSCI (Frgkjaer-Jensen et al., 2008). Le principe est d’introduire un transgene a
un locus défini du génome. La souche de vers utilisée contient un transposon Mos a un locus défini sur
un des chromosomes. Un plasmide codant le transgéne d’intérét et un second codant une transposase
sont micro-injectés dans la gonade du vers ou se trouvent les cellules germinales mitotiques. Le
transgéne pourra s’intégrer dans le génome de ces cellules par recombinaison homologue avec le
transposon Mos, suite aux coupures des brins d’ADN par la transposase. La souche de vers a été
modifiée spécifiquement sur son géne unc pour affecter drastiquement la mobilité des vers. Le
transgéne a injecter contient notre gene d’intérét mais aussi le geéne unc. Il devient alors plus facile de
cribler la présence du transgene dans les vers, en analysant la mobilité de la descendance du ver injecté
restaurée par I'expression du gene unc. La correcte insertion du transgéne au locus mos est vérifiée
par PCR car il est possible que le plasmide injecté ne s’insére pas dans le génome mais reste sous forme

plasmidique et sera éliminé au cours des générations.

Une méthode qui est couramment utilisée chez C. elegans pour étudier I'effet de I'absence
d’expression d’un géne est I'utilisation d’ARN interférent (ARNi) correspondant a I’ARNm du gene ciblé.
Grace a sa séquence complémentaire, I’ARNi peut s’hybrider sur I’ARNm. Une machinerie cellulaire se
met alors en place pour I’envoyer a la dégradation. Ainsi la traduction de la protéine codée par le géne
d’intérét est inhibée. Expérimentalement, les vers sont exposés a des ARNi soit par microinjection de
I’ARNi dans I'organisme ou par ingestion de bactéries E. coli transformées avec un plasmide exprimant

cet ARNi. Les conséquences de I’ARNi sont analysées sur la premiére descendance.

Un autre avantage d’utiliser ce ver comme organisme modele est qu’il a la particularité d’étre
entierement transparent du stade embryonnaire jusqu’a I'dge adulte. Cela permet de suivre par
microscopie (DIC) les événements cellulaires qui se produisent dans I'ensemble du nématode. Cet
animal est largement utilisé comme modele dans la biologie du développement par exemple, car il est
possible de filmer la totalité du développement embryonnaire a partir de la fécondation de I'ovocyte
in utero ou ex utero apres dissection des vers. Il est ainsi possible de suivre et de caractériser les
événements cellulaires qui ont lieu au cours des deux divisions méiotiques puis de toutes les divisions

mitotiques de I'embryon au cours de son développement.

jii. Les MSE chez C. elegans

Chez C. elegans plusieurs MSE sont exprimées. La Spastine SPAS-1 est localisée dans la région
périnucléaire des embryons (Matsushita-Ishiodori et al., 2007) et a été caractérisée comme étant

requise pour l'ovogenése. La Fidgetin-like 1 (FIGL-1) est localisée dans les noyaux des cellules



germinales mitotiques et des embryons en mitose. Elle est essentielle pour réguler la ségrégation des

chromosomes (Luke-Glaser et al., 2007; Onitake et al., 2012). Enfin, la KatanineME-1eMEl-2

composée de
MEI-1P%° et MEI-2P% est exprimée au cours de la méiose femelle et son activité de coupure des
microtubules est critique pour I'assemblage du fuseau méiotique (Joly et al., 2016; McNally et al., 2006;
Srayko et al., 2000; Srayko et al., 2006). Cependant, il existe deux autres sous-unités régulatrices

exprimées dans le ver, F47G4.4 et F47G4.5 dont le r6le dans la cellule n’a pas encore été décrit.

iii. Organisation et dynamique des microtubules au cours des divisons cellulaires

chez Caenorhabditis elegans

La division méiotique femelle :

La particularité de la division méiotique femelle chez C. elegans est I'absence de centrosome
due a I'élimination des centrioles au cours de I'ovogeneése. Les centrosomes sont apportés plus tard
par le spermatozoide lors de la fécondation. Les microtubules doivent donc nucléer, polymériser et
s’organiser en réseau en absence de ces centres organisateurs du réseau de microtubules. Cela souléeve
de nombreuses questions quant aux mécanismes moléculaires utilisés par la cellule pour former de
facon successive deux fuseaux dynamiques, bipolaires et acentrosomaux. Quels sont les points de
nucléation des microtubules en absence de centrosome ? Comment I'organisation du réseau de

microtubules au niveau des péles est-elle mise en place ?

Lorsque I'enveloppe nucléaire de I'ovocyte commence a se rompre, un enrichissement en tubuline se
forme a l'intérieur du noyau. Les microtubules polymérisent et s’organisent sous forme de faisceaux
pour former une cage autour des chromosomes (Figure 15)(Chuang et al., 2020). Cette étape a lieu
uniquement durant la méiose I. En méiose Il, les microtubules semblent directement nucléer autour
des chromosomes. Puis, ils s’organisent alors de telle sorte que leurs extrémités négatives se situent a
I’extérieur de la structure de fagon a former de multiples pdles du fuseau en cours d’assemblage. Les
pobles fusionnent ensuite pour organiser ce réseau de microtubules en un fuseau bipolaire permettant
un placement des chromosomes sur la plaque métaphasique (Mullen et al., 2019). Au cours de la
transition de la métaphase vers I’anaphase, le réseau de microtubules pivote de fagon perpendiculaire
a la membrane plasmique et subit une réorganisation. Des le début de I'anaphase, le fuseau, composé
de microtubules courts, se raccourcit, les poles s’élargissent et les microtubules dépolymérisent
(Figure 15). La densité des microtubules devient plus importante au niveau du fuseau central. La
ségrégation des chromosomes est assurée par des forces de pression générées par des glissements
des microtubules antiparalléles du fuseau central (Mullen et al., 2019; Laband et al., 2017; Lantzsch et

al., 2021). Une invagination de la membrane plasmique de part et d’autre du fuseau, entraine la



formation du sillon de cytokinese au milieu du fuseau et la formation d’un globule polaire permettant
I’exclusion des chromosomes surnuméraires. Le volume du globule polaire dépend de la taille et de
I'organisation du fuseau méiotique (Mains et al., 1990a). Dans le cas d’un long fuseau méiotique, le
volume du globule polaire sera plus important. Lorsque le fuseau n’est pas correctement assemblé,
alors la formation du globule polaire n’est pas correctement réalisée, le volume de celui-ci est plus

important et plus aléatoire.

GFP::Tubulin; mCherry::H2B

Figure 15 : Assemblage et dynamique du fuseau méiotique femelle chez Caenorhabditis elegans. Observation
par microscopie photonique et représentation schématique par étapes du fuseau de microtubules d’embryons
exprimant GFP ::tubuline et mCherry::histone : (a) noyau de I'embryon méiotique en prophase, (b) rupture de
I’enveloppe nucléaire et enrichissement du noyau en tubuline, (c) formation de la cage de microtubules autour
des chromosomes, (d-e) organisation du réseau de microtubules et formation des poles du fuseau, (f) alignement
des chromosomes sur la plaque métaphasique, (g) raccourcissement du fuseau méiotique, (h) rotation du fuseau,
(i-j) début de I'anaphase et densification des microtubules entre les deux « groupes » de chromosomes, (k-1) fin
de ségrégation des chromosomes et formation du globule polaire. Figure réalisée par Lionel Pintard.

Le mécanisme de nucléation précoce des microtubules durant la prophase | de méiose n’est pas connu.
Cependant, au cours des étapes plus tardives de la méiose, plusieurs acteurs protéiques participent
activement a I'assemblage du fuseau bipolaire acentrosomal. KLP-18, membre de la famille des
Kinesine-12, contribue a I'orientation des extrémités négatives des microtubules a la périphérie du
réseau en cours d’assemblage. La Katanine, ASPM-1 et KLP-7, I’'homologue de MCAK et membre de la
famille des Kinesine-13, sont essentiels pour former les deux poles au fuseau et contrélent la longueur
des microtubules du fuseau acentrosomal (Srayko et al., 2006; Connolly et al., 2014; Mullen et al.,

2019).



La division mitotique :

Afin d’assembler et d’organiser le fuseau mitotique bipolaire, la majorité des microtubules du
fuseau émanent des deux centrosomes. Le centrosome est le MTOC apporté par le pronoyau male qui
est dupliqué juste apres la fécondation de I'ovocyte. Au cours de la mitose, trois types de réseaux de
microtubules sont observés : les microtubules astraux polymérisent a partir des centrosomes pour
rejoindre le cortex de I'embryon dans le but de positionner et stabiliser le fuseau a une position précise
pour définir I'asymétrie de la division. Les microtubules « kinétochoriens » proviennent aussi des
centrosomes pour connecter les kinétochores des chromosomes. Puis les microtubules du fuseau
central s’assemblent entre les chromosomes (chromatides sceurs) au cours de leurs ségrégations
(anaphase). lls sont organisés de facon antiparalléle au milieu du fuseau, ce qui déterminera la position

du sillon de cytokinése (Figure 16) (Prosser and Pelletier, 2017; Pintard and Bowerman, 2019).

Au cours de la premiere division mitotique de I'embryon de C. elegans, les pronoyaux maéle et
femelle migrent I'un vers l'autre pour se rencontrer (Figure 16). Ainsi les deux centrosomes formés se
placent de chaque c6té de l'interface des deux pronoyaux. La dynamique des microtubules astraux
permet une rotation des deux pronoyaux afin de positionner les deux centrosomes de facon parallele
a I'axe antéro-postérieur de I’'embryon (Figure 16). Au cours de la rupture de I'enveloppe nucléaire les
microtubules kinétochoriens sont en mesure de connecter les chromosomes via leur kinétochore pour
les placer sur la plaque métaphasique. Une fois que chacune des chromatides sceurs d’un chromosome
est connectée par des microtubules provenant d’'un seul des deux centrosomes, I'anaphase peut
débuter (Figure 16). Cette étape critique de la mitose permet la correcte séparation des chromatide
sceurs de part et d’autres de la cellule. Elle est soumise aux forces de tractions des microtubules
astraux qui tirent sur les centrosomes et les chromosomes qui leur sont liés. Le fuseau central composé
de microtubules antiparalléles se met alors en place entre les deux « groupes » de chromosomes a
partir de leurs kinétochores (Figure 16). Ce réseau de microtubules et de protéines s’oppose aux forces
des microtubules astraux afin d’empécher une séparation trop rapide des centrosomes et
chromosomes (Pintard and Bowerman, 2019). En méme temps, se coordonne l'invagination du sillon
de cytokinese par I'assemblage de I’'anneau contractile d’actine aligné de fagcon perpendiculaire avec

le milieu du fuseau central conduisant a la formation de deux cellules filles distinctes (Figure 16).
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Figure 16: Dynamique de la division mitotique d’un embryon précoce chez Caenorhabditis elegans.
Observation par microscopie confocale d’embryon en division exprimant GFP ::tubuline et mCherry::histone
associée a une représentation schématique par étapes. Figure adaptée de (Hattersley et al., 2018).

B. Role des Katanines chez C. elegans

i. Les différentes sous-unités de la Katanine chez C. elegans

Chez C. elegans, les génes mei-1 (MElosis defect-1) et mei-2 (MElosis defect-2), codant
respectivement pour la sous-unité catalytique MEI-1 et la sous-unité régulatrice MEI-2, ont été
identifiés par crible génétique de mutations a effet maternel conduisant a une Iétalité embryonnaire
(Mains et al., 1990a; Mains et al., 1990b). Des mutations de mei-1 et/ou mei-2 causant un défaut
d’activité de la KatanineME-1*ME-2 ‘antrainent la formation de gros globules polaires associée a une forte
|étalité (Figure 17). Ce phénotype est la conséquence d’un défaut d’assemblage du fuseau méiotique
femelle. L'expression de ces deux génes est requise dans les embryons méiotiques pour I'assemblage
du fuseau méiotique femelle chez C. elegans (Joly et al., 2016; McNally et al., 2006; Srayko et al., 2000;
Srayko et al., 2006).

Figure 17 : Phénotype des gros globules polaires causés par défauts d’activité de la KatanineM&-1*ME-2 3y cours
de la méiose femelle chez C. elegans. Images de DIC d’embryon au stade une cellule en division en condition
controle (A), exposé a mei-1(RNAi) (B) ou exposé a mei-2(RNAi) (C). Le volume du globule polaire pointé par les
fleches blanches est bien supérieur a la condition contréle lorsque l'activité de la KatanineME-1®ME-2 ogt
défectueuse.



Deux autres génes codant pour des sous-unités régulatrices ont été identifiés chez C. elegans :
f4794.4 et f47g4.5 codant pour les sous-unités F47G4.4 et FA47G4.5. Parmi les trois sous-unités
régulatrices, F47G4.4 est une sous-unité p80 alors que F47G4.5 et MEI-2 sont des sous-unités p80-like
car elles ne contiennent pas le domaine WD40, mais partagent uniguement le domaine con80 (Srayko
et al., 2000). Méme si leurs séquences ne sont pas strictement conservées, les domaines fonctionnels

le sont (Figure 9).

L’expression d’une sous-unité catalytique (MEI-1) et trois sous-unités régulatrices (F47G4.4, F47G4.5
et MEI-2) dans le méme organisme suggere que potentiellement au moins trois Katanines différentes
peuvent étre assemblées chez C. elegans : MEI-16FA7G4.4 ; MEI-1eF47G4.5 et MEI-1eMEI-2. Cela
implique que chacune de ces Katanines dispose d’une spécificité. Il a été largement démontré que le
complexe MEI-18MEI-2 est actif au cours de la méiose femelle. Srayko et al. (2000) montrent que
chacune de ces deux sous-unités F47G4.4 et F47G4.5 interagissent avec MEI-1 in vivo lorsqu’elles sont

surexprimées dans des cellules humaines Hela. Ce résultat suggére fortement que ces sous-unités

MEI-1eF47G4.4 MEI-1eF47G4.5 Les

peuvent s’assembler sous forme d’un complexe actif Katanine ou Katanine
transcrits de f47g4.4 et f47g4.5 ont été identifiés dans certains neurones du systeme nerveux de
C. elegans, ou est aussi exprimé mei-1 (Taylor et al., 2021). Cependant, la localisation et le réle des

protéines F47G4.4 et FA7G4.5 dans le ver n’ont pas encore été décrits. Ace jour, il n’a pas été démontré

MEI-1eF47G4.4 MEI-1eF47G4.5

in vivo chez C. elegans la formation de complexes Katanine et Katanine actifs

permettant une coupure de microtubules efficace au cours d’'un événement cellulaire précis.

ii. Une Katanine de C. elegans : complexe MEI-1e MEI-2

La Katanine la plus étudiée chez C. elegans composée de MEI-1 et MEI-2. Ces deux sous-unités
s’assemblent en hexamére de dimeres MEI-1eMEI-2 afin de constituer un complexe enzymatique
capable de couper les microtubules en utilisant I’'hydrolyse de I’ATP. A ce jour, la structure du complexe
n’a été résolue que partiellement. Tout d’abord, la structure du domaine AAA de MEI-1 puis de MEI-1
pleine taille ont été résolus par rayons X et cryo-microscopie électronique (Zehr et al., 2017;
Nithianantham et al., 2018; Zehr et al., 2020). En revanche, la structure de MEI-2 n’a donc pas encore
été résolue, ce sont seulement des modeles structuraux basés sur la conservation des résidus qui ont
été proposés. Il est proposé qu’un large domaine en N-terminal de MEI-2 est désorganisé (Figure 18),
ce qui pourrait compliquer la résolution de la structure du complexe enzymatique entier. La partie
carboxy-terminale de MEI-2 est organisée sous forme de plusieurs hélices. L'interface entre p60:p80 a
pu étre résolue chez la souris par exemple (Jiang et al., 2017) mais ce n’est pas encore le cas chez

C. elegans.



Figure 18 : Modeéle structural de la sous-unité MEI-2 de la Katanine chez C. elegans. Modéle structural réalisé
sur Pymol a partir des données Alphafold2. La partie C-terminale de MEI-2 contenant le domaine con80 est
prédite pour étre organisée sous forme d’hélices alors que la partie N-terminale n’est pas structurée.

Un hexamere constitué de la sous-unité catalytique MEI-1 est suffisant pour hydrolyser de
I’ATP (Joly et al., 2016) comme c’est le cas chez d’autres espéces (Hartman et al., 1998). Cependant,
I'association des deux sous-unités MEI-1 et MEI-2 est indispensable a I'activité de coupure des
microtubules (McNally et al., 2006), qui est requise pour |I'assemblage du fuseau méiotique femelle
chez C. elegans. |l a été décrit que la partie N-terminale de MEI-1 (1-198) est suffisante pour interagir

avec MEI-2 (McNally and McNally, 2011).

La sous-unité régulatrice MEI-2 confére une interaction directe de la Katanine avec la surface du
microtubule (Joly et al., 2016). Les données de McNally and McNally, (2011) suggérent aussi fortement
que la présence de MEI-2 est suffisante a localiser MEI-1 sur le réseau de microtubules dans des
fibroblastes de Xénope. De plus, il a été montré in vitro que l'activité ATPase de MEI-1 peut étre
stimulée par les microtubules uniqguement en présence de MEI-2. Notre hypothese est la suivante :
I'interaction directe de MEI-2 avec la surface du microtubule pourrait entrainer une stimulation de

MEI-1e MEI-2

I'activité ATPase de la Katanine assurée par les sous-unités MEI-1 de I’'hexamére (Joly et al.,,

2016; Zehr et al., 2020), qui pourrait étre utile pour I'extraction de la tubuline du microtubule. La sous-

unité régulatrice de la KatanineME-1*ME-2

agit donc tel un adaptateur de la sous-unité catalytique sur
son substrat. La sous-unité régulatrice est alors en mesure de réguler spécifiguement |'activité de

I'enzyme.

MEI-1eMEI-2

De plus, il a été observé que la Katanine peut former des faisceaux de microtubules in

vitro, alors que MEI-1 ou MEI-2 seul n’en est pas capable. Ce résultat suggere fortement qu’il existe

ME-1eME-2 qvec les microtubules via les sous-unités MEI-2. Cela

plusieurs interactions de la Katanine
permettrait un rapprochement de plusieurs microtubules sous forme d’un faisceau (McNally et al.,

2014; Joly et al., 2016). Cependant, le nombre d’interactions KatanineME-1*ME-2@microtubule



nécessaire a la coupure des microtubules n’a pas encore été déterminé. La cible moléculaire reconnue
par I'enzyme pour interagir directement avec le microtubule et le couper n’a pas non plus été
identifiée. Deux études génétiques chez C. elegans ont permis |'identification de deux mutations de la
tubuline a thba-2(sb27) et la tubuline B tbb-2(sb26) affectant I'activité de I'enzyme (Lu et al., 2004; Lu
and Mains, 2005). Les auteurs démontrent ainsi un lien génétique direct entre tba-2, tbb-2 et mei-1,
mei-2. lls suggérent fortement que les mutations E194K dans le corps globulaire de la tubuline a et
E439K sur la queue C-terminale de la tubuline B affectent linteraction directe entre la

MEI-1eMEI-2

Katanine et les microtubules, essentielle a I'activité de coupure des microtubules. Toutefois,

aucune interaction protéique directe n’a encore été caractérisée.

Un des avantages d’utiliser la Katanine comme modéle d’étude est de pouvoir dissocier les
fonctions de I’'enzyme selon la sous-unité qui assure la fonction donnée. Ici, I’étude de I'interaction de

la KatanineME-1eME-2

avec les microtubules peut se réaliser uniquement avec MEI-2 et les microtubules
pour simplifier le systeme. De la méme facon, I'activité d’hydrolyse de I’ATP qui est assurée par MEI-1
peut étre étudiée en présence ou en absence de MEI-2. Il est ainsi possible de replacer les résultats

MEI-1eMEI-2

dans un contexte de la Katanine entiere qui est plus complexe, mais plus physiologique.

Chez C. elegans, la KatanineME-1*ME2 st essentielle & la méiose femelle, et plus
particulierement, elle est requise pour I'assemblage du fuseau méiotique (Joly et al., 2016; McNally et
al., 2006; Srayko et al., 2000; Srayko et al., 2006). Chacune des deux sous-unités MEI-1 et MEI-2 est
localisée sur les péles du fuseau méiotique ainsi que sur les chromosomes au cours de la division
méiotique (Figure 19) (Clark-Maguire and Mains, 1994b; Srayko et al., 2000; McNally et al., 2006;
McNally et al., 2014; Joly et al., 2016). Durant I'anaphase, MEI-1 et MEI-2 sont localisées sur les
microtubules au centre du fuseau et sur les chromosomes. Le complexe enzymatique participe ainsi
activement a I'assemblage d’un fuseau fonctionnel qui permet une ségrégation correcte des
chromosomes entre le globule polaire et le cytoplasme de I'ovocyte fécondé. Lors d’un défaut
d’organisation du fuseau méiotique, la mauvaise ségrégation des chromosomes se traduit par une
aneuploidie des embryons et la formation de gros globules polaires observés chez des mutants de

mei-1 et mei-2 (Mains et al., 1990a).



DNA MEI-1 MT&MEI-1

Figure 19 : Localisation de MEI-1 sur le fuseau méiotique femelle chez C. elegans. Immunomarquage des
microtubules (vert) et de MEI-1 (rouge) sur le fuseau d’un embryon méiotique fixé en métaphase. Les
chromosomes sont marqués au DAPI (bleu). MEI-1 est localisé sur les chromosomes et le fuseau méiotique
femelle avec un enrichissement au niveau des p6les du fuseau. Figure extraite de Joly et al., 2016.

Comment la Katanine est-elle capable d’assembler un fuseau méiotique en coupant les microtubules ?

MEI-1eMEI-2

Le r6le mécanistique de la Katanine sur I'assemblage et la dynamique du fuseau au

cours de la méiose n’a pas encore entiérement déchiffré, mais certains points ont été mis en évidence.

MEI-1eME2 3u niveau des podles du fuseau (Figure 19) pourrait

La localisation spécifique de la Katanine
participer a I'orientation des microtubules pour assembler un fuseau bipolaire (Figure 15). La Katanine
controle le nombre de péles formés dans le fuseau notamment en « coopération » avec ASPM-1, qui
est un partenaire protéique essentiel pour la bipolarité du fuseau (McNally and McNally, 2011; McNally

et al., 2014). U'activité de coupure des microtubules par la KatanineME-1*ME-2

permet d’augmenter
rapidement le nombre de microtubules courts et dynamiques dans un espace restreint (McNally et al.,
2006; Roll-Mecak and Vale, 2006; Srayko et al., 2006). En effet, I'analyse par tomographie électronique
d’un fuseau méiotique montre que celui-ci est composé majoritairement de microtubules courts
(Lantzsch et al., 2021; Srayko et al., 2006). Cela facilite surement une réorganisation et une dynamique
plus efficace du réseau, notamment au cours de la transition métaphase-anaphase. En effet, des

ME-1eME-2 conduisent a la

mutations de MEI-1 ou de MEI-2 affectant Iégerement I'activité de la Katanine
formation de longs fuseaux méiotiques et la persistance de péles (McNally et al., 2006). Lors de cette
transition métaphase-anaphase, le fuseau se raccourcit, le nombre et la longueur des microtubules
réduisent (Lantzsch et al.,, 2021). Ces caractéristiques dépendent aussi de [l'activité de la
KatanineME-1*ME-2 Fn réduisant légérement I'activité de la KatanineME-1*ME-2 eg quteurs démontrent
que, bien que le fuseau bipolaire ne soit pas parfaitement formé, les microtubules sont plus longs et
plus stables. Les microtubules seraient stabilisés par leur interaction avec les chromosomes en absence

de I'activité de la Katanine ME-1*ME-2 | s quteurs suggérent que la KatanineME-1eMEl-2

est requise pour
réaliser cette transition métaphase-anaphase, ce qui est cohérent avec sa localisation sur les
chromosomes (Lantzsch et al., 2021). De plus, la rotation du fuseau a cette transition est dépendante
de 'activité de la Katanine. Ces résultats soulévent I'importance d’une fine régulation de la présence

et de I'activité de la KatanineM®1*ME-2 dans I'espace et le temps au cours de la méiose.



MEI-1eMEI-2

C. L'activité de la Katanine est régulée au cours du développement

embryonnaire

ME-1eMEI-2 ast essentielle au bon fonctionnement de la méiose femelle

L’activité de la Katanine
chez C. elegans puisqu’elle participe activement a I'assemblage du fuseau méiotique. Cependant, il a
été montré qu’un maintien de cette activité enzymatique au cours de la premiére mitose de 'embryon
affecte drastiquement la dynamique du fuseau mitotique et entraine de la létalité embryonnaire
(Clark-Maguire and Mains, 1994a; Kurz et al., 2002; Pintard et al., 2003a; Pintard et al., 2003b; Miiller-
Reichert et al., 2010). En effet, cela a été démontré tout d’abord génétiquement a 'aide du mutant
gain de fonction mei-1(ct46) qui produit la protéine MEI-1 P99L (Mains et al., 1990a; Clandinin and
Mains, 1993). Les embryons mei-1(ct46) présentent un fuseau mitotique plus court car les
centrosomes sont plus proches I'un de I'autre. Le fuseau est mal orienté et positionné en postérieur
de I'embryon. Chez ce mutant, MEI-1 P99L s’accumule précisément sur le fuseau mitotique, et en
particulier sur les centrosomes et sur les chromosomes (Clark-Maguire and Mains, 1994b; Pintard et

al., 2003b). La coupure des microtubules par la KatanineME-1*MEi-2

au cours de la mitose est donc toxique
pour la dynamique du fuseau mitotique. Une voie de régulation de I'activité de la Katanine est donc
indispensable pour le fonctionnement de cette transition méiose-mitose et le développement

embryonnaire. Plusieurs acteurs impliqués dans cette régulation ont déja été identifiés (Figure 21).

i. Voie de régulation par le systéme ubiquitine-protéasome

Une voie de régulation de I'activité de la KatanineM&-1*ME2 gy cours de la transition méiose-
mitose se met en place par le contrdle de sa présence. A la fin de la méiose, la sous-unité MEI-1 est
ubiquitinylée par le systéme E3-ubiquitine-ligase contenant CUL-3 (Cullin 3) pour étre envoyée a la
dégradation par le protéasome 26S (Figure 20) (Clark-Maguire and Mains, 1994a; Kurz et al., 2002;
Pintard et al., 2003a; Furukawa et al., 2003; Xu et al., 2003). Afin de déterminer I'adaptateur de CUL-3
pour interagir avec la sous-unité MEI-1, une approche génétique a permis d’identifier le gene mel-26
(Maternal Effect Lethal 26) comme régulateur de la dégradation de KatanineME-1*ME-2 3 |3 transition
méiose-mitose (Clark-Maguire and Mains, 1994b; Dow and Mains, 1998; Pintard et al., 2003b).
MEL-26 interagit directement avec MEI-1 (Pintard et al., 2003; Gomes et al., 2013) et permet d’adapter
le systéeme E3-ubiquitine-ligase, en interagissant via son domaine BTB avec CUL-3 (Figure 20) (Pintard

et al., 2003; Pintard et al., 2004).
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Figure 20 : Régulation de P'activité de la KatanineME-1"ME2 gy cours de la transition méiose-mitose par envoi a

MEI-1e MEI-2

la dégradation. La Katanine active en méiose est ciblée par le complexe E3 ubiquitine ligase. CUL-3

interagit avec la KatanineME-1*ME-2 yig son adaptateur MEL-26 pour ubiquitinyler la KatanineME-1*ME-2 et |’envoyer
a la dégradation par le protéasome pour le bon fonctionnement de la premiéere mitose.

Chez le mutant de mei-1(ct46) (gain de fonction), la mutation P99L de MEI-1 montre une « résistance »
a son envoi a la dégradation. En effet, cette mutation est localisée dans une séquence PEST qui
contribue a I'envoi a la dégradation des protéines de courte durée de vie. Il est aussi démontré que

I'interaction entre MEL-26 et MEI-1 P99L est défectueuse en double hybride (Pintard et al., 2003b).

jii. Voie de régulation par phosphorylation

MBK-2 (Mini Brain Kinase 2) est un autre acteur de la régulation de la KatanineMEe-1*ME-2

qui a
été identifié chez C. elegans. MBK-2 est une kinase de la famille des kinases DYRK (Dual-specificity
tyrosine phosphorylation-Regulated Kinase) qui phosphoryle spécifiquement les tyrosines, mais aussi
les serines et thréonines de leur substrat. Ces kinases doivent étre phosphorylées sur un motif YxY

pour étre actives (Soppa and Becker, 2015).

La présence et I'activité de la Kinase MBK-2 a la fin de la méiose contribue activement a la voie
de dégradation de MEI-1 pour permettre une correcte transition méiose-mitose. En effet, il a été
montré que des mutants perte de fonction de mbk-2 affectent le positionnement, la longueur et la
dynamique du fuseau mitotique. Ces caractéristiques phénotypiques sont tres similaires a celles
observées chez le mutant « gain de fonction » de mei-1. De plus, un défaut d’activité de MBK-2 conduit
a un maintien de la présence de MEI-1 sur le fuseau mitotique (Pellettieri et al., 2003; Quintin et al.,
2003; Ming Pang et al., 2004). MBK-2 agit donc comme un régulateur négatif (inhibiteur) de I'activité

MEI-1eMEI-2 X

de la Katanine a la transition méiose-mitose.

Apres la fécondation de I'ovocyte par le spermatozoide, MBK-2, qui est localisée au cortex de I'ovocyte,
doit étre activée pour cibler le complexe KatanineM&-1*ME-2  Cdk-1 (Cyclin Dependant Kinase 1)

phosphoryle MBK-2 pour rendre la kinase active, puis le complexe EGG-3 et EGG-4/5 qui séquestre



MBK-2 au cortex s’internalise dans le cytoplasme de I'ovocyte en méiose Il ol ils seront dégradés par
le complexe APC (Anaphase Promoting-Complex) (Stitzel et al., 2007; Cheng et al., 2009). MBK-2
devient ainsi libre de phosphoryler MEI-1 sur le fuseau méiotique. MBK-2 phosphoryle précisément la
serine 92 de MEI-1 a partir de I'anaphase de la méiose Il conduisant a sa dégradation pour le bon

fonctionnement de la premiére mitose de I'embryon (Figure 21) (Stitzel et al., 2006).

iii. Lien direct entre la voie de régulation par dégradation et par phosphorylation

ME-1eME-2 54 cours de la transition méiose-mitose chez

Deux voies de régulation de la Katanine
C. elegans ont été identifiées et partiellement décrites de fagcon indépendante dans la littérature. La
premiere est la voie par envoi a la dégradation de MEI-1 via le systéme ubiquitine protéasome et la
seconde via la phosphorylation de MEI-1 S92 par MBK-2. Mais existe-il un lien direct entre ces deux
voies de régulation ? Il a été mentionné précédemment que MEL-26 interagit directement avec MEI-1
en double hybride (Pintard et al., 2003; Gomes et al., 2013). Cette interaction spécifique est perdue
lorsque le résidu S92 de MEI-1 est muté en alanine (acide aminé non phosphorylable) alors que
celle-ci est maintenue lorsque S92 est mutée en aspartate, mimant la phosphorylation du résidu
(Gomes et al., 2013). Ll'interaction MEL-260MEI-1 est strictement dépendante de I'état de
phosphorylation de la serine 92 de MEI-1. La phosphorylation de MEI-1 par MBK-2 permet donc I'envoi

a la dégradation de MEI-1 via le systeme ubiquitine-protéasome au cours de la transition méiose-

mitose (Figure 21) (Stitzel et al., 2006).

iv. Voie de régulation par déphosphorylation

MEI-1eMEI-2

Bien que la voie de régulation de I'activité de la Katanine par phosphorylation de

MEI-1 ne soit pas entierement déchiffrée, une voie de régulation par la déphosphorylation de la

MEI-1eMEI-2

Katanine émerge.

Han et al. (2009) démontre génétiquement chez C. elegans que l'inactivation du complexe
PP4PPFR1 (Protein Phosphatase 4), contenant la sous-unité catalytique PPH-4.1 et la sous-unité
régulatrice PPFR-1 (Protein Phosphatase Four Regulatory subunit 1), supprime le phénotype

d’inactivation de mel-26 et de mei-1(ct46) correspondant tous deux a une accumulation de la

MEI-1eMEI-2

Katanine active en mitose. La phosphatase PP4?""®1 semble donc agir comme un régulateur

MEI-1eMEI-2

positif de I'activité de la Katanine puisqu’en son absence, l'activité ectopique de la

KatanineMEl—loMEI-Z

est réduite en mitose. De plus, Gomes et al. (2013) décrivent que I'inactivation de
ppfr-1 amplifie le phénotype d’'un mutant de mei-1 au cours de la méiose. Ce mutant mei-1(ts) est

caractérisé par un allongement de la longueur du fuseau méiotique causant une augmentation du



volume du second globule polaire. Ce résultat confirme que la phosphatase PP4°P"*1 est un régulateur

MEI-1eMEI-2

positif de la Katanine , et ce, dés le début de la méiose (Han et al., 2009; Gomes et al., 2013).

En effet, il a aussi été montré que PP4"P™I modifie le profil de phosphorylation de MEI-1 in vivo sur gel

MEI-1e MEI-2

2D (Gomes et al., 2013). Afin d’activer le complexe enzymatique Katanine en méiose, la

4PPFR-1

phosphatase PP ciblerait donc directement la sous-unité catalytique MEI-1 (Figure 21).

Cependant, les résidus de MEI-1 ciblés par la phosphatase n’ont pas encore été identifiés.

D’autre part, PPFR-1 interagit directement avec MEL-26 par double hybride. Une inhibition de
mel-26 chez C. elegans conduit a une accumulation de PPFR-1 aux centrosomes en mitose, qui est

caractéristique de la localisation de MEI-1 chez le mutant mei-1(ct46) (Gomes et al., 2013). MEL-26

4PPFR-1

serait donc un inhibiteur de la phosphatase PP au cours de la mitose. Le systéme E3 Ubiquitine-

MEI-1eMEI-2

ligase CUL-3MEL26 cible directement la Katanine via la sous-unité catalytique MEI-1 pour

MEI-1eMEI-2

I’envoyer a la dégradation, mais cible aussi I'activateur de la Katanine qui est la phosphatase

PP4PPFR-1 3u cours de la transition méiose-mitose.

A partir de toutes les données de la littérature, voici une hypothése du mécanisme de

MEI-1e MEI-2

régulation de la Katanine au cours de la transition méiose-mitose chez C. elegans. MBK-2 est

activé au cours de la méiose Il et commence a phosphoryler MEI-1 sur le second fuseau méiotique en

anaphase. Cependant, la présence de PP4PPfR1 en méiose | et méiose Il pourrait déphosphoryler le(s)

MEI-1eMEI-2

site(s) de MEI-1 phosphorylé(s) par MBK-2, pour laisser la Katanine active jusqu’a la fin de la

MEI-1eMEI-2

méiose Il. La Katanine serait en équilibre entre phosphorylations et déphosphorylations. A la

fin de la méiose Il, MEL-26 cible (i) MEI-1 phosphorylé par MBK-2 et (ii) PPFR-1, la sous-unité régulatrice

de la phosphatase PPAPP"R1 pour démarrer leur envoi a la dégradation par le protéasome. La quantité

MEI-1eMEI-2

de la Katanine active se réduit trés rapidement permet une transition vers la mitose. Cela

suggere qu’un cycle de phosphorylations et de déphosphorylations peut moduler finement dans

MEI-1eMEI-2

I’espace et dans le temps I'activité de coupure des microtubules par la Katanine en jouant sur

la quantité d’enzyme active disponible.
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Figure 21 : Représentation schématique des voies de régulation de I'activité de la KatanineME-1*ME-2 3 |3
transition méiose-mitose. (1) L’activité de la Katanine"'""'*ME-2 est requise au cours de la méiose et doit étre
contrdlée et limitée pour le bon fonctionnement de la premiere mitose. (2) La kinase MBK-2 phosphoryle MEI-1
a la fin de la méiose Il. MEL-26 peut ainsi interagir avec MEI-1 pour adapter le systéme E3-ubiquitine ligase. Une

MEI-1e MEI-2

fois MEI-1 ubiquitinylée, la Katanine est envoyée a la dégradation par le protéasome. (3) La phosphatase

PP4PPFR1 modifie le profil de phosphorylation de MEI-1 en méiose. Elle pourrait alors déphosphoryler MEI-1 pour
laisser actif le complexe durant la méiose en contrant le début de phosphorylation par MBK-2. De plus, MEL-26

interagit avec PPFR-1 a la fin de la méiose pour probablement I'envoyer a la dégradation en parallele de la

KatanineMEl-loMEl-Z

La déphosphorylation de MEI-1 par PP4 rend la KatanineME-1*ME2 active en méiose, mais est-
ce que la phosphorylation de MEI-1 par MBK-2 pourrait inhiber I'activité du complexe enzymatique en
plus de participer a son envoi a la dégradation ? Aucune étude n’a révélé de données confirmant cette
hypothése chez C. elegans. Toutefois, chez Xenopus Laevis, la phosphorylation de la serine 131 de p60
a été décrite comme réduisant 'activité ATPase de la Katanine stimulée par les microtubules et la
coupure des microtubules (Loughlin et al., 2011; Whitehead et al., 2013). Le site phosphorylé régule
spécifiguement l'activité du complexe enzymatique, sans modifier I'interaction primaire avec les
microtubules. Les auteurs proposent que ce résidu, une fois phosphorylé, pourrait modifier I'état
d’hexamérisation de la Katanine, car I'effet de la mutation de ce site est restauré en augmentant la

concentration d’enzyme (Whitehead et al., 2013).



Iv. Questions et objectifs de la these :

Les MSE sont des acteurs principaux de la régulation du réseau de microtubules, et ce, dans
divers types cellulaires. En modifiant la longueur, la dynamique, le nombre et I'organisation des
microtubules dans I'espace, ces enzymes sont capables de les réorganiser de maniere rapide et efficace
en un réseau fonctionnel. Ainsi en développant toutes les connaissances sur leur mécanisme d’action,
nous serons en mesure de comprendre comment leur activité peut étre régulée au cours d’un
mécanisme cellulaire donné, et comment une suractivité enzymatique retrouvée dans un contexte

pathologique pourrait étre modulée dans un but thérapeutique.

Ma thése vise ainsi & comprendre comment I'activité de la KatanineM®-1®* ME2 eyt étre régulée dans
I'espace et le temps au cours du développement embryonnaire chez C. elegans. Dans un premier
temps, nous avons développé un systéme biologique a partir duquel nous sommes capables de suivre
la localisation de la Katanine ME-1*ME-2 dans |e ver entier d’une part, mais aussi de suivre son activité

enzymatique au cours de la méiose femelle et du développement embryonnaire.

A. Régulation de I'activité de la KatanineM®-1*M&-2 har phosphorylations

L’action de la KatanineVE-1eMEl-2

en méiose chez C. elegans permet |'assemblage successif de
deux fuseaux méiotiques dynamiques acentrosomaux et essentiels a la ségrégation des chromosomes.
Cependant, cette méme activité enzymatique au cours de la mitose dans le zygote est délétére pour
la dynamique du fuseau et létale pour le développement embryonnaire. |l existe donc une fine
régulation de la quantité de la KatanineME-1*ME2 active au cours de la transition méiose-mitose. Le
complexe enzymatique est ciblé par le systéme CUL-3ME26 qui permet son envoi a la dégradation par
le protéasome. Par ailleurs, la kinase MBK-2 phosphoryle la sous-unité MEI-1 sur la serine 92 a la fin
de la méiose Il et participe a son envoi a la dégradation. En paralléle, la phosphatase PP4""1 modifie
le profil de phosphorylation de MEI-1, et est caractérisée comme régulateur positif de I’activité de la

MEI-1eMEI-2

Katanine en méiose. La régulation de [l'activité de I'enzyme semble osciller entre

phosphorylations et déphosphorylations. De plus, il a été démontré chez Xenopus Laevis que la
phosphorylation d’un résidu contribue a une inhibition de I'activité de la Katanine (Whitehead et al.,
2013). Au cours de ma thése, je souhaite répondre aux questions suivantes: d'une part, la

phosphorylation de MEI-1 par MBK-2 pourrait-elle inhiber Iactivité enzymatique de la

MEI-1eMEI-2 9 D'

Katanine autre part, cette phosphorylation est-elle suffisante pour envoyer la

MEI-1eMEI-2 )

Katanine a la dégradation ?



MEI-1eMEI-2

B. Régulation de I’activité de la Katanine via son interaction avec le microtubule

Le complexe enzymatique Katanine étant composé de deux sous-unités essentielles a son
activité de coupure des microtubules, dispose d’une sous-unité catalytique et une sous-unité
régulatrice. Le role et le fonctionnement de la sous-unité catalytique est aujourd’hui de plus en plus
décrit, mais pourtant la fonction de la sous-unité régulatrice n’est pas encore bien connue. Le role
critique de certaines sous-unités régulatrices est I'interaction de I'enzyme avec son substrat. Leur
spécificité d’interaction avec les microtubules pourrait donc étre un moyen subtil et efficace pour
contrdler et réguler 'activité de coupure des microtubules par la Katanine. Cette premiére interaction
avec le microtubule via la sous-unité régulatrice permettrait la mise en place de I'enzyme active a la
surface du microtubule qui serait essentielle pour, dans un second temps, I'extraction de la tubuline

du microtubule via les sous-unités catalytiques entrainant par la suite la coupure du microtubule.

L'un des principaux objectifs de ma thése est d’identifier les déterminants moléculaires de la sous-

MEI-1eMEI-2

unité régulatrice MEI-2 requis pour I'interaction directe de la Katanine avec les microtubules

MEI-1e MEI-2

chez C. elegans, qui est essentielle a I’activité de la Katanine au cours de la méiose femelle.

L’accessibilité de I'enzyme a son substrat peut étre favorisée ou limitée par I'affinité de son interaction.
Comment ces déterminants moléculaires sont-ils capables de moduler I'activité de I'enzyme ? L' objectif
suivant est donc de caractériser I'effet de mutations de ces résidus sur l'activité de la

MEI-1eMEI-2

Katanine in vivo. Selon la nature de la mutation, et par conséquent I'affinité de la Katanine

pour le microtubule, sommes-nous capables de nuancer I'activité de I'enzyme dans un contexte

cellulaire fonctionnel ?

De plus, pour comprendre la contribution générale de I'interaction enzyme-substrat sur I'activité de

coupure des microtubules par la Katanine, un des objectifs de la these est d’identifier la cible de la

MEI-1eME-2 gy r |a surface du microtubule. La KatanineVE-1*ME-2

Katanine est-elle capable de reconnaitre

un motif spécifique sur la surface du microtubule pour interagir avec et entrainer sa coupure ?
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Résultats

Phosphorylation of the microtubule-severing AAA+ enzyme Katanin regulates

C. elegans embryo development

Joly N., Beaumale E., Van Hove L., Martino L. and Pintard L. (2020) Journal of Cell Biology.
https://doi.org/10.1083/jcb.201912037

La Katanine est une enzyme de coupure des microtubules, qui est essentielle pour
I'assemblage du fuseau méiotique femelle chez C. elegans. Cependant, le maintien de son activité au
cours de la premiére mitose affecte drastiquement la dynamique du fuseau mitotique et est toxique
pour le développement embryonnaire. La Katanine est ciblée par le complexe CUL-3ME“26 pour étre
envoyée a la dégradation par le protéasome a la transition méiose-mitose. De plus, la Katanine est
phosphorylée par la kinase MBK-2 a la fin de la méiose Il. Cette étude vise a comprendre comment

I'activité de la Katanine est régulée par phosphorylations au cours de cette transition méiose-mitose.

En analysant la totalité du ver, nous avons montré que la Katanine est localisée de facon
abondante dans le cytoplasme des ovocytes. Méme si la quantité de la Katanine est fortement réduite
aprés la méiose dans I'embryon, une quantité non négligeable de Katanine est maintenue sur les
centrosomes et chromosomes durant les premiéres mitoses, et ce, au cours du développement

embryonnaire.

Nous avons aussi montré que MBK-2 phosphoryle les deux sous-unités de la Katanine sur
plusieurs sites. La phosphorylation d’un seul de ces résidus est nécessaire et suffisante a I'envoi de la
Katanine a la dégradation en permettant une interaction directe de ce résidu phosphorylé avec
I’adaptateur du complexe CUL-3ME-26, Des approches biochimiques nous ont permis de prouver que

les phosphorylations de la Katanine inhibent aussi son activité ATPase en réponse aux microtubules.

Cette étude met en lumiére un mode de régulation complexe, basé sur des cycles de
phosphorylation/déphosphorylation de la Katanine au cours de la transition méiose-mitose, en
agissant directement sur I'activité intrinseque de I'enzyme et diminuant la quantité disponible. Cela
permet un contréle rapide et efficace de I'activité de coupure des microtubules par la Katanine.

Dans cette étude, ma contribution a été la caractérisation de la souche du nématode C. elegans
exprimant sGFP::MEI-2 présentée dans la Figure 1 et la Figure S1. Ce travail a consisté a définir la
localisation de sGFP::MEI-2 dans le ver entier, mais aussi plus spécifiquement au cours de la méiose et
de la mitose dans des embryons disséqués, a I'aide d’un microscope Spinning Disk. J’ai contrélé la
viabilité des vers a différentes températures de culture. Aprés exposition des vers a un ARNi dirigé
spécifiquement contre mei-1 ou mei-2, j’ai caractérisé I'expression des sous-unités MEI-1 et MEI-2 par
microscopie ou par western blot puis évalué la viabilité des vers. J'ai analysé I'ensemble de ces résultats
et assemblé les figures correspondantes.
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ARTICLE

Phosphorylation of the microtubule-severing AAA+
enzyme Katanin regulates C. elegans embryo
development

Nicolas Joly®, Eva Beaumale, Lucie Van Hove, Lisa Martino, and Lionel Pintard®

The evolutionarily conserved microtubule (MT)-severing AAA-ATPase enzyme Katanin is emerging as a critical regulator of MT
dynamics. In Caenorhabditis elegans, Katanin MT-severing activity is essential for meiotic spindle assembly but is toxic for the
mitotic spindle. Here we analyzed Katanin dynamics in C. elegans and deciphered the role of Katanin phosphorylation in the
regulation of its activity and stability. Katanin is abundant in oocytes, and its levels drop after meiosis, but unexpectedly, a
significant fraction is present throughout embryogenesis, where it is dynamically recruited to the centrosomes and
chromosomes during mitosis. We show that the minibrain kinase MBK-2, which is activated during meiosis, phosphorylates
Katanin at multiple serines. We demonstrate unequivocally that Katanin phosphorylation at a single residue is necessary and
sufficient to target Katanin for proteasomal degradation after meiosis, whereas phosphorylation at the other sites only inhibits
Katanin ATPase activity stimulated by MTs. Our findings suggest that cycles of phosphorylation and dephosphorylation fine-

tune Katanin level and activity to deliver the appropriate MT-severing activity during development.

Introduction
The active remodeling of the microtubule (MT) cytoskeleton is
instrumental for multiple dynamic cellular processes. MT-
Severing Enzymes (MSEs), which include Katanin, Fidgetin,
and Spastin, are emerging as an important class of evolutionarily
conserved MT remodelers, with critical functions in the regu-
lation of MT dynamics in diverse cellular and biological contexts
(McNally and Roll-Mecak, 2018; Sharp and Ross, 2012). Instead
of regulating MT dynamics by interacting with the plus or minus
ends of MTs, these enzymes interact with the MT lattice and
might facilitate the extraction of tubulin dimers, eventually
leading to MT severing (Vemu et al., 2018; Zehr et al., 2020).
Depending on the amount of GTP-tubulin available, these severing
events, leading to the formation of new MT extremities, can be
used as seeds for the nucleation of new MTs or can induce the
rapid depolymerization of MTs (Kuo et al., 2019; Roll-Mecak and
Vale, 2006; Vemu et al., 2018). Despite considerable progress in
deciphering the function of these enzymes, how these molecular
machines are regulated in space and time to deliver the adequate
level of MT-severing activity remains poorly understood.

The nematode Caenorhabditis elegans provides a dynamic
developmental context for the study of Katanin function and
regulation during meiotic and mitotic cell divisions (Bowerman

and Kurz, 2006; DeRenzo and Seydoux, 2004; Pintard and
Bowerman, 2019). In C. elegans, the mei-1 and mei-2 genes
(meiosis defective 1 and 2}, which encode the catalytic (p60,
-ATPases Associated with diverse cellular Activities [AAA
ATPase]) and regulatory (p80-like} subunits, respectively, of
Katanin, are essential for meiotic spindle assembly (Mains et al.,
1990; McNally and Vale, 1993; Roll-Mecak and McNally, 2010;
Sharp and Ross, 2012; Srayko et al., 2000). Katanin MT-severing
activity is required to produce seeds for the MT nucleation es-
sential for meiotic spindle formation (Joly et al., 2016; Srayko
et al, 2006). Katanin also keeps the meiotic spindles short,
triggers the anaphase shortening of the spindle, and severs MTs
between the polar bodies and the female pronucleus during
meiosis 1T (Gomes et al., 2013; McNally et al., 2006). While es-
sential for meiosis, Katanin must be rapidly inactivated before
the first mitotic division (Clark-Maguire and Mains, 1994).
Failure to down-regulate Katanin in mitesis results in embry-
onic lethality, presumably as a consequence of inappropriate MT
severing during the early mitotic divisions (Clark-Maguire and
Mains, 1994; Kurz et al., 2002; Miiller-Reichert et al., 2010;
Pintard et al., 2003a,b}. Over the past two decades, significant
progress has been made in identifying the pathways responsible
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for Katanin down-regulation after meiosis. First, an E3 ubiquitin
ligase nucleated by Cullin 3 (CUL-3) and using the substrate adaptor
protein Maternal Effect Lethal 26 {MEL-26; Dow and Mains, 1998)
triggers MElosis defective 1 (MEI-1) ubiquitylation and its subse-
quent degradation by the 268 proteasome (Furukawa et al., 2003;
Pintard et al,, 2003b; Xu et al., 2003. Second, MiniBrain Kinase 2
(MBK-2), a member of the Dual-specificity and tyrosine (Y)-Regu-
lated Kinase (DYRK) family of protein kinases, which is specifically
activated during female meiosis to orchestrate the cocyte-to-em-
bryo transition (Cheng et al., 2009}, contributes to MEI-1 degrada-
tion after meiosis (Pellettieri et al,, 2003; Quintin et al,, 2003; Stitzel
et al,, 2006, 2007). However, whether MBK-2 is directly required
for MEI-1 degradation by the CRL3YEL2¢ E3 ligase or acts in a
paralle]l degradation pathway with an unknown ubiquitin ligase is
still unclear (Beard et al., 2016; Lu and Mains, 2007). Reducing
mbk-2 function enhances the incomplete lethality of mel-26(null) at
15°C, arguing that MEL-26 acts in parallel to MBK-2 (Lu and Mains,
2007). Alternatively, MBK-2 might regulate both Katanin activity
and stability, which could also explain this genetic interaction.
Additional layers of Katanin regulation involve a Protein Phospha-
tase 4 (PP4) complex, using Protein Phosphatase Four Regulatory
subunit 1 (PPFR-1} as a regulatory subunit (henceforth PP4PPFR1),
which genetically acts as an activator of Katanin during meiosis
(Gomes et al., 2013; Han et al., 2009). Consistent with kinases and
phosphatases regulating Katanin activity and/or stability, MEI-1
exhibits a complex phosphorylation pattern by 2D gel analysis, and
this pattern is altered upon inactivation of the PP4PPF¥1 phosphatase
complex (Gomes et al., 2013). Finally, postmeiotic Katanin down-
regulation has been shown to involve inhibition of mei-1 mRNA
translation (Li et al., 2009).

In summary, the current view is that Katanin is eliminated
after meiosis (Bowerman and Kurz, 2006; DeRenzo and Seydoux,
2004; Verlhac et al,, 2010} and therefore does not participate in
mitosis. Here we revise this model and show, using an endoge-
nously tagged GFP line generated by CRISPR/Cas9, that Katanin is
readily expressed during embryogenesis, where it is actively re-
cruited to the centrosomes and chromosomes during mitosis. To
understand how Katanin is tolerated during mitosis, we investi-
gated the precise role of MEI-1 phosphorylation in the regulation
of Katanin activity and stability. By combining biochemical ap-
proaches with structure-function analysis in vivo, we show that
MBK-2 phosphorylates MEI-1 and MEI-2 at multiple residues to
inhibit MT-stimulated ATPase Katanin activity. In addition, we
demonstrate unequivecally that phosphorylation of MEI-1 by
MBK-2 at a single serine (S92) is both necessary and sufficient to
target MEI-1 for degradation after meiosis but probably also dur-
ing mitosis. Overall, our findings suggest that Katanin stability and
activity is finely tuned by cycles of phosphorylation and dephos-
phorylation to deliver the adequate level of MT-severing activity
at the right time and place during C. elegans development.

Results

Spatiotemporal analysis of Katanin dynamics during

C. elegans development

The analysis of Katanin dynamics in C. elegans has so far been
limited to the analysis of a strain generated by microparticle
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bombardment expressing a nonfunctional GFP:MEI-1 version
driven by the germline-specific promoter pie-1 (McNally et al.,
2.006; Pellettieri et al., 2003; Pintard et al., 2003a; Stitzel et al.,
2006). To visualize the spatiotemporal expression of a func-
tional C. elegans Katanin by live-imaging approaches, we gen-
erated a superfolder GFP (sGFP) knock-in mei-2 allele (sGFP::mei-2)
using the CRISPR/Cas9 system (Materials and methods; Fig. S, A
and B). Embryos expressing sGFP::MEI-2 were fully viable (100%,
n > 200, n = 4 Fig. S1 Q), indicating that the sGFP tag does not
interfere with the essential function of Katanin. Western blot
experiments using GFP antibodies confirmed the production of
SGFP:MEI-2 at the expected size (Fig. S1 B). Using a similar ap-
proach, we tried to generate sGFP knock-in mei-1 allele, but we did
not recover any viable homozygous strains, indicating that the
SGFP tag alters MEI-1 functien, consistent with previous ob-
servations (Beard et al,, 2016; Joly et al., 2016).

To visualize MEI-2 dynamics during C. elegans development,
we used spinning disk confocal microscopy and recorded anes-
thetized adult worms expressing sGFP:MEI-2 and mCherry::
HIS-11 as a DNA marker. In the germline, sGFP::MEI-2 was de-
tected in the proximal gonad, where it localized to mature
oocytes, consistent with previous immunolocalization studies
(Srayko et al,, 2000}. sGFP:MEI-2 was exclusively cytoplasmic
and gradually accumulated to reach a maximum level in the “-1
oocytes” (Fig. 1 A, asterisk), which are close to the spermatheca
(Fig. 1 Ai). The GFP signal is specific to Katanin, because it was
strongly reduced upon inactivation of mei-1 by RNAI (Fig. 1 Ali).
Consistently, we noticed that MEI-2, when produced in Esche-
richia coli, is unstable in the absence of MEI-1. Thus, sGFP::MEI-2
is a good proxy to visualize Katanin dynamies in C. elegans. In
early and late embryos, a bright GFP signal was detected on the
polar bodies, but the signal in the cytoplasm was strongly re-
duced compared with the signal detected in oocytes (Fig. 1 Ai).
Live imaging of dissected embryos revealed that sGFP:MEI-2
localizes to the meiotic spindle during meiosis I and meiosis II
(Fig. S1E), consistent with previous MEI-2 immunolocalization
studies (Srayko et al., 2000). Unexpectedly, sGFP:MEI-2 was
also found in mitotic embryos, not only at the one-cell stage but
also in later stages. In one-cell embryos, sGFP:MEI-2 first lo-
calized to the centrosomes before nuclear envelope breakdown
and then invaded the pronuclear space and accumulated on the
mitotic spindle and to the chromosemes. sGFP:MEI-2 was
similarly dynamically recruited to the centrosomes and chro-
mosomes during mitosis at the two-cell stage, as well as in later
stages (Fig. 1 B). Although it was believed that Katanin is elim-
inated after meiosis and does not participate in mitosis in C.
elegans embryos, our observations indicate that a fraction of
Katanin is present during embryogenesis.

Phospharylation of the N-terminal part of MEI-1 inhibits
MT-stimulated Katanin ATPase activity

The finding that Katanin is readily detectable during embryo-
genesis prompted us to determine the exact molecular mecha-
nisms regulating Katanin activity and stability in space and time.
Several lines of evidence indicate that Katanin is regulated
through phosphorylation: (a) MEI-1 exhibits a complex phos-
phorylation pattern by 2D gel electropheresis (Gomes et al.,
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Figure 1. sGFP:MEI-2 dynamics during C. elegans development. (A) Spinning disk confocal micrographs of adult worm expressing sGFP:MEI-2 (in green)
and mCherry::HIS-11 (in red) exposed to control (i) or mei-I(RNA) (ii). Insets are higher magnifications of the boxed regions. Head of the worm is on the left of
the picture. The full worm was reconstituted from ~10 different views and assembled using Photoshop. The germline is delimited by dashed lines. Sp,
spermatheca; Ooc, oocytes; Emb, embryos; *, -1 oocyte. Scale bar represents 50 um. (B) Spinning disk confocal micrographs of early embryos expressing
sGFP::MEI-2 (in green) and mCherry::HIS-11 (in red) at the one-cell (P0) and two-cell (AB and P1) stages. The anterior of the embryo is oriented toward the left

in this and other figures. Scale bar represents 5 pm.

2013), (b) inactivation of the PP4FPFR complex alters this
phosphorylation pattern, (c) PP4FFFR- acts genetically as a Ka-
tanin activator (Gomes et al., 2013; Han et al., 2009), and (d)
MBK-2 directly phosphorylates MEI-1 at the meiosis-to-mitosis
transition, possibly targeting Katanin for degradation (Pang
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et al., 2004; Pellettieri et al., 2003; Quintin et al., 2003; Stitzel
et al., 2006). As MBK-2 localizes at the centrosomes and chro-
mosomes in mitotic embryos during embryogenesis (Pellettieri
et al,, 2003), similarly to Katanin, we revisited the exact role of
MBK-2 in the regulation of Katanin activity and stability.
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Figure 2. MEI-1 phosphorylation by MBK-2 inhibits MT-stimulated Katanin ATPase activity. (A) ATPase activity of Katanin or MEI-1 alone before and
after phosphorylation by MBK-2 as a function of different ATP concentrations. Turnover from four independent experiments are represented and fitted using
Origin. (B) ATPase activity of Katanin or MEI-1 alone before and after its phosphorylation by MBK-2 as a function of MT concentration. (C€) Radioactive in vitro
kinase assay using MBK-2 kinase and Katanin, MEI-1 or MEI-2 alone as substrates. Autoradiograph of SDS-PAGE showing y-[*?P] incorporation into MEI-1 and
MEI-2 (upper panel). The graph corresponds to the quantification of the radioactivity incorporated into the MEI-1 or MEI-2 divided by the total amount of MEI-1
or MEI-2 quantified using tryptophan fluorescence (Stain Free; Bio-Rad). This experiment is representative of one experiment that was reproduced

three times.

It has been shown that Katanin ATPase activity is stimulated
by the presence of MTs (McNally and Vale, 1993; Hartman et al.,
1998; Joly et al., 2016; Zehr et al., 2020). We thus investigated
whether Katanin phosphorylation by MBK-2 could regulate
Katanin ATPase activity stimulated by MTs. To this end, we
prephosphorylated Katanin by MBK-2 and measured its ATPase
activity in vitro, in the absence (Fig. 2 A) or presence (Fig. 2 B) of
MTs. We first controlled that phosphorylation of Katanin by
MBK-2 is not drastically changing the ATPase activity of the
enzyme (Vypax or Ky, Fig. 2 A). We then tested the effect of MTs
on Katanin ATPase activity. While MTs stimulated the ATPase
activity of Katanin by approximately two- to threefold, they
failed to stimulate the ATPase activity of Katanin that had been
prephosphorylated by MBK-2, which exhibits only a basal AT-
Pase activity in these conditions (Fig. 2 B). These results indicate
that Katanin phosphorylation by MBK-2 inhibits its MT-stimulated
ATPase activity.

We next set out to identify the Katanin residues phosphor-
ylated by MBK-2 responsible for this activity. To this end, we
performed in vitro kinase assays using highly purified compo-
nents (MBK-2 and Katanin) produced in E. coli (Fig. 2 C) and
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subjected the reaction product to liquid chromatography/tan-
dem mass spectrometry (LC-MS/MS) analysis (Fig. 3 A). This
analysis showed that MBK-2 phosphorylates MEI-1 at S92, con-
sistent with a previous report (Stitzel et al., 2006), but also at
$90, S113, and S137 (Fig. 3 A), consistent with the appearance of
multiple phosphorylated MEI-1 isoforms in 2D gel analysis of
embryonic extracts (Gomes et al., 2013). All these residues are
located in the N-terminal regulatory domain of MEI-1. MBK-2
also phosphorylates MEI-2 at T32, S68, and S86 but only if
MEI-1 is present, indicating that MEI-1 is essential for MBK-2-
dependent MEI-2 phosphorylation (Fig. 2 C). Consistent with
MBK-2 phosphorylating MEI-1 and MEI-2 at multiple sites,
MBK-2 induced important mobility shifts to MEI-1 and MEI-2,
with the appearance of multiple slow migrating bands on Phos-
Tag SDS-PAGE that typically resolves the different phosphory-
lated isoforms (Fig. S2 A).

To evaluate the relative contribution of each site of MEI-1
phosphorylation by MBK-2, we produced and purified Katanin
with each “phospho-site” substituted by a nonphosphorylatable
residue (alanine or glycine) and repeated the in vitro kinase
assay with MBK-2 in the presence of radiolabeled [y*2P]-ATP
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Figure 3. Phosphorylation of the N-terminal disordered region of MEI-1 inhibits the stimulatory effect of MTs on Katanin ATPase activity.
(A) Schematic representation of MEI-1 and MEI-2. The positions of phosphorylated sites identified by LC-MS/MS after in vitro phosphorylation of Katanin by
MBK-2 are indicated by asterisks (*). Red box represents the PEST sequence, a predicted interacting site for MEL-26 (Fig. S5). AAA+ domain in blue contains
Walker A (WA) and Walker B (WB) motifs as well as second region of homology (SRH). CC, coiled-coil. The position of the gain-of-function mutation P99L is
indicated (underlined). (B) Radioactive in vitro kinase assays using MBK-2 kinase and Katanin, WT or containing serine to alanine substitutions in MEI-1
N-terminal at specific positions, as substrates. Autoradiograph of SDS-PAGE showing y-[3?P] incorporation in MEI-1 and MEI-2 (upper panel). Total Katanin
present in each lane of the same SDS-PAGE using Stain Free (Bio-Rad), based on tryptophan labeling (middle panel). Graphs showing quantification of the ratio
of radioactive MEI-1 and MEI-2 versus the total amount of protein (bottom panel). Gels were quantified using ImageJ, and results are represented in the
histogram. The results shown are representative of one experiment that was reproduced three times. (C) Unmodified and phosphorylated Katanin ATPase
activity in the absence or presence of MTs. The top panels (Ci and Cii) show the schematics of the experiment and the different Katanin versions used in the
assay. Ciii, the bottom panel, shows Katanin ATPase activity presented as percentage of Katanin ATPase activity measured without MTs and without MBK-2.
For each Katanin, the measured ATP activity in the absence of MT and MBK-2 was normalized to 100% (first condition, light green bars). (Ci) Katanin (green oval), WT
or containing site-specific serine to alanine substitution in MEI-1, was phosphorylated or not by MBK-2, and then the ATPase activity of the enzyme was measured in the
absence or presence of MTs. (Cii) Katanin containing MEI-1 phosphorylated at specific sites by genetic code expansion in E. coli was phosphorylated or not by MBK-2, and
then the ATPase activity of the enzyme was measured in the absence or presence of MTs. Experiments in each condition were performed at least four times.

(Fig. 3 B). We substituted S92 by a glycine because we were individual substitution of the other residues (S90A or S113A or
unable to produce a full-length version of MEI-1 with the S92  S137A) had only a modest effect. We conclude that S92 is the
substituted by an alanine in E. coli. Substitution of S92 by glycine  main residue phosphorylated by MBK-2, consistent with the
(S92G) decreased [y2P]-ATP incorporation by 80%, whereas the  previous report (Stitzel et al., 2006).
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To test the contribution of each MEI-1 phospho-site to the
inhibition of MT-dependent stimulation of the ATPase activity
of Katanin, we produced and purified Katanin with MEI-1 singly
phosphorylated at each position (S90, $92, S113, and $137) using
phospho-serine incorporation in E. coli by genetic code expan-
sien (Rogerson et al., 2015). Soluble Katanin complexes with
MEI-1 phosphorylated at each position were produced in E. coli,
indicating that phospho-serine incorporation does not drasti-
cally alter Katanin solubility or stability. Then, we measured the
ATPase activity of Katanin, nonmodified or phosphorylated at
each position in the presence or absence of MTs (Fig. 3 Ciii}.
Strikingly, while MTs greatly stimulated the ATPase activity of
nonmodified Katanin (WT or variants), they failed to stimulate
the ATPase activity of Katanin singly phosphorylated at any of
the four serine residues, indicating that MEI-1 phosphorylation
in the N-terminal regulatory domain renders Katanin insensi-
tive to the presence of MTs (Fig. 3 Ciii). Introduction of phos-
phomimetic residue (aspartate), however, failed to phenocopy
the effect of MEI-1 phosphorylation on the ATPase activity of
Katanin (Fig. 3 C, 592D vs. $92-aaPho). Indeed, introduction of
a negatively charged aspartate at position S92 did not inhibit
MT-dependent ATPase activity of Katanin, whereas the phos-
phorylation of this variant by MBK-2 totally abrogated MT-
dependent ATPase activity stimulation. Taken together, these
results indicate that MEI-1 phosphorylation in its N-terminal
regulatory domain renders Katanin insensitive to the presence
of MTs. We conclude that MBK-2, by phosphorylating the cat-
alytic MEI-1 Katanin subunit, inhibits Katanin ATPase activity
stimulated by MTs.

Site-specific MEI-1 phosphorylation enhances its affinity for
MEL-26

The finding that Katanin ATPase activity is inhibited by MEI-1
phosphorylation might explain why Katanin is tolerated during
mitosis. However, a significant Katanin fraction is targeted for
degradation after meiosis. Given that the MBK-2-dependent 592
phosphorylation of MEI-1 has been implicated in Katanin deg-
radation (Stitzel et al., 2006}, we investigated whether phos-
phorylation of that site is necessary and sufficient to target
Katanin for CRL3MEL-26.mediated degradation, or whether the
other MEI-1 phosphorylation sites also contribute to this
process.

Although the interaction between MEL-26 and MEI-1 has
been detected by different approaches, including yeast two-
hybrid (Gomes et al., 2013; Pintard et al, 2003b), no assays
have been used to detect and quantify the direct interaction
between the purified proteins. We thus developed a sensitive
assay (Far-Western ligand binding assay) to monitor and
quantify the interaction between MEL-26 and MEI-1 (Fig. 4}.
Briefly, Katanin was separated on SDS-PAGE and transferred to
polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane (denaturing con-
ditions} or directly spotted on nitrocellulose membrane (native
conditions). The membrane was then incubated with MEL-26,
and MEL-26-Katanin interaction was detected with anti-
MEL-26 antibodies (Fig. 4).

In this assay, MEL-26 weakly interacted with unmodified
MEI-1. However, a robust binding was observed between MEL-26
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and MEI-1 phosphorylated by MBK-2 (Fig. 4, € and D [lanes 1-2
and 11-12]). Consistent with previous genetic data, indicating that
the product of the gain of function allele MEI-1 P99L is refractory
to degradation (Clark-Maguire and Mains, 1994; Pintard et al,,
2003b}, this variant failed to robustly interact with MEL-26
even after phosphorylation by MBK-2 (Fig. 4, C and D [lanes
9-10]}. Likewise, only weak binding was observed between the
nonphosphorylatable MEI-1 892G and MEL-26 (Fig. 4, C and D
[lanes 3-4]). Individually substituting the other serines with ala-
nines (nonphosphorylatable) did not alter MEL-26 binding to MEIL-1
even after MEI-1 phosphorylation. Importantly, strong binding be-
tween MEI-1 and MEL-26 was observed using MEI-1 uniquely
phosphorylated at 592 by phosphoserine incorporation in E. coli
(MEI-1 S92-2aPho, Fig. 4, C and D [lanes 13-14]). The MEI-1 592D
phospho-mimetic also constitutively interacted with MEL-26, al-
though at a reduced level, indicating that aspartate only partially
mimics MEI-1 phosphorylation (Fig. 4, C and D [lanes 5-6]). Prior
phesphorylation of MEI-1 S92D by MBK-2 did not enhance MEL-26
affinity for MEI-1 (compare Fig. 4 C and D, lanes 5 and 6}, further
indicating that MEI-1 phosphorylation at the other serines does not
contribute to MEI-1 binding to MEL-26. Taken together, these
observations unequivocally show that MEI-1 phosphorylation by
MBK-2 at 592, but not at the other serines (590, S113, or S131},
increases MEI-1 affinity for MEL-26 in vitro.

MEI-1 phosphorylation at residue $92 is necessary and
sufficient to target Katanin for degradation

To decipher whether MEI-1 phosphorylation at 592 is necessary
and sufficient for MEI-1 degradation in vivo, we generated lines
expressing FLAG:mei-1 RNAi-resistant transgenes (Fig. 5 A;
hereafter FLAG::mei-I?) producing FLAG:MEI-1 WT, the non-
phosphorylatable FLAG:MEI-1 S92A, or the phosphomimetic
FLAG::MEI-1 $§92D proteins using Mosl-mediated Single Copy
Insertion (MosSCI; Frokjaer-Jensen et al., 2008). We then tested
the ability of the transgenes to support viability upon endoge-
nous MEI-1 depletion by RNAI.

All transgenes were readily expressed in embryos; FLAG::
MEI-1592A and $92D were produced at the expected size and at
levels similar to FLAG:MEI-1 WT and endogenous MEI-1 (Fig. 5
B). Embryos from animals expressing these transgenes were
viable (>80% embryonic viability for FLAG:mei-I® S92}, indi-
cating that these variants do not act as strong dominant
negatives (Fig. 5, C and D). We next used RNAi to deplete en-
dogenous mei-1 to evaluate the functional consequences of ex-
pressing FLAG::MEI-1 WT, $924, or S92D as the sole source of
MEI-1 (Fig. S3 and 6 A).

Consistent with previous reports, RNAi-mediated mei-1 inac-
tivation in WT “control” N2 animals resulted in severe embry-
onic lethality (Fig. 5 C); mei-I(RNAi} embryos presented the large
polar bodies phenotype resulting from defects in female meiotic
spindle assembly (Fig. 5 and 54). Animals expressing FLAG:
mei-1¥ S92A depleted of endogenous mei-1 also produced dead
embryos. However, this transgene fully rescued the defects in
meiotic spindle assembly (Fig. 54}, indicating that the observed
embryonic lethality is likely due to defective mitosis. We then
used differential interference contrast (DIC} microscopy to film
the division of one-cell embryos. Embryos expressing FLAG::
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Figure 4. Site-specific MEI-1 phosphorylation at 592 increases MEI-1 affinity for MEL-26. (A) Schematic of the different phosphorylated forms
(P, phosphate) of Katanin (green oval) used in the assay. (Ai) WT Katanin phosphorylated by MBK-2. (Aii) Katanin with site-specific substitutions replacing
serine by nonphosphorylatable alanine. (Aiii) Site-specific Katanin phosphorylation by genetic code expansion in E. coli. {B) Schematics of the different steps of
the Far-Western blot method used to detect the interaction between MEI-1 and MEL-26. Purified Katanin (green oval) was separated on SDS-PAGE and
transferred to PVDF membrane (denatured as in C) or directly spotted on nitrocellulose membrane (native as in D). The membrane was then incubated with
purified MEL-26 (red hexagan). After extensive washing of the membrane, the interaction between MEL-26 and MEI-1 was detected using MEL-26 antibadies
and classic ECL revelation. {€) MEL-26-Katanin interaction detected by Far-Western ligand binding assay after separation of Katanin or MEI-1 using SDS-PAGE
(denaturing conditions). Top panel corresponds to MEL-26 detection via specific antibody against MEL-26 and ECL revelation. Bottom panel shows the same
membrane stained with Ponceau Red to show protein loading. Experiment was performed at least three times, and the membranes presented are repre-
sentative of the results. (D) MEL-26-Katanin interaction detected by Far-Western ligand binding assay after spotting decreasing amounts (top > down) of
Katanin on nitrocellulose membrane (native conditions). Histogram summary of the maximal binding (Bmax) values extracted from the fitted binding curve are

presented in Fig. S2.

mei-If $92A displayed severe defects in MT-mediated processes
(Fig. 5 F). Mitotic spindles were misoriented, ectopic cleavage
furrows formed after cytokinesis, and nuclei became displaced
toward the cell cortex after mitosis. We confirmed these ob-
servations using spinning disk confocal microscopy by recording
tubulin and histone fused to GFP and mCherry, respectively. In
embryos expressing FLAG::mei-IR S92A, the mitotic spindle was
shorter, failed to elongate, and often broke during anaphase
(Fig. 5, E and F). The mitotic spindle generally broke between
the sister chromatids at the central spindle, resulting in the
mispositioning of the midbody, but in other cases, the spindle
broke at the kinetochore MTs, resulting in the segregation of all
the chromosomes to one daughter cell (Fig. 5 G). All these phe-
notypes are typical of embryos expressing a persistent form
of MEI-1 (Clark-Maguire and Mains, 1994; Kurz et al., 2002;

Joly et al.
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Pintard et al,, 2003b). Remarkably, embryos expressing FLAG::
mei-1* 592D, which constitutively interacts with MEL-26, did not
show these phenotypes and were mainly viable in the absence of
endogenous MEI-1 (Fig. 5 C). Taken together, these observations
strongly suggest that phosphorylation of MEI-1 at a single serine
(S92) is both necessary and sufficient to target Katanin for degra-
dation after meiosis. Consistently, Western blot experiments re-
vealed that FLAG:MEI-1 S924, accumulated in embryos depleted of
endogenous mei-l. Quantitative analysis of multiple Western blot
experiments revealed that FLAG::MEI-1 S92A accumulated threefold
compared with FLAG:MEI-1 WT. Consistent with our observations
that FLAG::MEI-1 $92D constitutively interacts with MEL-26, FLAG::
MEI-1 592D did not accumulate in embryos, suggesting that intro-
duction of the phosphomimetic residue at position 92 is sufficient to
target Katanin for degradation by the CRL3MEL26 E3 ligase.
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Figure 5. The nonphosphorylatable MEI-1 S92A version is toxic in vivo in the absence of endogenous MEI-1. (A) Schematic showing the strategy used
for expressing RNAi-resistant mei-1% S92A and mei-18592D transgenes (mei-1®) in the C. elegans germline. The operon linker is the intercistronic region from the
gpd-2/gpd-3 operon. (B) Western blot analysis of embryonic extracts of the indicated genotype using MEI-1 (upper panel) and tubulin (lower panel) antibodies.
(C) Viability of embryos expressing FLAG::mei-17 transgenes WT and mutants upon RNAi-mediated inactivation of endogenous mei-1. Error bars represent SEM;
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n = 4 independent experiments performed in triplicate with >100 embryos each. (D) DIC images of animal progeny with the indicated genotype exposed to
control or mei-1(RNAi} for 36 h at 23°C. (E) Percentage of mitotic embryos similar to WT (black bars), presenting a misaligned mitotic spindle (red bars) or a
mitotic spindle that breaks during mitosis (orange bars). The number of embryos analyzed is indicated and was generated by aggregation of more than three
independent experiments. (F) DIC images of one-cell-stage embryos of the indicated genotype upon inactivation of endogenous mei-1. Arrowheads indicate the
mitotic spindle. (G) Live images of mitotic spindles of the indicated genotype carrying GFP::-Tubulin (green) and Histone28:mCherry (red) transgenes. Arrows

indicate locations where the mitotic spindle breaks.

To further confirm these observations, we used specific MEI-1
antibodies and immunofluorescence to monitor MEI-1 levels
during mitosis (Fig. 6 C). We also stained MTs to visualize the
mitotic spindle. WT control embryos depleted of MEI-1 presented
the large polar body phenotype but assembled a normal mitotic
spindle (Fig. 6 C, Ctrl). MEI-1 was undetectable in these embryos,
indicating that our RNAi conditions efficiently depleted endoge-
nous MEI-1. In embryos expressing FLAG::MEI-1 WT, the mitotic
spindle was properly aligned along the anteroposterior axis of the

embryos, and long astral MTs contacting the cortex were observed
(Fig. 6 C, WT). MEI-1 was present on the centrosomes and chro-
mosomes, but it was barely detectable. This staining is highly
specific, confirming our live-imaging analysis using sGFP::MEI-2
and indicating that Katanin is present at low levels in mitotic
embryos (Figs. Sl and 1). In embryos expressing only FLAG::MEI-1
S92A, MEI-1readily accumulated at high levels to the centrosomes
and chromosomes (Fig. 6 C, S92A and $92D). The mitotic spindle
was often misoriented in these embryos (Fig. 5 F [white arrows]

ﬁ Control(RNAI) mei-1(RNAI) B Normalized fold change
Ctl  WT  S92A S92D Ctl  WT  S92A S92D  FLAG:mei-1* 4 -
70- ; :
- FLAG:MEI-1 3 —
» — < MEI —
2
_ =
pu— ~' < Tubulin 1
40- - - 3 -
FLAG:mei-1*  WT S92A S$92D
C FLAG:mei-1*
Ctrl WT S92A S92D WT

mei-1(RNAI)

mei-1+mel-26(RNAi)

Figure 6. Site-specific MEI-1 phosphorylation (S92) is necessary and sufficient to target MEI-1 for degradation. (A) Western blot analysis of embryonic
extracts from N2 (WT control, ctrl), FLAG:MEI-1 WT (light blue), FLAG::MEI-1 S92A (orange), and FLAG::MEI-1 S92D (green), animals exposed to mock (ctrl) or
mei-1{RNAI) using MEI-1 (upper panel) and tubulin (lower panel, loading control) antibodies. (B) Quantification of the ratio of MEI-1 versus tubulin signal
intensity over three independent experiments revealed that MEI-1 levels accumulate by threefold in FLAG::MEi-1 S92A embryos compared with the FLAG:MEI-1
WT control or FLAG:MEI-1 S92D upon endogenous inactivation of mei-1 by RNAi. Box-and-whiskers plot presenting MEI-1 levels quantified over three ex-
periments. The whiskers represent the min and max values. (C) Representative spinning disk confocal micrographs of fixed early embryos of the indicated
genotype immunostained with MEI-1 (magenta) and MT (yellow) antibodies. White arrowheads indicate the persistence of MEI-1 in mitosis at the centrosomes
and the chromosomes. Additional representative images of embryos in metaphase are presented in Fig. 4.
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Figure 7. Working model of Katanin expression and regulation by cycles of phosphorylation and dephosphorylation during C. elegans development.
Schematic representation of Katanin levels and regulation in C. elegans oocytes and embryos. In the top panel, the level of green color represents the amount of
Katanin present in oocytes and embryos. Katanin accumulates during oogenesis to reach a maximal level in the oocyte located closed to the spermatheca
(-1 0ocyte). Katanin levels remain elevated during meiosis | and Il but drop after meiosis as a consequence of the activation of the MBK-2 kinase and expression
of the MEL-26 E3-ligase subunit. The bottom panel presents a model of the molecular mechanisms regulating Katanin levels and activity. During meiosis,
Katanin might cycle between dephospharylated (Katanin active, green) and phosphorylated (inactive, light blue) states. After meiosis, a large Katanin fraction is
targeted for ubiquitin-mediated degradation by the CRL3E.-2% E3.ligase while a fraction escaping proteasomal degradation might cycle between phaos-

phorylated and dephosphorylated states.

and Fig. S4 B). Consistent with Western blot experiments, FLAG::
MEI-592D did not accumulate in early embryos, although MEI-1
levels were slightly higher than in embryos expressing FLAG:
MEI-1 WT (Fig. 54 and 6 C). Taken together, these results in-
dicate that MEI-1 phosphorylation of the single residue 592 by
MBK-2 is both necessary and sufficient to target MEI-1 for
ubiquitin-mediated degradation by the CRL3MEL-26 E3 ligase, We
conclude that MEI-1 phosphorylation regulates both Katanin ac-
tivity and stability to deliver the appropriate level of MT-severing
activity during C. elegans development (Fig. 7).

Discussion

The evolutionarily conserved MT-severing AAA-ATPase en-
zymes are important regulators of MT dynamics, with instru-
mental functions in cell division and cell migration (McNally
and Roll-Mecak, 2018). However, how these enzymes are reg-
ulated in space and time during development to deliver the
appropriate levels of MT-severing activity is poorly understood.
Using an integrated combination of genetics, live-cell imaging,
and biochemical approaches, we investigated the spatiotemporal
expression of Katanin during C. elegans development and dis-
sected the molecular mechanisms regulating its activity and
stability. In particular, we show that phosphorylation of the
N-terminal regulatory domain of the catalytic MEI-1 subunit
regulates both Katanin stability and ATPase activity. It has been
shown that MTs stimulate, by an unknown mechanism, the
ATPase activity of Katanin, which is essential for MT severing

Joly et al.
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(McNally and Vale, 1993; Hartman and Vale, 1999; Joly et al.,
2016; Zehr et al., 2020). Here we show that phosphorylation of
the N-terminal regulatory domain of MEI-1 suppresses the
stimulatory effect of MTs on Katanin ATPase activity, presum-
ably inhibiting MT severing. In addition, we demonstrate un-
equivocally that site-specific phosphorylation of MEI-1 at S92
by MBK-2, but not at the other serines, is both necessary and
sufficient to enhance the interaction between Katanin and the
E3-ligase adaptor MEL-26, and to send Katanin to proteasome-
dependent degradation. As the PP4FFFR1 phosphatase likely de-
phosphorylates MEI-1 to stimulate Katanin activity (Gomes et al.,
2013; Han et al,, 2009), our results strongly suggest that cycles of
phosphorylation and dephosphorylation regulate Katanin levels
and activity in space and time during development, to deliver the
appropriate amount of MT-severing activity.

Spatiotemporal expression and regulation of Katanin during

C. elegans development

A wealth of genetic evidence indicates that Katanin is essential
for meiotic spindle assembly, but it is toxic for the assembly of
the mitotic spindle that forms in the same cytoplasm 20 min
later. Previous work has established that Katanin is abundant in
oocytes but is rapidly targeted for degradation after meiosis by
the CRL3MFL-2¢ E3 ligase to allow mitotic spindle assembly. It
was thus believed that C. elegans Katanin is entirely eliminated
after meiosis and might not be produced during embryogenesis.
Here, we used a strain expressing MEI-2 endogenously tagged
with sGFP using CRISPR-based genome editing to monitor

Journal of Cell Biology
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Katanin dynamics during C. elegans development. Consistent
with immunolocalization studies, we confirmed that Katanin
accumulates in cocytes to reach a maximum level in the -1 oo-
cytes, which are located close to the spermatheca (Fig. 1 A, as-
terisk). The sGFP::MEI-2 signal in oocytes was undetectable upon
inactivation of mei-1 by RNAI, indicating that sGFP:MEI-2 is a
good proxy to visualize Katanin dynamics in worms. Unexpect-
edly, spinning disk confocal live-cell imaging revealed that
sGFP:MEI-2 is also present during embryogenesis, although at a
reduced level compared with oogenesis, where it is dynamically
recruited to the mitotic spindle. Immunolocalization studies
using highly specific MEI-1 antibodies also confirmed the pres-
ence of MEI-1 in mitotic embryos. Thus both subunits (MEI-1
and MEI-2} are present in embryos where Katanin may regulate
aspects of chromosome segregation, similar to the situation in
other systems (Jiang et al., 2.017; Sharp and Ross, 2012; Zhang et al,,
2007).

The machinery regulating Katanin activity and stability is
also expressed during embryogenesis. Interestingly, seminal
observations using the temperature-sensitive mel-26(ct61) allele
and temperature shift experiments have shown that MEL-26 is
continuously required from fertilization to gastrulation (26-cell
stage; Mains etal,, 199 0). As MEI-1 is the only essential target of
MEL-26 (Lu et al., 2004}, this strongly suggests that MEI-1 levels
are continuously regulated by the CRL3EL2¢ E3 ligase during
embryogenesis. Also consistent with this hypothesis, MEL-26 is
expressed throughout embryogenesis but decreases to low levels
by the 64-cell stage (Johnson et al., 2009).

Similar to MEL-26 and Katanin, MBK-2 is expressed during
embryogenesis, where it localizes to the centrosomes and
chromosomes during mitosis (Pellettieri et al., 2003}. Finally,
the PP4FFFR-1 phosphatase, which activates Katanin by dephos-
phorylating MEI-1, is also present and active during mitosis.
Indeed, down-regulation of PP4 phosphatase complex PP4PPF=1
enhances the viability of embryos expressing a stabilized version
of mei-1 (Gomes et al, 2013). PP4 may directly interact with the
N-terminal part of MEI-1 to accomplish this function, as sug-
gested by the presence of a short motif [102-WSKPSPPLPSSS-
112] (bold and underlined represent the PP4-consensus bind-
ing motif WxxP) in the N-terminal part of MEI-1, presenting
striking similarities with the recently identified consensus
binding motif for PP4 protein phosphatases (Ueki et al., 2019}.
Collectively, these observations indicate that Katanin, along with
the machinery regulating its levels (MBK-2 and MEL-26) and/or
activity (MBK-2 and PP4), is present and active during embry-
ogenesis. Our observations, along with the available literature,
suggest the following model (Fig. 7). Katanin accumulates during
oogenesis to reach a maximum level in the -1 oocytes, which are
close to the spermatheca. In oocytes, MEL-26 is absent (Johnson
et al,, 2009), and MBK-2 is kept inactive at the cortex. During
metaphase-to-anaphase transition of meiosis I, MBK-2 is acti-
vated and released into the cytoplasm (Cheng et al, 2009;
Pellettieri et al., 2003; Stitzel et al., 2007). During meiosis, MEI-1
is likely subjected to cycles of phosphorylation and dephos-
phorylation that regulate its activity in space and time. In
particular, Katanin is required to sever MTs between the sec-
ond polar body and the future female pronucleus, an event

Joly et al.
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stimulated by the PP4PPFR phosphatase (Gomes et al., 2013).
Upon mitotic entry, MEL-26 is produced (Mains etal., 1990}, and
MEI-1 gets phosphorylated on residue S92 and sent for degra-
dation by the 26S proteasome. However, a fraction of MEI-1 escapes
ubiquitin-mediated degradation and is dynamically recruited to the
centrosomes and chromosomes during mitosis, at least until gas-
trulation. In embryos, levels and activity of Katanin are thus reg-
ulated by cycles of phosphorylation and dephosphorylation and
ubiquitin-mediated degradation.

An evolutionarily conserved mechanism to regulate Katanin
activity by phosphorylation?

The sites modified by MBK-2, although not conserved, are all
located in the N-terminal regulatory domain of MEI-1 (Fig. S5).
Previous work has shown that differences in Katanin activity in
the egg cytoplasm between Xenopus laevis and Xenopus tropicalis
account for spindle scaling. Increased activity of Katanin scales
the X. tropicalis spindle smaller compared with X. laevis
(Loughlin et al., 2011). This difference in activity is regulated by
the Aurora B kinase (Loughlin et al,, 2011). A single phospho-
rylation of the N-terminal regulatory domain of X. laevis p60
subunit (5131} inhibits the MT-severing activity of the enzyme
(Loughlin et al., 2011). This inhibitory phosphorylation site is
not conserved in X. tropicalis Katanin, which exhibits higher
Katanin-dependent MT-severing activity. How phosphorylation
of X. laevis Katanin inhibits its activity, however, is poorly un-
derstood. It has been proposed that phosphorylation of serine 131
might affect the oligomeric state of the enzyme based on the
observation that a phosphomimetic p60 S131E has reduced MT-
stimulated ATPase activity at low concentrations but recovers
WT activity at higher enzyme concentrations (Whitehead et al.,
2013).

InC. elegans MEI-1, similar to the situation in X. tropicalis p60,
this residue is a glycine (Fig. S5). However, introduction of
phosphomimetic residue in place of the site modified by MBK-2
does not have the same effect as the S131E mutation. For in-
stance, the ATPase activity of Katanin containing MEI-1 S92D is
normally stimulated by MT in vitro, and this protein supports
Katanin function during meiotic spindle assembly. Nevertheless,
Katanin with MEI-1 uniquely phosphorylated at $92 is refractory
to the presence of MTs. The observed difference between MEI-1
592D and MEI-1 $92-aaPho might be due to the charge densities,
distributions, and pKa of the carboxyl group of aspartic acid
residue, which are quite different from a phosphate group.
‘Whereas MEI-1 $92D mimics partially S92 phesphorylation in
promoting MEI-1 binding to MEL-26, it fails to phenocopy the
effect of MEI-1 phosphorylation in inhibiting MT-stimulated
ATPase activity of Katanin. Similar effects were observed with
Katanin variants containing $90, S113, or S137 residues singly
phosphorylated at each position. These results suggest that C.
elegans Katanin activity requires an optimal steric arrangement
of these four residues, but introduction of a single phosphate on
one of these sites is sufficient to perturb Katanin regulatory
domain organization and enable MT-dependent stimulation of
the ATPase activity. We speculate that a similar mechanism may
operate in the case of X. laevis p60 and possibly also for Katanin
in other species.
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How do MTs stimulate Katanin ATPase activity?

‘While MEI-1 phosphorylation does not alter basal Katanin
ATPase activity, phosphorylation of a single residue of the
N-terminal regulatory domain is sufficient to strongly inhibit
the ATPase activity stimulated by MTs. To decipher the exact
role of this MEI-1 phosphorylation, it will be essential to un-
derstand how MTs stimulate Katanin ATPase activity. MTs
could affect different properties of the oligomer. Similar to other
AAA+ ATPases, Katanin is organized as a hexamer. The orga-
nization of the subunits within the hexamer allows the forma-
tion of the nuclectide binding and hydrolysis pocket at the
interface between subunits. The binding of MTs might have an
effect on (a) the formation of the oligomer or on (b} the nucle-
otide pocket organization, leading to more efficient ATP binding
and/or hydrolysis. In both cases, upon MT binding, Katanin would
undergo a structural rearrangement leading to enhanced ATPase
activity. From a mechanistic point of view, controlling the activity
of an enzyme directly by using substrate binding as signal is avery
efficient mechanism limiting the unproductive use of ATP hy-
drolysis. In a similar way, maintaining a basal ATPase activity
might be a selective advantage to ensure a very short delay of
response when interacting with the substrate. Here we reveal an
additional regulatory level: the phosphorylation of the N-terminal
regulatory domain antagonizing the MT-binding signal and en-
suring spatial and temporal regulation of the enzyme activity.

Materials and methods
Plasmids
The list of plasmids used in this study is provided in Table 51.

Nematode strains, culture conditions, and RNAi

C. elegans strains were cultured and maintained using standard
procedures (Brenmer, 1974; Stiernagle, 2006). Transgenic worms
expressing FLAG::mei-I® transgenes were generated by Mosl-
mediated single-copy gene insertion using the strain EG6699
(tTi5605 II; unc-119(ed3} III; oxEx1578; Froljaer-Jensen et al.,
2008). Correct insertion of the transgene was verified by PCR.
The list of C. elegans strains used in this study is provided in
Table S2.

Embryonic lethality assays

Embryonic lethality was assayed after leaving L4 larvae on IPTG
plates seeded with bacteria expressing mock or mei-1 dsRNA at
22°C-25°C. After 24- 36 h, five adult worms were transferred
onto a new plate. After 5 h, the worms were removed from the
plate, and the progeny were counted after 24 h. Embryonic le-
thality was then scored as the percentage of dead embryos found
among the progeny.

Protein purification

Katanin (6xHis-MEI-1 WT or variant Strep-MEL-2) were puri-
fied from BL21 (DE3) bacteria transformed with pNJ plasmids
(see Table S1) as described in Joly et al. (2016}. Before storage,
buffer was exchanged to 50 mM Tris HC, pH 8.0, 500 mM Nac(l,
and 5% glycerol using G25 columns, and the proteins were snap
frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C.
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6xHis-MEI-1 and Strep-MEI-2 were purified from BL21 (DE3)
bacteria transformed with pNJ420 and pNJ440, respectively,
following the same protocol as previously described in Joly et al.
(2016} and stored in 50 mM Tris HC], pH 8.0, 500 mM Nacl, and
5% glycerol.

Production and purification of Katanin phosphorylated at
specific sites by genetic code expansion in E. coli
Phospho-inserted Katanin was purified from BL21 (DE3) ASerB
strain transformed with pNJ797 and derivative, allowing the
production of MEI-1 WT-6xHis and Strep-MEI-2 or MEI-1 Xaa-
Pho-6xHis and Strep-MEI-2 derivative, repectively (see Table
S1). Briefly, 1 liter of Luria-Bertani medium supplemented with
1 mM phosphoserine was inoculated with overnight culture (1%
vol/vol} and grown at 37°C to ODgoonm 0.4-0.6. The protein
production was induced with 0.5 mM final concentration of
IPTG for 5 h at 24°C. After centrifugation, cells were re-
suspended in 50 mM Tris HC], pH 8.0, 500 mM NacCl, and 5%
glycerol and broken by sonication. The supernatant was loaded
onto a StrepTrap HP (GE Healthcare), and after washing, the
protein was eluted using 10 mM desthiobiotin. The protein el-
uate was directly loaded on a HiTrap Chelating HP column (GE
Healthcare) precharged with nickel, and the bound proteins
were eluted using imidazole in the lysis buffer after extensive
washes. The buffer was exchanged to 50 mM Tris HC], pH 8.0,
500 mM NaCl, and 5% glycerol using G25 columns, and the
proteins were snap frozen in liquid nitrogen and stored at
-80°C. All the phospho-inserted purifications were verified by
mass spectrometry and showed 100% of phosphoserine amino
acid at the chosen position.

6xHis-MBK-2 was purified from BLZ1 (DE3) transformed
with pNJ644, allowing the production of 6xHis-MBK-2. Briefly,
1 liter of Luria-Bertani medium was inoculated with an over-
night culture (1% vol/vol} and grown at 37°C to ODgoopm 0.4-0.6.
Protein production was induced with 0.1 mM final concentra-
tion of IPTG for 16 h at 18°C. After centrifugation, cells were
resuspended in 50 mM Tris HC, pH 8.0, 500 mM Nacl, and 5%
glycerol and broken by sonication. The supernatant was loaded
on a HiTrap Chelating HP column (GE Healthcare) precharged
with nickel, and the bound proteins were eluted using imidazole
in the lysis buffer after extensive washes. The buffer was ex-
changed to 50 mM Tris HC], pH 8.0, 500 mM NaCl, and 5%
glycerol using G25 columns, and the proteins were snap frozen
in liquid nitrogen and stored at -80°C.

Tubulin was purified from pig brain using three rounds of
polymerization/depolymerization cycles and resuspended into
BRBSO buffer (80 mM Pipes-KOH, pH 6.8, 1 mM MgCl, and
1 mM EGTA). Rhodamine-labeled tubulin from porcine brain was
purchased from Cytoskeleton. Protein concentrations were es-
timated using the method of Lowry et al. (1951}, and protein
purity was estimated on SDS-PAGE stained with Coomassie blue.

Far-ligand binding assay (Far-Western blot}

Far-Western ligand binding assays were performed essentially
as described (Wu et al., 2007) on NuPAGE 4-12% (Invitrogen)
run in MOPS buffer and transferred to a 0.45-mm PVDF mem-
brane. For the dot blot assay, sample (2 ul} was directly spotted
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onto nitrocellulose membrane and air dried. The membranes
were then incubated for 6 h at 4°C in blocking solution (TBS-
Tween 0.05% with 5% milk and 1% BSA). Membranes were then
incubated in the blocking selution containing 2 mg of GST-MEL-26
for 14 h at 4°C. After washing, membranes were incubated with
anti-MEL-26 antibody (1:2,000) for 4 h, and anti-rabbit-HRP anti-
body was used. Western blot was revealed using enhanced chemi-
Tuminescence (ECL) Immobilon Western (Millipore} and scanmed
with ImageQuant LAS4000 (GE). Blots were analyzed and quanti-
fied using Image] (National Institutes of Health).

ATPase activity

Steady-state ATPase assays were used to monitor Katanin AT-
Pase activity and performed as described in Joly et al. (2016).
Briefly, assays were performed at 28°C in the presence of an
NADH-coupled regeneration system (Ngrby, 1988) in 100 pl fi-
nal volume, in buffer containing 25 mM Tris-HCl, pH 8.0,
10 mM MgCl,, 1 mM DTT, 1 mM NADH, 10 mM phosphoencl
pyruvate, 10 U/ml pyruvate kinase, 20 U/ml lactate dehydrogen-
ase, ATP (0-20 mM), and Katanin or MEI-1 (0-10 pM). For the
MT-stimulated ATPase assay, a fixed concentration of Katanin or
MEI-1 (0.4 M) was used and mixed with different concentrations
of MTs (as indicated). ODy,0 was read using a SpectraMax? plate
reader. Experiments were performed at least five times.

In vitro kinase assay

In vitro kinase assay was performed at 30°C for 30 min in 10 pl
containing 50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 10 mM MgCl,, 500 mM
NaCl, 5% glycerol, 0-2 uM His-MBK-2, and 0-2 M Katanin or
MEI-1 or MEI-2. After 5-min incubation at 30°C, reactions were
initiated by adding either 0.2 mM ATP or a mix of 0.2 mM ATP
and 5 pCi v-[>2P]ATP (for radicactive experiments) for 30 min at
30°C. Reactions were stopped by adding 5 ul of Laemmli buffer
and immediately boiled for 5 min. All the samples were loaded
on 12% SDS-PAGE (TGX Bio-Rad) and run in 1x Tris/glycine/SDS
buffer. Proteins were detected using Stain Free technology and
ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad), and radioactivity was
measured by Amersham Typhoon Imager (GE} and analyzed
using Image]. Mass spectrometry analysi was performed using
the same method as described in Tavernier et al. (2015).

Western blotting and antibodies
Western blot analysis was performed using standard procedures
(Sambrook et al, 1989). Antibodies include rabbit anti-MEI-1
(Pintard et al,, 2003b}, mouse anti-tubulin (DM14, Sigma-Aldrich),
and goat anti-GFP (polyclonal; Rockland, 039600-101-215). HRP-
conjugated anti-mouse, anti-rabbit, and anti-goat antibodies
(sigma-Aldrich) were used at 1:3,000, and the signal was de-
tected with chemiluminescence (Millipore}.

The anti-MEI-1 antibody purified on strip was further puri-
fied on acetone powder prepared from adult worms depleted of
MEI-1 by RNA interference.

Live imaging and image analysis

Live imaging of full worms

Imaging of full worms was performed using a spinning disk
confocal microscope. Adult worms were anesthetized using
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levamisole and transferred onto an agarose pad ona 24 x 60-mm
coverslip mounted on a metal holder. A coverslip (18 x 18 mm)
was placed on top. Live imaging was performed at 23°C using a
spinning disc confocal head (CSU-W1; Yokogawa Corporation of
America) mounted on a DMI§ inverted microscope (Leica)
equipped with 491- and 561-nm lasers (491-nm 150 mW; DPSS
Laser 561 nm 150 mW) and a complementary metal-oxide-
semiconductor (Orca-Flash 4 V2+, Hamamatsu). Acquisition
parameters were controlled by MetaMorph software (Molecular
Devices). In all cases, a 40x, HC PL APO 40x/1.30 01l CS2 (Leica
506358} lens was used, and ~10 z-sections were collected at 0.5-
pm intervals. Each “reconstituted worm” was assembled in
Adobe Photoshop from 8-10 fields of view. Captured images
were processed using Image] and Photoshop.

Live imaging of embryos

Imaging of dissected embryos were performed using a spinning
disk confocal microscope. Adult worms were dissected in 4 ul of
L-15 blastomere culture medium on a 24 x 60-mm coverslip
mounted on a metal holder. The drop of medium was sur-
rounded by a ring of petroleum jelly that served as a spacer,
preventing compression of the embryos. A coverslip (18 x 18
mm} was placed on top to seal the chamber and prevent evap-
oration during filming. Live imaging was performed at 23°C
using a spinning disc confocal head (CSU-X1; Yokogawa Corpo-
ration of America) mounted on an Axio Observer.Zl inverted
microscope (Zeiss) equipped with 491- and 561-nm lasers (OX-
XIUS 488 nm 150 mW, OXXIUS Laser 561 nm 150 mW) and an
electron-multiplying charge coupled device {(QuantEM 512SC,
Photometrics). Acquisition parameters were controlled by
MetaMorph software (Molecular Devices). In all cases a 63x,
Plan-Apochromat 63x/1.4 Oil (Zeiss) lens was used, and ap-
proximately four z-sections were collected at 1-pm and 10-s
intervals. Captured images were processed using Image] and
Photoshop.

Live imaging was performed at 23°C using a spinning disc
confocal head (CSU-X1; Yokogawa Corp. of America} mounted
on a Ti-E inverted microscope (Nikon} equipped with 491- and
561-nm lasers (Roper Scientific) and a charge-coupled device
camera (Coolsnap HQ2; Photometrics). Acquisition parameters
were controlled by MetaMorph software (Molecular Devices}. In
all cases a 60x%, 1.4 NA PlanApochromat lens with 2 x 2 binning
was used, and four z-sections were collected at 2-um intervals
every 20 s.

Live imaging of mitotic divisions by DIC

For the visualization of early embryonic development in live
specimens by DIC (Fig. 5), embryos were obtained by cutting
open gravid hermaphrodites using two 21-gauge needles. Em-
bryos were handled individually and mounted on a coverslip in
7 pl of egg buffer (Shelton and Bowerman, 1996). The coverslip
was placed on a 2% agarose pad. Time-lapse DIC images were
acquired by an Axiocam Hamamatsu ICcI camera (Hamamatsu
Photonics) mounted on a Zeiss Axiolmager Al microscope
equipped with a Plan Neofluar 100x/1.3-NA objective (Zeiss),
and the acquisition system was controlled by Axiovision soft-
ware (Zeiss). Images were acquired at 10-s intervals.
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Immunofluorescence and imaging

10-15 worms were dissected in 7 ul of blastomere culture solu-
tion on subbing solution-coated slides using a 21-gauge needle to
release embryos. An 18 x 18-mm coverslip was placed onto the
drop, and the slide was frozen on a block of metal precooled on
packed dry ice. After 20 min, the coverslip was flicked off, and
the slide was plunged into -20°C methanol for 20 min. Slides
were rehydrated in PBS for 5 min and incubated overnight at 4°C
with 30 pl of primary antibodies in 3% BSA in PBS in a wet chamber.
Affinity-purified rabbit anti-MEI-1 antibody was used at a dilution of
1:500, mouse monoclonal anti-c-tubulin antibody (DMIA; Sigma-
Aldrich) was used at 1:400, and the secondary antibodies were
coupled to the fluorophores Alexa Fluor 488 or 543 (Molecular
Probes) used at 1:1,000. Embryos were mounted in Vectashield
mounting medium with DAPI Fixed embryos were imaged using a
spinning disk confocal X1 microscope with 63x objective. Captured
images were processed using Image] and Photoshop.

Graphs and statistical analysis

Prism 6 (GraphPad Software) was used to generate graphs and
proceed to statistical analysis. The tests used are mentioned in
the figure legends.

Online supplemental material

Fig. S1 shows the construction and characterization of a C. ele-
gans line expressing MEI-2 endogenously tagged with sGFP. Fig.
S2 shows the qualitative analysis of phosphorylated Katanin on
PhosTag SDS-PAGE, after Coomassie staining (A); the quanti-
tative analysis of the interaction between MEL-26 and Katanin
(B); and that phosphorylation of the N-terminal Katanin region
inhibits MT-dependent stimulation of Katanin ATPase activity
(C). Fig. S3 shows that MEI-1 phosphorylation (S92} is necessary
and sufficient to target MEI-1 for degradation. Fig. S4 shows the
localization of Katanin during meiosis and mitosis on a fixed
sample using immunostaining. Fig. S5 shows multiple protein
sequence alignment of p60 subunits. Table Sl is the list of
plasmids used in this study. Table S2 is the list of worm lines
used in this study.
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Figure S1.  Construction and characterization of a C. elegans line expressing endogenously tagged MEI-2 with sGFP. (A) Schematics of the mei-2 locus
showing insertion of sGFP before the ATG initiation codon by CRISPR/Cas9-based genome editing. The nucleotide and protein sequence of the end of the sGFP
(green) and the linker (purple) are indicated. (B) Western blot analysis of embryonic extracts from N2 or sGFP::MEI-2 strain exposed to mock (controt), mei-2, or
mei-1 RNAi using GFP and MEI-1 antibodies (upper panel) and tubulin (middle panel) antibodies. The lower panel shows Ponceau staining of the membrane.
(C) Graphs showing the percentage of viability of N2 or sGFP::MEI-2 strain exposed to mock (Ctrl), mei-2, or mei-1 RNAI. Error bars represent SEM. n = 4
independent experiments performed in triplicate with >100 embryos each. (D) Spinning disk confocal micrographs of adult worm expressing sGFP::MEI-2 (in
green) and mCherry::HIS-11 (in red) exposed to control RNAI. Arrowheads point to mitotic spindles. Sp, spermathecal; ooc, oocytes. The asterisk (*) indicates
the -1 oocytes arrested in prophase of meiosis |. Note that in this worm, the oocytes adjacent to the spermatheca have resumed meiosis. (E) Spinning disk
confocal micrographs of early embryos expressing sGFP::MEI-2 (in green) and mCherry::HIS-11 (in red) during meiosis. The anterior of the embryo is oriented
toward the left in this and other figures. Scale bar represents 5 um. (F) Spinning disk confocal micrographs of adult worm expressing sGFP::MEI-2 (in green)
and mCherry::HIS-11 (in red) exposed to mei-2(RNA). Insets are higher magnifications of the boxed regions. Head of the worm is on the left of the picture. The
full worm was reconstituted from ~10 different views and assembled using Photoshop. The germline is delimited by dashed lines. Sp, spermatheca; Ooc,
oocytes; Emb, embryos; *, -1 oocyte. Scale bar represents 50 pm.
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Figure S2. Phosphorylation of Katanin affects MEL-26 binding and its MT-dependent activity. (A) Qualitative analysis of phosphorylated Katanin on
PhosTag SDS-PAGE. Katanin, MEI-1, or MEI-2 phosphorylated or not by MBK-2 = ATP was separated on PhosTag SDS PAGE 7% to resolve the phosphorylated
forms and revealed by Coomassie blue staining. (B) Quantitative analysis of MEL-26 binding Lo Katanin. Detailed quantification of the MEL-26 interaction
detected on DotBlot membranes (presented in Fig. 4). Quantification was performed using Image] plugins. Raw values from at least three different experiments
were plotted and analyzed using Origin. {€) Phosphorylation of the N-terminal Katanin region inhibits MT-dependent stimulation of Katanin ATPase activity.
(Ci) Graphs showing the ATPase activity of Katanin WT and variants in the presence of increasing concentrations of MTs. (Cii) Graphs showing the ATPase
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presence of increasing concentrations of MTs.
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Figure S4. Immunolocalization of Katanin during meiosis and mitosis. Additional representative spinning disk confocal micrographs of fixed early em-
bryos of the indicated genotype immunostained with anti-MEI-1 (magenta) and anti-tubulin (yellow) antibodies. White arrowheads indicate the persistence of
MEI-1 in mitosis at the centrosomes and the chromosomes. (A) Meiotic embryos. (B) Mitotic embryos.
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phosphorylated residue identified in Loughlin et al. (2011). Ce-Sx point to serine identified in our study. Sequence references: X. laevis (NP_001084226.1), X.
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Provided online are two tables. Table S1 lists the plasmids used in this study. Table S2 lists the transgenic worm lines used in
this study.
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Identification and characterization of microtubule binding domain of Katanin

essential for its function in C. elegans female meiosis
Beaumale E., Van Hove L., Pintard L., and Joly N. In preparation

Parmi la famille des « Microtubules Severing Enzymes », la Katanine est composée de deux
sous-unités fonctionnelles. La sous-unité catalytique assure I’activité d’hydrolyse de I'ATP alors que la
sous-unité régulatrice est responsable de l'interaction avec les microtubules et de la localisation
subcellulaire de I'enzyme. Toutefois, les deux sous-unités sont essentielles a I'activité de coupure des
microtubules de la Katanine. Elles doivent se coordonner de facon structurale et fonctionnelle pour
assurer une activité de coupure des microtubules efficace. Chez C. elegans, la KatanineMt-1*ME-2 ot
requise pour l'assemblage du fuseau méiotique femelle. Un défaut d’activité de I'’enzyme ne permet
pas la formation d’un fuseau fonctionnel ce qui est létal pour le développement embryonnaire. Afin
de comprendre comment la sous-unité régulatrice joue un rdle capital dans l'activité de la

MEI-1eMEI-2

Katanine , cette étude vise a décortiquer le mode d’interaction directe de la KatanineME-1eMEl-2

avec les microtubules via la sous-unité MEI-2 chez C. elegans.

A I'aide d’un systéme minimal in vitro a partir de protéines purifiées, nous avons montré que
la sous-unité régulatrice MEI-2 contient deux domaines distincts d’interaction aux microtubules. De
plus, nous avons déterminé que chacun de ces domaines cible spécifiquement la tubuline a ou la
tubuline B a la surface du microtubule pour interagir avec. Aussi, nous avons développé un systeme
biologique fonctionnel chez C. elegans pour y introduire les mutations de la KatanineME-1eME-2 ot

MEI-1eMEI-2 54 cours de la méiose femelle et du

analyser leurs conséquences sur 'activité de la Katanine
développement embryonnaire. En modifiant les charges des résidus impliqués dans cette interaction
KatanineVE-1*ME-2g microtubule, nous sommes en mesure de moduler 'affinité de la KatanineME-1*ME!-2
pour les microtubules qui a pour conséquence de nuancer I'activité de la KatanineME-1*ME-2 gy
I'assemblage d’un fuseau méiotique fonctionnel chez C. elegans. L'interaction de I’'enzyme avec son
substrat est donc un moyen efficace pour réguler I'activité enzymatique de la KatanineM®-1*ME-2 Nous
avons aussi montré que lorsque I'interaction avec les microtubules est défectueuse, un enrichissement
en KatanineME1*ME-2 reste |ocalisée autour du réseau de microtubules non structuré. Cela met en
lumiére le role capital de la sous-unité régulatrice MEI-2 dans linteraction directe avec les

microtubules mais aussi dans la localisation subcellulaire de la KatanineME-1eME-2,

Dans cette étude, j'ai contribué a I'ensemble des manipulations conduisant aux résultats
présentés dans I'article a I'exception des injections de vers pour la génération de nouvelles souches qui
ont été réalisées par Lucie Van Hove.
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Identification and characterization of Microtubule Binding Domains of Katanin

essential for its function in C. elegans female meiosis

Eva Beaumale, Lucie Van Hove, Lionel Pintard and Nicolas Joly*
Université Paris Cité, CNRS, Institut Jacques Monod, F-75013, Paris, France

*Correspondence should be addressed to: nicolas.joly@ijm.fr

Highlights:
- Katanin binding to microtubule is dictated by its p80-like (MEI-2) subunit
- p80-like (MEI-2) binds microtubule via several basic patches

- Identification of three Microtubule Binding Motifs in p80-like (MEI-2)

Key Words: Meiosis, C. elegans, Katanin, Microtubule Severing Enzyme, Microtubule interaction motifs

Abstract

The Microtubule-severing enzymes (MSEs) Katanin, Spastin and Fidgetin are evolutionarily conserved
related AAA+ ATPase (ATPase Associated with diverse cellular Activities) with critical functions in cell
division and neurogenesis. MSEs interact with and damage the microtubule (MT) lattice leading to the
reduction or amplification of the MT cytoskeleton, depending on the cellular context. Despite their
importance to cell physiology, how MSEs interact with their substrates, microtubules, is still poorly
understood. Here, we identified the MicroTubule-Binding Domains (MTBD) required for Katanin
function in C. elegans. Unlike Spastin and Fidgetin, Katanin is a hetero-hexamer of dimers containing a
catalytic subunit p60 and an accessory subunit p80, which are both essential for female meiotic spindle
assembly in C. elegans (MEI-1 and MEI-2 respectively). We showed that p80-like(MEI-2) dictates
Katanin binding to MTs at least via two MTBDs composed of basic patches. Substitution of these
patches with apolar or acidic residues reduced or abolished Katanin binding to MTs in vitro, and
compromised Katanin function in female meiotic spindle assembly. Strikingly, the most severe
phenotypes are observed for the p80-like(MEI-2) variants with acidic patches. Structural alignments of
p80-like(MEI-2) with p80s from different species revealed that the MTBDs are evolutionarily
conserved, even if amino acids have evolved. Our findings highlight the critical importance of the
“accessory” subunit (p80) in providing primary MT-binding to the Katanin complex.


mailto:nicolas.joly@ijm.fr

Introduction

Microtubules (MTs) are highly dynamic cellular structures with critical roles in numerous cellular
processes, including cell motility, cellular transport, or cell division. Microtubules’ function depends on
their dynamical behavior that is controlled by Microtubule-Associated Proteins (MAPs). Microtubule
Severing Enzyme (MSE) is a sub-class of MAPs that directly targets the microtubule lattice 2. MSEs are
part of AAA+ ATPase (ATPase Associated with diverse cellular Activities) family and comprise three

conserved enzymes: Fidgetin, Spastin, and Katanin .

Recently, our understanding of the mode of action of MSEs, previously reported as Microtubule
“Severing” Enzymes, has been revisited 7. While it was believed that MSE only sever microtubules
thereby dismantling the MT network Vemu et al have shown that MSE might also promote MT
nucleation in certain conditions ’. Indeed, they showed that MSEs use ATP hydrolysis via their
conserved AAA+ domain to damage the MT-lattice. Depending on the cellular context, MTs can either
be repaired by incorporating GTP-tubulin, leading to the formation of “stable” microtubules, or
weakened leading to MT-severing and the formation of new microtubules ends 7. These ends might
depolymerize to dismantle the microtubule or be used as seeds to polymerize new microtubules, if

GTP-tubulin is available 37,

Despite this breakthrough, how microtubule-severing enzymes primarily interact with
microtubules is still poorly understood. The molecular determinants promoting this interaction are not
known. The only clear domain required for MSEemicrotubules interaction has been reported for
Spastin °. However, sequence analysis did not allow the identification of such motifs in Fidgetin or
Katanin.

In contrast to Spastin and Fidgetin, which are organized as homo-hexamers, Katanin is composed
of two subunits: a p60 catalytic subunit containing the AAA+ domain (Walker A and B motif allowing
respectively to bind and to hydrolyze ATP) and a p80 “regulatory” subunit previously shown to dictate
Katanin cellular localization %12 13, The hetero oligomeric organization of Katanin is adding complexity
for the identification of MTBD, which might be present in either p60, p80 or formed by the interaction
between the two subunits.

Using structural approaches, Zehr et al. have shown that the central pore formed by p60 AAA+
domain hexamerisation engages the acidic C-terminal tail (CTT) of tubulin 4. This interaction is
required for microtubule severing, but whether it constitutes the primary binding site is not known. If

that interaction constituted the sole Katanin-microtubule interaction, it would imply that the Katanin



hexamer would land on the microtubules directly engaging the C-terminal tail (CTT). Alternatively,
other MT-binding domains could first dock the catalytic subunit on MT and optimally positions the
central pore of the enzyme on the CTT of the microtubules. In support of this hypothesis, we previously
reported that p80-like (MEI-2) alone binds microtubules in pull-down assays, suggesting that this
protein contains a bona fide MTBD *°. However, based on sequence analysis, no obvious MTBD motif

could be predicted.

In support of a major role of p80 in the function of the Katanin, mutations of p80 lead to major
cellular defect linked to human diseases such as congenital cortical malformations, sterility or cancer
1216 Nevertheless, how these mutations affect the activity of the enzyme is not understood. In
addition, Srayko et al have shown that the depletion of p80-like (MEI-2) in C. elegans results in a
complete loss of function of Katanin preventing the formation of the meiotic spindle, strongly
suggesting the critical role of p80 in the function of Katanin ¥’.

P80 subunit is invariably composed of a Con80 domain (for CONserved domain) which can be
complemented by a WD40 domain ®. This WD40 domain is involved in protein-protein interaction 2

and has been shown to play a role in targeting Katanin to its cellular localization for optimal function

10,11

Here, we dissected the precise contribution of the p80-like(MEI-2) subunit (hereafter MEI-2) to
Katanin activity using C. elegans as a model system. In this system, inactivation of both Katanin
subunits (MEI-1 or MEI-2) results in a similar failure in meiotic spindle assembly causing embryonic
lethality 1”%°. However, partial reduction of Katanin function causes the assembly of a longer meiotic
spindle giving rise to the extrusion of abnormally large polar bodies after cytokinesis >17192! As
Katanin activity is essential for the assembly of the meiotic spindle, monitoring the formation and the
size of the polar body provides a quantifiable readout to monitor Katanin activity in vivo. Here, by
combining in vitro approaches with structure-function analysis in vivo, we revealed that MEI-2 binds
MT through two MT-binding domains (MTBDs) composed of basic patches. We also show that MEI-1
interacts with MT but exclusively in the presence of MEI-2, strongly suggesting that MEI-2 brings the
catalytic subunit in the vicinity of MT. In addition, we demonstrate that reducing MEI-2-binding to MT
causes major defects in Katanin function in vivo, strongly suggesting that MEI-2¢MT interaction is

critical for optimal Katanin activity in vivo.

Taken together, our findings demonstrate that the p80 “regulatory” subunit provides MT-binding

to the Katanin complex thereby promoting optimal MT-severing in vivo.



Results

p80(MEI-2) subunit dictates Katanin binding to microtubules

To establish which subunit promotes initial Katanin binding to MT, we tested whether
p60(MEI-1) or p80-like(MEI-2) is responsible for this interaction.

To do so, we set up an in vitro interaction assay (Figure 1A) in which we mixed purified Katanin
and microtubules in the presence of the EDC cross-linker (1-éthyl-3-[3-diméthylaminopropyl]
carbodiimide hydrochloride), allowing us to resolve covalent complexes between Katanin and MTs by
SDS-PAGE if a KatanineMT interaction occurs. To identify the protein present in each complex and
reveal the identity of the cross-linked subunits to microtubules, we performed the cross-linking
experiment using MEI-1 alone or by changing the size of MEI-1 or MEI-2 using different tags or
truncation variants (Figure 1B and C).

First, we exposed Katanin to EDC and did not observe differences compare to the control
condition in absence of EDC (Figure 1B compare lanes 2 and 3). From these results, we concluded that
no cross-linked species were formed between MEI-1*MEI-1, MEI-1*MEI-2 or MEI-2*MEI-2, most likely
due to the absence of “compatible” residues (K, E, D) at the level of these subunit interfaces. Then, we
mixed Katanin with MTs in the presence of EDC and observed a specific band migrating around 100kDa
(red asterisk - Figure 1B compare lanes 4 to 1-2-3). This band was only detectable when Katanin was
incubated with MTs. Based on its size (around 100kDa), we hypothesized that this band is composed
of MEI-2 (33kDa) and Tubulin (around 60kDa). To test this hypothesis, we repeated the experiment
with a shorter version of MEI-2: MEI-211>3 (25kDa vs 33kDa for MEI-212%) and observed that the cross-
linked band was downshifted accordingly (75kDa), demonstrating the presence of MEI-21%3 (red
asterisks - Figure 1B compare lane 7 to 4). From these observations, we conclude that MEI-2 directly
interacts with MTs.

In addition, we observed a band migrating around 120kDa, which is similar in size to a band
produced by the crosslink of tubulin moieties in the control experiment (tub x tub - Figure 1B lane 1).
However, the intensity of this band specifically increased in the presence of Katanin (Figure 1B lane 4
and 7), suggesting some changes in the cross-linked species. Based on its size, we hypothesized that
this band could correspond to different cross-linked complexes: either tubulin*tubulin, MEI-1*MEI-1
or MEI-1*tubulin. To reveal its composition, we modified the molecular weight of MEI-1 using a GFP
tag (GFP-MEI-1: 80kDa vs 55kDa for MEI-1). In this context, the cross-linked band was upshifted
(around 140kDa) when MTs were mixed with GFP-MEI-1¢MEI-2 but not with GFP-MEI-1 alone (green

asterisk - Figure 1C compare lane 10 to 4-7 and 13). We confirmed the presence of tubulin in this



upshifted band by western blot (Figure 1C - bottom panel). From this observation, we conclude that
MEI-1 interacts with microtubules but only when MEI-2 is present.

Taken together, these results establish that MEI-2 primarily interacts with MTs, allowing MEI-
1eMT interaction to occur. These observations also suggest that MEI-2 brings MEI-1 in proximity of
MTs to promote the interaction between the central pore of MEI-1 and the tubulin-CTT required for

substrate remodeling.

KataninVE-1"ME2 hinds to microtubules via two distinct MT-binding domains in MEI-2

We next aimed to identify the MT-Interacting Domain (MTBD) of MEI-2, allowing KatanineMTs
interaction.

To this end, we produced and purified 20 different MEI-2 fragments spanning the N-terminal part,
the central region and the C-terminal part and tested their ability to interact with MT using EDC cross-
link experiments (Figure 2A). We observed that the N-terminal (MEI-217°) and the C-terminal part of
MEI-2 (MEI-2241-289) cross-linked with MTs while no cross-link could be detected using the central region
of MEI-2 (MEI-27%%4%; Figure 2B compare lanes 5-8-11 and 14 and Supplementary Figure S2).

We thus conclude that MEI-2 binds to MTs via two MTBDs located in MEI-2Y7° (MTBD1) and
MEI-2241-280 (MTBD2).

Next, we analyzed the MEI-2*tubulin cross-linked band (Figure 2C - red box) with mass
spectrometry to map interacting sites on MEI-2 and MTs and to determine whether MEI-2 targets a
specific site at the surface of MTs. We identified two cross-linked sites on MEI-2 (K78 and K274)
targeting two distinct sites on tubulins (beta-tubulin TBB E108 or TBB-5 E111, and alpha-tubulin
TBA-1 and TBA-2 D392; respectively Figure 2D). Interestingly, the apparent molecular weight of the
band extracted from SDS PAGE corresponds to one MEI-2 moiety and one tubulin cross-linked
(MEI-2*tubulin about 130kDa — MBP-MEI-2 70kDa + tubulin 60kDa). We concluded that MEI-2 interacts
with the globular domain of a single tubulin at a time, and that each MEI-2 lysine binds specifically to
either alpha- or beta-tubulin.

From these results, we conclude that MEI-2 directly interacts with MTs via at least two distinct
MTBDs, which target specific alpha- or beta-tubulin on their globular domain.

MEI-1-ME-2_microtubule interaction

Basic residues of MEI-2 are involved in direct Katanin

To further characterize KatanineMT interaction, we aimed to identify key residues of MEI-2
allowing this interaction. Guided by the cross-linking and mass spectrometry experiments (Figure 2),
we observed that the cross-linked lysines (K) identified in MEI-2 were organized in pair (K77-K78,
K274-K275) and that a KK pair was also present in MTBD1 (MEI-217° ; K8 K9). Thus, we substituted

positively charged lysine pairs of both minimal MEI-2 interacting fragments identified (MEI-2 ¥7° and



MEI-2 240-280) ejther with apolar (Alanine-A) or negatively charged residues (Aspartate-D) and tested
their interaction with MTs using cross-link experiments (Figure 3A and B).

While cross-linked bands were observed in the context of WT fragments, substituting K8-K9 or
K274-K275 reduced the amount of MEI-2*tubulin cross-link formed, with a more pronounced effect
observed with Aspartate substitutions compared to Alanine (Figure 3A, compare lanes 7 to 5 and 3
and Figure 3B compare lanes 7 to 5 and 3).

We then introduced these substitutions in MEI-2 full length (MEI-2™ K8A-K9A K274A-K275A and
K8D-K9D K274D-K275D). We observed that even with Aspartate substitutions at all four positions,
which almost abolish the interaction in the context of the fragments, the characteristic MEI-2*tubulin
band was reduced but still present using MEI-2™ (Figure 3C lane 7), suggesting the presence of other
microtubule interacting motif(s).

Based on the mass spectrometry results revealing crosslink of K77-K78 pair which is only present
in MEI-27* but not in MTBD1 and MTBD2, we hypothesized that these residues were playing a role in
the interaction with MTs. The presence of the K77-K78 pair in the MEI-2792% fragment was not
sufficient to observe stable MEI-2¢MT interaction (Figure 2B lane 11) while its presence in the MEI-2™
K8D-K9D K274D-K275D (Figure 3C lane 7) was, strongly suggesting that K77-K78 depends on its
environment to interact with the MT. We tested this hypothesis by extending the minimal N-terminal
fragment MEI-217° to MEI-21%° to comprise the K77-K78 pair identified by Mass Spectrometry. While
the substitution of this motif alone was not sufficient to completely abolish the interaction with MT
(Figure 3D lanes 9-11), in combination with K8-K9, the MEI-2 ¥**tubulin band was not detectable
(Figure 3D lane 16).

We conclude that the K77-K78 pair is playing an essential role in MEI-2e¢MT interaction but that
its function is sensitive to the flanking regions.

Then, we substituted the three Lysine pairs in full-length MEI-2. As expected, the simultaneous
substitution of the six Lysines, by Alanine (K8A-K9A K77A-K78A K274A-K275A; Figure 3E, compare lane
5 to 3) or Aspartate (K8D-K9D K77D-K78D K274D-K275D; Figure 3E compare lane 7 to 3) strongly
reduced the MEI-2*tubulin cross-linked band with a more pronounced effect observed with Aspartate
substitutions. We observed similar results when MEI-2 was in complex with MEI-1 (Katanin -
Supplementary Figure S1).

From these results, we conclude that the three positively charged KK motifs independently
contribute to MEI-2eMT interaction as substituting only one patch is not sufficient to drastically affect

MT-binding in vitro.



MEI-2 basic patches are critical for KataninM&-"ME-2 fynction in vivo

Having identified key residues in MEI-2 allowing KatanineMT interaction in vitro, we next asked
whether these residues contribute to Katanin function in vivo. C. elegans is an ideal model organism
for measuring Katanin activity in vivo. As introduced earlier, loss of Katanin function leads to severe
defects in meiotic spindle assembly resulting in embryonic lethality 19?223, However, partial loss of
Katanin activity is not lethal but often causes the assembly of a longer meiotic spindle, which is
accompanied by the extrusion of a larger polar body >?*?7, The system is therefore very sensitive and
allows the monitoring of even minor defects in Katanin activity.

Thus to analyze the role of MEI-2 MicroTubule Binding Domains (MTBDs) in vivo, we generated
worm lines expressing sGFP::mei-2 Recoded (sGFP::mei-2® - RNAi-resistant transgene) wild-type (WT)
or with different combinations of MTBD Lysines substituted by Alanine or Aspartate [K77A-K78A],
[K77D-K78D], [K274A-K275A], [K274D-K275D] or in combination 4A [K77A-K78A K274A-K275A],
4D [K77D-K78D K274D-K275D], 6KA [K8A-K9A K77A-K78A K274A-K275A], 6KD [K8D-K9D K77D-K78D
K274D-K275D] (Figure 4A).

We then tested the ability of these transgenes to rescue the lethality and large polar body
phenotype typically observed upon endogenous mei-2 depletion by RNAi (Figure 4B and 4C) validating
the approach. sGFP::mei-2% WT transgene was able to fully rescue the lethality and the large polar
body phenotypes induced by RNAi depletion of the endogenous mei-2 (Figure 4B and 4C). Likewise,
SGFP::mei-2® with single pair substitutions [K77A-K78A], [K77D-K78D], [K274A-K275A] and
[K274D-K275D] only had a moderate effect on embryo viability (90% to 70% viability) and most of these
constructs rescued the lethality associated with endogenous mei-2 inactivation (Figure 4B). Notably, a
more pronounced lethality phenotype was observed for embryos with Aspartate substitutions (Figure
4B).

Interestingly, the combination of both pair substitutions by Alanine [K77A-K78A K274A-K275A]
drastically reduces the viability of the embryo to 50% while the same residues substituted by Aspartate
[K77D-K78D K274D-K275D] did not support embryo viability (0% viability) (Figure 4B). This result
strongly suggests that the basic patches act synergistically to promote Katanin binding to MTs and to

allow productive interaction to occur.

As our in vitro experiments indicated that combining substitution of the basic patches is
necessary to drastically affect MEI-2 binding to MTs, we tested sGFP::mei-2% transgenes with the 6
Lysine (K) substituted. Both GFP::MEI-2® 6KA and 6KD were expressed at normal levels in the germline,
with an expression pattern indistinguishable from the wild-type (Figure Supplementary S2). We
observed a more drastic reduction of the embryo viability for 6KA (15% viability) than for [K77A-K78A
K274A-K275A] (50% viability), and no differences between 6KD and [K77D-K78D K274D-K275D] as the



two constructs are exhibiting 0% viability (Figure 4B). Interestingly, and in agreement with in vitro
observations showing less microtubule binding for the 6KD compare to 6KA (Figure 3E), the phenotype
observed for the 6KD (0% viability) is more pronounced than for 6KA (15% viability; Figure 4B).

From these results, we concluded that the embryonic lethality observed is due to a default of
Katanin activity and not to the absence of Katanin. In addition, we concluded that the presence of
acidic substitutions as a more pronounced phenotype than a neutral substitution, most likely due to a
“repulsion” effect preventing completely the productive interaction already when only four lysines are

substituted.

As Katanin is essential for female meiosis, we suspected that the high embryo lethality was due
to a major defect in meiotic spindle assembly. To test this hypothesis, we monitored the size of the
polar bodies (Figure 4C and 4D) in WT, 6KA and 6KD lines upon meij-2 depletion by RNAI. For both
strains (6KA and 6KD), we observed 100% of large polar bodies (Figure 4C). Strikingly, even if both
strains exhibit large polar bodies, embryonic viability differs (15% vs 0% respectively for sGFP::MEI-2%
6KA and sGFP::MEI-2R 6KD), suggesting that for the strain containing sGFP::MEI-2% 6KA, Katanin activity
is reduced but not completely abolished. This reduced activity most likely results in the formation of
altered meiotic spindle that are sufficient to achieve correct chromosome segregation. By measuring
the perimeter of polar bodies of each embryo (Figure 4D), we revealed a more severe phenotype for
the sGFP::MEI-2® 6KD. Indeed, we observed that polar bodies in sGFP::MEI-2® 6KD embryos are
significantly bigger than ones in sGFP::MEI-2f 6KA embryos. Moreover, we observed the presence of
multiple nuclei in sGFP::MEI-2® 6KD embryos (Figure 4C, 6KD, white asterisk) as a consequence of
chromosome segregation defect during meiosis.

Next, we wondered whether 6KA or 6KD substitutions could have an impact on Katanin cellular
expression and localization. We have previously shown using indirect immunofluorescence
experiments that catalytically inactive MEI-1 mutants, defective in meiotic spindle assembly are still
detected in the vicinity of meiotic chromosomes °. Likewise, we found that GFP-MEI-2® 6KA and 6KD
were detected, together with MEI-1 in the vicinity of the meiotic chromosomes (Figure 5), unable to
assemble on a bipolar meiotic spindle. These observations suggest that MEI-2 6KA and 6KD
substitutions are not affecting the assembly, cellular stability or localization of Katanin but only its

activity, by preventing Katanin binding to microtubules.

From these results, we conclude that the presence of intact MTBDs in MEI-2 is required for

Katanin function during female meiotic spindle assembly.



Discussion

In this study, we demonstrated that MEI-2 (p80-like) provides Katanin binding to MTs. Using
protein fragmentation, site-directed mutagenesis and EDC cross-linking experiments, we revealed the
existence of multiple MT- binding sites on MEI-2. By coupling the EDC cross-link with mass
spectrometry, we identified precise targeted sites at the surface of the MT in the globular domain of
alpha- and beta-tubulins. Then, we tested the importance of the identified motifs for Katanin activity
by introducing Katanin variants into C. elegans and monitored polar body formation as a readout.
Doing so, we revealed the importance of the identified MTBDs not only for MTs interaction in vitro but
also for optimal Katanin activity in vivo. Interestingly, based on our biochemical characterization of
KatanineMTs interaction, we were able to modulate Katanin activity in vivo by using Katanin variants
harboring different affinities for MTs.

Our study also revealed that after initial binding of Katanin on MTs via MEI-2, thus MEI-1 is
brought at a close proximity of the MTs and directly contact them. We speculate that this MT vicinity
is allowing MEI-1 to engage in a “productive” interaction with the MT to damage it (model in
Figure 6C). From the structure of MEI-1 AAA+ domain associated with C-terminal acidic tubulin tail
reported by Zehr et al 14, we propose that this “secondary interaction” might occur between the p60
hexamer central pore residues and the C-terminal exposed tail of tubulin to allow tubulin remodeling

in an ATP hydrolysis dependent manner, leading to MT damage.

Conservation of the folding

Having precisely identified MTBDs allowing MEI-2 to interact with the MTs, we asked whether
these motifs were conserved within the p80s. In contrast to the protein sequence alighment which
does not reveal an obvious conserved motif (Figure 6A), we performed structural modeling of p80 and
p80-like from C. elegans, Homo sapiens, Mus musculus, Drosophila melanogaster and Arabidopsis
thaliana using alphaFold2 (Figure 6B and Supplementary Figure S4). First, we observed that the
C. elegans MEI-2 modeling is revealing two distinct domains in MEI-2: an N-terminal domain highly
unstructured and a C-terminal domain more stable. Structural alignment of the C-terminal “stable”
domain for several p80s show the clear conservation of the organization of this “stable” region
corresponding to MEI-2 MTBD2. From this observation, we propose that the motif identified using
MEI-2 as model might also be present in the p80 subunits of the other species implying that the role
of p80 to initiate KatanineMTs interaction could be conserved.
Interestingly, one explanation for the conservation of the global organization but not of the protein

sequence could be the differences of tubulin sequences and isoforms from the different species. We



speculate that the sequences corresponding to the MTBD present in the different p80s could be used
to recognize specific tubulin isoforms in a specific cellular context, leading to some KatanineMT

interaction specificity.

Kataninemicrotubule interaction model

From our results, we propose a KatanineMT interaction model. We have previously shown that
Katanin (MEI-1 MEI-2) is assembled as a hexamer of dimer *°. We propose that one MEI-2 is making an
initial interaction with the globular region of the tubulin (from cross-link and Mass spectrometry
results). Then, a secondary interaction between a second MEI-2 present in Katanin oligomer will allow
the stabilization and the optimal positioning of the MEI-1 catalytic ring at the surface of the MT
(observation of new cross-link between MEI-1 and tubulin). Doing so, MEI-1 hexamer central pore will
be at a close vicinity of the charged CTT of tubulin exposed at the surface of the MT, allowing its
engagement in the central pore. This model is consistent with our previous results showing that the
presence of MEI-2 is required for Katanin activity and previously reported studies showing that the
presence of charged CTT is stimulating the ATPase activity of the catalytic ring and that the presence

of p80 is enhancing the microtubule severing activity in vitro.

Multiple role of MEI-2etubulin interaction

We observed that MEI-2 is directly interacting with the globular region of the tubulins. This
interaction is then leading to the interaction between MEI-1 and the tubulin CTT. If our results clearly
demonstrate that the role of MEI-2 is to initiate the KatanineMT interaction, they are also suggesting
that MEI-2 could play another role, this time at the level of the catalytic activity of the complex. Indeed,
single MEI-2 substitutions did not lead to significant difference in the binding of MEI-2 to the MTs in
vitro while they had a clear impact on the formation of the polar body in vivo. In addition, Lu et al have
previously reported using genetic approach in C. elegans, that the presence of a single mutation in the
globular region of alpha-tubulin (TBA-2) was drastically reducing Katanin activity, suggesting that this
region of tubulin was involved in KatanineMT contact 2. From these observations, we propose that
MEI-2emicrotubule interaction could have two roles: i) to bring the catalytic subunit MEI-1 in close
proximity to the tubulin CTT and ii) to modulate the activity of Katanin. We speculate that the
modulation of Katanin activity could be due to the optimal interaction between MEI-2 and the tubulin
globular domain and that modifying this critical interaction will not lead to the “disassociation” of the
Katanin from the microtubule but “only” to the less productive use of ATP hydrolysis energy leading to
MT remodeling and thus severing. This interaction will be used to efficiently couple the ATP hydrolysis
to substrate remodeling. Impacting this interaction will lead to un-optimal Katanin activity leading to

the formation of large polar body, for example, without affecting the subcellular localization of the



Katanin. From this respect, we propose a multi-step MT severing mechanism involving sequentially the
different type of subunits: (i) binding of MT by MEI-2 bringing MEI-1 at proximity to the MT lattice, (ii)
tubulin CTT engagement into the central pore formed by MEI-1 hexamer leading to the triggering of
ATP hydrolysis, (iii) ATP hydrolysis within the MEI-1 hexamer is leading to major conformational
changes relayed by MEI-2 to the MT (iv) optimal interaction between MEI-2 and tubulin globular
domain allows conformational changes to be relayed affecting tubulin organization and microtubule
structure, (v) extraction of tubulin dimer damaging the MT lattice.

Taken together, these results strongly suggest the role of MEI-2¢MT interaction will not only be
to bring the Katanin at the close proximity of the MT lattice but that the nature of the interaction
between tubulin and Katanin is able to modulate the activity of the enzyme even if the “interaction”

per se is not drastically affected.
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Materials & Methods

Nematode strains, culture conditions

C. elegans strains were cultured and maintained using standard procedures ?°. Transgenic worms
expressing sGFP::MEI-2® transgenes under the control of mei-2 promoter and terminator were
generated by MosSCl (Mos1- mediated single-copy gene insertion) using the strain EG6699 [ttTi5605
IIl; unc-119 (ed3) IIl; ox|Ex1578] 3°. Correct insertion of the transgene into chromosome Il was verified
by PCR. New C. elegans strains and plasmids used in this study are listed and detailed in Table | and

Table Il, respectively.

RNAi experiments

RNAi induced by feeding worm bacteria was used to deplete mei-2 mRNA in C. elegans strains
expressing sGFP::MEI-2¢%%d resistant to mei-2(RNAi). 2mM IPTG were added to the saturating culture
of HT115 bacteria transformed with L4440 plasmid expressing control (empty vector) or mei-2 dsRNA.
Bacteria were seeded on NGM plates complemented with 2mM IPTG. L3 larvae were transferred on
“seeded IPTG plates” and maintained at 23°C for 24h. After 24h of RNAIi exposition, phenotypes of
embryos contained in adult worms were analyzed by microscopy (DIC or fluorescence) and embryo

development was evaluated by viability assay.

Embryonic viability assay

Embryonic viability assay was achieved with adult worms exposed to mei-2(RNAi) for 24h at 23°C. Five
adults were transferred on a new plate for 5h at 23°C. Worms were removed from the plates, laid eggs
were counted and plates were maintained at 23°C for 16h. 16h later, the number of hatched and dead
embryos were counted to evaluate the embryonic viability score as a percentage of the initial embryo

count. The graphs were generated by using GraphPad Prism 8.0.2.

Immunofluorescence and imaging

Immunofluorescence analysis was performed on adult worms exposed to mei-2(RNAi) for 24h at 23°C.
20 worms were dissected in 5 plL of Shelton buffer on slides previously coated with subbing-solution
(0,4% gelatin, 0,04% Chromium (1) potassium sulfate dodecahydrate, 0,1% poly-I-lysine). A 24x32 mm
coverslip was placed onto the drop and the slide was frozen on a block pre-cooled on dry ice. After 20
min, the coverslip was flipped, and the slide was incubated into -20°C methanol for 20 min. Slides were
rehydrated in PBS twice for 5 minutes. Samples were blocked for 1h at room temperature with 100 uL
of 2% BSA in PBS. Then, slides were incubated overnight at 4°C with 100 pL primary antibodies in 2%
BSA in PBS in a wet chamber. Goat anti-GFP antibody (polyclonal, 039600-101-215, Rockland) was used



at a dilution of 1:300. Mouse anti-tubulin antibody (monoclonal, DM1A, Sigma-Aldrich) was used at a
dilution of 1:400. Affinity-purified rabbit anti-MEI-1 antibody was used at a dilution of 1:300. Slides
were washed with PBS 0,05% Tween-20 and incubated with 100 pL of secondary antibodies in 2% BSA
in PBS for 45 minutes at room temperature. Donkey anti-goat, Alexa Fluor 488 (polyclonal, A-11055,
Invitrogen); donkey anti-mouse, Alexa Fluor 568 (polyclonal, A-10037, Invitrogen); donkey anti-rabbit,
Alexa Fluor 667 (polyclonal, A-31573, Invitrogen) secondary antibodies were used at a dilution of
1:1000. After washing with PBS, samples were mounted using Vectashield mounting medium
containing DAPI between coverslip and slide. Coverslips were sealed with nail coat and slides were
stored at 4°C. Fixed embryos were imaged using a spinning disk confocal X1 microscope with 63x

objective. Captured images were processed using ImageJ and Photoshop.

Imaging of dissected embryos by DIC

Imaging of polar bodies phenotype of early embryos was performed using DIC microscope. Embryos
were obtained by dissecting adult worms with needle in 5 pL of M9 in coverslip. Then, the coverslip
was placed on a 3% agarose pad pre-prepared on slide. DIC images were acquired by an Axiocam
Hamamatsu ICcl camera (Hamamatsu Photonics) mounted on a Zeiss Axiolmager A1l microscope
equipped with a Plan Neofluar 100x/1.3-NA objective (Zeiss), and the acquisition system was
controlled by Axiovision software (Zeiss). Captured images were processed using Imagel and

Photoshop.

Measurement of polar body perimeter

Measure of polar bodies was performed using Image) on DIC images of early embryos after

mei-2(RNAI) exposition. The graphs were generated by using GraphPad Prism 8.0.2.

Imaging of whole worms

Imaging of full worms was performed using a Spinning Disk W1 microscope. Adult worms were
anesthetized in 5uL of levamisole on a coverslip placed on a pre-prepared 3% agarose pad on a slide.
Live imaging was performed at 23°C using a spinning disc confocal head (CSU-W1; Yokogawa
Corporation of America) mounted on a DMI8 inverted microscope (Leica) equipped with 491- and
561-nm lasers (491-nm 150 mW,; DPSS Laser 561 nm 150 mW) and a complementary metal-
oxidesemiconductor (Orca-Flash 4 V2+, Hamamatsu). Acquisition parameters were controlled by
MetaMorph software (Molecular Devices). In all cases, a 40x, HC PL APO 40x/1.30 Oil CS2 (Leica
506358) lens was used, and ~10 z-sections were collected at 0.5- um intervals. Captured images were

processed using Imagel and Photoshop.



Protein purification

Katanin (His-MEI-1/Strep-MEI-2 or His-GFP-MEI-1/Strep-MEI-2) were produced in BL21 bacteria
transformed with plasmids available in Table Il. Katanins were purified as described in 3* and stored in
50 mM TrisHCI pH=8, 500 mM NacCl, 5% glycerol at -80°C.

MBP-MEI-2 variants or fragments were produced in BL21 bacteria transformed with plasmids available
in Table Il. Briefly, protein production was induced with 0.5 mM final concentration of isopropyl
thio-B-D-galactoside (IPTG) for 5h at 24°C. After centrifugation, cells were resuspended in lysis buffer
containing (50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 500 mM NaCl and 5% glycerol) and broken by sonication. The
supernatant was loaded onto MBP-Trap columns (Cytiva) and after washing, the protein was eluted
with 15mM maltose. The buffer was exchanged using G25 column for a storage buffer containing 50
mM TrisHCI pH=8, 200 mM NaCl, 5% glycerol. Then, proteins were frozen in liquid nitrogen and stored

at -80°C before using for experiments

Taxol-stabilized microtubules

Microtubules were polymerized in vitro from purified porcin tubulin as previously described °. After
centrifugation at 90 000g for 10 minutes, microtubules were resuspended in 80 mM PIPES-KOH,
pH 6.8, 1 mM MgClI2, 1 mM EGTA, 10uM Taxol and kept at room temperature before use.

Microtubule cross-linking assay

In vitro cross-linking assay between stabilized microtubules and Katanin (6xHis-MEI-1eStrep-MEI-2) or
MEI-2 (MBP-MEI-2) was performed at room temperature in 46,4 mM PIPES-KOH, pH=6,8, 0.580 mM
MgCl2, 0.580 mM EGTA, 16 mM TrisHCI, pH8, 160 mM NaCl, 1,6% glycerol, 7,8 uM taxol-stabilized
microtubules and 3,52 puM Katanin. Cross-linking reaction was initiated by adding 5mM EDC
(1-éthyl-3-[3-diméthylaminopropyl]carbodiimide hydrochloride). After 15 min, the reaction was
stopped by adding Lammeli and was boiled at 95°C. Cross-linked complexes between bound proteins
were identified and analyzed by running samples on SDS-PAGE gel (Stained free-BioRad gel 4-20%

acrylamide) for Stain free, Coomassie blue staining or Western Blot analysis.

Western blotting and analysis

Western blot analysis were performed according to standard procedures 2. Mouse anti-MBP antibody
(monoclonal, E8032S, NEB) was used at the dilution of 1:5000 and rabbit anti-alpha tubulin (polyclonal,
Ab18251, Abcam) was used at the dilution of 1:1000. HRP-conjugated anti-mouse and anti-rabbit
antibodies (Sigma-Aldrich) were used at 1:3,000, and the signal was detected with chemiluminescence
(ECL-Millipore).
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Figure 1: Both Katanin subunits interact with microtubules. A. Schematic of the in vitro cross-link
assay, briefly purified proteins (KataninMe-2ME-2 and microtubules) were mixed and incubated with EDC
chemical cross-linker for 15min. Samples were resolved on SDS PAGE and analyzed using Stain-free
(BioRad) based on tryptophan fluorescence labeling, Western blot, or mass spectrometry. B. Cross-link
assay between Katanin, composed of MEI-1 (orange) and MEI-2 full length (1-280) (purple) or
N-terminal fragment (1-153) (light purple) and microtubules. Red stars indicate cross-linked complexes
MEI-2*tubulin. SDS PAGE (BioRad) was analyzed by stain-free technique based on tryptophan
fluorescence (Stain Free; Bio-Rad). C. Cross-link assay between KataninMe-1M&-2 or MEI-1 alone (orange)
with or without GFP tag (green) and microtubules. Red stars indicate cross-linked complexes
MEI-2*tubulin. Green star indicates cross-linked complex GFP-MEI-1*tubulin. SDS PAGE was analyzed
using tryptophan fluorescence (Stain Free; Bio-Rad) (upper panel) and by Western blot using
anti-tubulin antibody (lower panel).
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Figure 2: Katanin binds to microtubules via two domains on MEI-2 subunit. A. Schematic
representation of all MEI-2 fragments tagged with MBP tested in cross-link with microtubules in vitro.
Black fragments still cross-link with microtubules, whereas grey fragment does not. MEI-2 1-70 (red)
and MEI-2 241-280 (blue) were identified as two minimal MEI-2 fragments able to cross-link with
microtubules. B. Cross-link assay between MBP-MEI-2 full length (purple) or fragments and
microtubules. Colorful stars indicate cross-linked complexes MBP-MEI-2*tubulin or MBP-MEI-2
fragment*tubulin. SDS PAGE was analyzed using tryptophan fluorescence (Stain Free; Bio-Rad; upper
panel) and by Western blot using anti-MBP antibody (lower panel). The absence of cross-link between
MBP tag alone and microtubules is controlled in Figure Supplementary S2. C. Red square corresponds
to cross-link complex MBP-MEI-2*tubulin extracted from SDS PAGE to be analyzed by mass
spectrometry. D. Schematic representation of MEI-2, alpha- and beta-tubulins cross-linked residues
identified by mass-spectrometry. Two MEI-2 residues were identified as specifically cross-linked with
alpha- or beta-tubulin.
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Figure 3: Microtubule binding of MEI-2 depends on Lysine patches. Cross-link assay between
MBP-MEI-2 fragments and microtubules. The lysines (KK) of interested were mutated in alanines (AA)
or aspartates (DD) in minimal MBP-MEI-2 fragments (A) 1-70 (red) and (B) 241-280 (blue), in
MBP-MEI-2 full length (C and E) or in MBP-MEI-2 fragment (D) 1-90 (orange). SDS PAGE (BioRad) was
analyzed using tryptophan fluorescence (Stain Free; Bio-Rad; upper panel) and by Western blot using
anti-MBP antibody (lower panel) for D and E.
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Figure 4: Charge-dependent interaction MEI-2emicrotubules is required for KataninE-1*ME2 activity
during female meiosis. A. Schematic representation of MosSCI transgene expressing sGFP::mei-2%
(recoded) under the control of mei-2 promoter and mei-2 terminator. Recoding of mei-2 allows mei-2
mRNA resistance to mei-2(RNAi). The schematics also represents sGFP::MEI-2® recombinant protein
expressed in worms and mutated lysines. B. Viability of embryos expressing sGFP::MEI-2R WT and
mutants exposed to mei-2(RNAI). Error bars indicate SEM. C. DIC images of two-cells stage embryos
expressing sGFP::MEI-2® WT, 6KA and 6KD mutants exposed to mei-2(RNAi). White arrows indicate
polar bodies and white asterisk indicates multi-nuclei. D Measure of polar bodies perimeter of early
embryos expressing sGFP::MEI-2? WT, 6KA and 6KD mutants exposed to mei-2(RNAi). Error bars
indicate SEM.
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Figure 5: Lack of microtubule-binding does not affect KataninVt-1*ME-2 |ocalization during female

meiosis

Representative spinning disk images of fixed meiotic embryos expressing sGFP::MEI-2® WT, 6KA and
6KD mutants exposed to mei-2(RNAi). Embryos were immuno-stained with anti-GFP (green),
anti-tubulin (yellow), anti-MEI-1 (magenta) antibodies and colored with DAPI (blue).
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Figure 6:

A. Protein sequences alignment of p80 and p80-like Katanin subunits from different species.
CE: C. elegans; HS: Homo sapiens; MM: Mus musculus; AT: Arabidopsis thaliana; DM: Drosophila
melanogaster. B. Structural alignment of the C-terminal part of p80 and p80-like Katanin subunits from
different species. Single protein structures are presented in Figure S4. C. Working model of
microtubule binding of Katanin essential for microtubule severing activity.
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reaction between KataninVE-1*ME-2\WT, 6KA or 6KD and microtubules showing the accumulation of
cross-linked complex MEI-2etubuline over time. SDS PAGE (BioRad) was analyzed by free staining

based on tryptophan fluorescence.
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Figure S2: MEI-2 specifically cross-links with microtubules in vitro. Cross-link assay between MBP
alone or MEI-2 fused to MBP tag and microtubules. SDS PAGE (BioRad) was analyzed by free staining
based on tryptophan fluorescence (upper panel) and by Western blot using anti-MBP antibody (lower
panel).
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Figure S3: Control of sGFP::MEI-2® expression in worm. Spinning disk images of adult worm expressing
sGFP::MEI-2R WT, 6KA and 6KD exposed to mei-2(RNAi). sGFP fluorescence (grey) is showing that the
sGFP::MEI-2R WT, 6KA and 6KD are expressed at the similar level in the oocytes cytoplasm in gonads.
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Figure S4: Conservation of structural organization of Katanin p80 subunits

Structural models of C-terminal part of p80 and p80-like subunits in different species based on protein
sequences presented in Figure 6. Ce MEI-2: C. elegans MEI-2; Hs KB: Homo sapiens KATNBI1;
Hs KL1: Homo sapiens KATNBL1; Mm KB: Mus musculus KATNB1; Mm KL1: Mus musculus KATNBL1;
Dm KB: Drosophila melanogaster Kat80; A.t KB: Arabidopsis thaliana KTN8O.
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Discussion et Perspectives

Mon travail de thése a permis de mettre en évidence de nouveaux modes de régulation de
I'activité de la Katanine chez C. elegans. La Katanine est une enzyme composée de deux sous-unités,
une catalytique (p60) et une régulatrice (p80), qui disposent chacune de fonctions qui leur sont
propres. Il est crucial que ces deux sous-unités se coordonnent pour assurer la reconnaissance
spécifique et la coupure des microtubules. Cette activité requiert que les sous-unités soient organisées
et assemblées sous forme d’un hexamére de dimeéres, que cet hexameére interagisse a la surface du
microtubule puis avec une queue carboxy-terminale d’une tubuline via le pore central, et enfin qu’il

soit en mesure d’hydrolyser I’ATP et d’extraire cette tubuline du microtubule.

Chez C. elegans, notre modele d’étude, I'activité de coupure des microtubules par la

MEI-1eMEI-2

Katanine est essentielle pour la formation des deux fuseaux méiotiques femelles. Néanmoins,

si cette activité est maintenue a un niveau élevé durant la premiére mitose, cela entraine des défauts
de la dynamique du fuseau mitotique, ce qui est létal pour le développement embryonnaire. Au cours

de cette transition méiose-mitose, il existe donc une régulation précise pour réduire I'activité de la

MEI-1eMEI-2 MEI-1e MEI-2

Katanine en mitose. Méme si la réduction de la quantité de la Katanine au cours de

MEI-1eMEI-2

cette transition est évidente, nous avons montré que la Katanine subsiste durant les mitoses

suivantes. Nous avons aussi montré qu’en plus de la régulation par I'envoi a la dégradation de la
KatanineME-1*ME2 des phosphorylations de la sous-unité catalytique inhibent son activité intrinséque
d’hydrolyse de I’ATP en réponse aux microtubules. La sous-unité régulatrice quant a elle, régule

MEI-1e MEI-2

I'activité de la Katanine via son interaction avec les microtubules. Nous avons identifié que

MEI-2 contient deux domaines d’interaction aux microtubules qui ciblent spécifiquement la tubuline
a et la tubuline B du microtubule. Cette interaction spécifique est dépendante des charges des résidus

MEI-1eMEI-2

impliqués et permet une modulation de I'activité de la Katanine au cours de la méiose chez

C. elegans mais sans affecter la localisation de I'enzyme aussi assurée par la sous-unité régulatrice.
L'ensemble de nos résultats démontrent des modes de régulation distincts de I'activité de la

MEI-1eMEI-2

Katanine et met en évidence un réle primordial de la sous-unité régulatrice dans I'activité des

Katanines.



1. Réle de la KatanineMt-1*ME-2 durant la mitose au cours du développement embryonnaire

MEI-1e MEI-2 chez

Dans la littérature et ce depuis le début de la caractérisation de la Katanine
C. elegans (a partir des études génétiques de Paul Mains, 1990), cette MSE a été décrite comme
indispensable a la méiose femelle et extrémement toxique pour la mitose. Cette observation met en
évidence une voie de régulation de son activité au cours de la transition méiose-mitose essentielle au
développement embryonnaire. Nous avons montré pour la premiere fois, que méme s’il existe une
diminution drastique de son niveau de protéines aprés la méiose, une fraction de KatanineME-1*M&-2
persiste durant la premiére mitose et les mitoses suivantes au cours du développement embryonnaire

MEI-1eMEI2 o5t principalement recrutée sur

(Joly et al., 2020). Lors des divisions mitotiques, la Katanine
les centrosomes du fuseau et sur les chromosomes. Ce résultat inattendu souléve la question du role
de la KatanineME-1*ME-Z durant la mitose chez C. elegans. Cette observation est consistante avec
I'analyse du niveau d’expression d’ARNm de mei-1 qui perdure dans les embryons plusieurs heures
apres la méiose suggérant fortement que mei-1 continue de s’exprimer au cours du développement

embryonnaire (Clark-Maguire and Mains, 1994a). De méme, il a été montré que I'activité de MEL-26

est requise pendant le développement embryonnaire (Mains et al., 1990a).

Dans les cellules humaines ainsi que chez la Drosophile, la Katanine est requise pour la division
mitotique (Lynn et al., 2021). Les sous-unités de la Katanine sont présentes sur le fuseau et en
particulier sur les centrosomes. Elles participent activement au maintien de la structure et de la taille
du fuseau (Lynn et al., 2021). Par exemple, la Katanine active aux centrosomes permet un recrutement
de la y-tubuline essentielle a la nucléation des microtubules a partir des centrosomes (Buster et al.,

2002; Lynn et al., 2021).

Afin de caractériser le role de la KatanineME-1eMEl-2

en mitose, il serait possible d’utiliser une
souche de vers thermosensibles exprimant une mutation de mei-1(ts) (O’Rourke et al., 2011). Cette
mutation affecte I'activité de la KatanineME"1*ME-2 |ors d’une exposition des vers a une température
non permissive, soit 23°C. De fagon expérimentale, nous pourrions suivre par microscopie (DIC) le
développement d’un embryon disséqué dés la méiose a une température permissive, soit environ
16°C. Ainsi, I'activité de la Katanine serait suffisante pour participer a 'assemblage des deux fuseaux
méiotiques fonctionnels. Une fois la méiose terminée, nous pourrions changer la température a 23°C
pour exprimer la mutation de mei-1 affectant I'activité de la KatanineM&-1*ME-2 durant la mitose et

analyser les conséquences de cette mutation sur la dynamique du fuseau mitotique au cours du

développement embryonnaire.



2. Modulation de [laffinité de la KatanineME-*ME2 pour les microtubules par les

phosphorylations de MEI-2

Nous avons montré que les phosphorylations de MEI-1 par la kinase MKB-2 inhibent Ia
stimulation de I'activité ATPase de la KatanineM&-1*ME-2 ey présence de microtubules & la transition
méiose-mitose chez C. elegans (Joly et al., 2020). La sous-unité régulatrice MEI-2 étant aussi
phosphorylée par MBK-2, il serait intéressant d’étudier les effets de ces phosphorylations spécifiques
sur la régulation de I'activité de la KatanineME-1*ME-2 | ag résidus de MEI-2 phosphorylés par MBK-2
sont T32, S68, et 586 (Figure 23). Ces sites sont localisés dans le MTBD1 que nous avons identifié dans
notre seconde étude comme une région prédite pour étre non structurée (Figure 18). Il a aussi été
rapporté chez d’autres MAPs, que les phosphorylations de MAP4 sur son domaine d’interaction aux
microtubules, ou celles de PRC1 et Hecl sur un domaine non structuré, modifient leur affinité pour les
microtubules (Ramkumar et al., 2017; Walczak and Shaw, 2010). Il a aussi été décrit que la
dépolymérase MCAK qui est phosphorylée par Aurora A, voit son affinité pour les microtubules réduite

par les phosphorylations (McHugh et al., 2019).

Les phosphorylations de MEI-2 par MBK-2 sont-elles capables de moduler I'affinité de la

MEI-1eMEI-2

Katanine pour les microtubules ? Pour le tester, nous pourrions purifier a partir de bactéries

MEI-1eMEI-2

de la Katanine phosphorylée sur les résidus d’intérét de MEI-2, comme cela a été fait dans

notre étude (Joly et al., 2020). Ainsi, nous pourrions tester I'affinité de la KatanineME-1eME-2
phosphorylée pour les microtubules in vitro. Des mutants phosphomimétiques (aspartate) pourraient
aussi étre exprimés in vivo chez C. elegans pour caractériser leurs effets sur I'activité de la

KatanineMEl—loMEI-Z

au cours de la méiose. Ce mécanisme de régulation serait un moyen efficace pour
réduire rapidement l'activité du complexe KatanineME-1*ME2 () en bloquant I"accés au substrat via

MEI-2 et (ii) en inhibant I'activité ATPase de MEI-1.

3. Role fondamental de la sous-unité régulatrice dans l'interaction productive de la Katanine

avec les microtubules

L’activité de coupure des microtubules par la Katanine nécessite la présence et la coopération
de ses deux sous-unités. Nous avons démontré que la sous-unité régulatrice MEI-2 est indispensable
pour l'interaction de la sous-unité catalytique MEI-1 avec les microtubules. Il a été aussi démontré que

la KatanineME-1eMEi-2

est en mesure d’interagir avec la queue carboxy-terminale de la tubuline via le
pore central de MEI-1 en présence de MEI-2 (Zehr et al., 2020). MEI-2 agit ainsi comme un adaptateur

du complexe enzymatique sur la surface du microtubule.



Nous avons montré que MEI-2 interagit avec les microtubules via deux domaines MTBDs.
Chacun de ces MTBDs cible spécifiquement la tubuline a et la tubuline B du microtubule. D’aprées nos
résultats de pontage chimique entre MEI-2 et les microtubules, MEI-2 n’interagit qu’avec une seule
tubuline a la fois. En replagant les résidus des tubulines impliqués dans cette interaction sur la structure
du microtubule, nous avons pu observer qu’ils sont localisés a la surface de celui-ci (Figure 22).

MEI-1eMEI-2

L'ensemble de ces observations suggére que le complexe Katanine adopte une position

spécifique a la surface du microtubule via les deux interactions de MEI-2 avec les tubulines.

De plus, d’apres les données de la littérature, il a été rapporté que la queue carboxy-terminale de la
tubuline B est favorisée par rapport a celle de la tubuline a (méme si la tubuline a est aussi impliquée)
pour son interaction dans le pore central et I'activité de la Katanine (Bailey et al., 2015; Johjima et al.,
2015; Valenstein and Roll-Mecak, 2016; Zehr et al., 2020). Aussi, la mutation E439K de la tubuline B
identifiée chez C. elegans tbb-2(sb26) qui supprime le phénotype du gain de fonction, conduit a une
réduction de la toxicité de la KatanineME-1*ME-2 en mitose (Lu and Mains, 2005; Lu et al., 2004). La

mutation est aussi localisée sur la queue carboxy-terminale de la tubuline.

Figure 22: Exposition a la surface externe du microtubule des résidus de la tubuline impliqués dans

I'interaction KatanineME-1°ME!-2

-microtubule. Structure par cryo-microscopie électronique d’'un microtubule
assemblé a partir de tubuline-GDP de porc (PDB ID : 6ew0). La tubuline a est colorée en gris et la tubuline  en
bleu. Les sites D392 de la tubuline a et E111 de la tubuline B identifiés par cross-link en interaction avec MEI-2
sont colorés en rouge. La mutation E194K de la tubuline a identifié chez C. elegans tba(sb27) comme suppresseur

du gain de fonction est colorée en vert.

Le mécanisme de coupure des microtubules par la Katanine que nous proposons est le suivant :
la KatanineP®*P® est composée des sous-unités p60 et p80. La sous-unité p80 stabilise le complexe

p60:p80 sous forme d’hexamere de dimere p60:p80, et permet la localisation subcellulaire du



complexe enzymatique. p80 positionne la KatanineP®*P8 3 |a surface du microtubule en interagissant
directement avec le corps des tubulines o et B via ses deux domaines. Cette interaction
p80emicrotubule pourrait induire des changements conformationnels de la Katanine?®?**® conduisant
au rapprochement spatial de p60 a la surface du microtubule. Les sous-unités p60, sous forme
d’hexamere interagissent directement avec une queue carboxy-terminale de la tubuline via le pore
central en favorisant celle de la tubuline B. Cette interaction spécifique KatanineP®***®emicrotubule
en deux étapes, dépendante de la contribution de p80, pourrait entrainer une stimulation de I'activité
d’hydrolyse de I’ATP qui n’est possible qu’en présence de p80. Ainsi, les boucles a I'intérieur du pore
central en interaction avec la queue de la tubuline peuvent entrer en mouvement pour permettre
I’extraction de la tubuline du microtubule. Les dommages ainsi causés au microtubule entraineront

une déstabilisation de celui-ci et sa cassure.

4. Conservation du mode d’interaction de la Katanine avec les microtubules entre espéces

Chez C. elegans, la KatanineME-1eME-2

interagit avec les microtubules via la sous-unité
régulatrice MEI-2 via deux domaines distincts pour assurer son activité de coupure des microtubules.
Nous avons montré que méme si les séquences des MTBD1 et MTBD2 ne sont pas strictement
conservées entre différentes espéces, |'organisation structurale de la partie C-terminale de p80 est
tres bien conservée. Cela suggere fortement que le mécanisme d’interaction avec les microtubules via
p80 est trés similaire entre différentes especes telles que le nématode, la plante, la drosophile ou les
mammiféres. Il serait donc intéressant de tester cette hypothese par approche de fragmentation des

p80 de différentes especes a partir de protéines purifiées pour tester leur capacité a interagir avec les

microtubules in vitro. Nous pourrons aussi comparer leur affinité pour les microtubules.

5. Quelles sont les limites d’un systéme hétérologue Katanine-microtubules ?

Dans la littérature, les microtubules assemblés a partir de tubuline de porc sont les plus
couramment utilisés pour les tests d’interaction ou d’activité des MAPs in vitro. Les microtubules sont
dits « conservés » dans le domaine des eucaryotes de par leur organisation générale sous forme de
tube dynamique et leurs fonctions. Cependant leur nature et leur organisation plus fine peuvent
différer d’une cellule a I'autre, ou d’un organisme cellulaire a I'autre. La diversité des isoformes de
tubulines, la présence de modification post-traductionnelles ainsi que le nombre et I'organisation des
protofilaments changeant les interactions intra- et inter-diméres de tubulines, modifient les

microtubules. Cela implique que les MAPs qui interagissent avec les microtubules, et qui régulent leur



dynamique et leur organisation, nécessitent une adaptation a la spécificité du microtubule. Cela
souléve une question de conservation entre espéce en terme de mécanisme moléculaire de coupure
des microtubules par les MSE. Existe-il une adaptation de la MSE a la nature du microtubule ? Leur
activité enzymatique est-elle différente lorsque le substrat provient d’une autre espéce ? L’interaction
de la MSE avec son substrat est-elle différente lorsque le substrat provient d’une autre espéece ? |l serait
donc intéressant de comparer si I'espece du microtubule a une conséquence sur I’activité de coupure
des microtubules par la Katanine. Johjima et al., (2015) ont reconstitué des microtubules recombinants
a partir de tubulines provenant de Saccharomyces cerevisiae ou les MSE ne sont pas exprimées. Cela
leur a permis d’y introduire des mutations. Valenstein and Roll-Mecak, (2016) ont créé des
microtubules humains recombinants a partir de tubulines humaines exprimées dans des cellules Sf9
pour tester |'activité directe de MSE humaines. Au cours ma thése, nous avons utilisé la KatanineMt"
1eMEI-2 de chez C. elegans comme modeéle d’étude et les microtubules que nous polymérisons in vitro
proviennent du porc (Joly et al., 2016). Une reconstitution de microtubules a partir de tubulines
extraites chez C. elegans a été réalisée pour analyser la structure et la dynamique de ces microtubules
(Chaaban et al.,, 2018). Il serait ainsi intéressant de purifier et polymériser les microtubules de

MEI-1eMEI-2 yec ces microtubules.

C. elegans pour comparer I'affinité et le niveau d’activité de la Katanine
De plus, les auteurs démontrent que la croissance des microtubules est plus rapide chez C. elegans
comparée a celle de Bos taurus (Chaaban et al., 2018). Nous pouvons poser I’hypothése que si I'activité
de I'enzyme n’est pas différente en fonction de I'espéece de son substrat, il est tout a fait possible que

les conséquences de la coupure du microtubule sur la dynamique du microtubule soient différentes.

MEI-1e MEI-2

6. Résidus de la tubuline ciblés par la Katanine pour interagir avec la surface du

microtubule

La coupure des microtubules par la Katanine nécessite une interaction productive avec la
surface du microtubule. Nous avons montré que l'interaction entre la Katanine et les microtubules
dépend de la charge des résidus impliqués. Deux études génétiques ont décrit un lien direct entre
certaines mutations de la tubuline o et I'activité de la KatanineM&-1*ME-2 (L y et al., 2004; Lu and Mains,

2005). Le mutant tha-2(sb27) a été identifié comme suppresseur du phénotype gain de fonction de la

MEI-1eMEI-2 K MEI-1eMEI-2

Katanine activité ectopique de la Katanine en mitose n’est plus toxique et sa

localisation sur le fuseau mitotique n’est pas affectée. De plus, cette mutation amplifie le phénotype
perte de fonction de la KatanineM®-1*ME-2 (mutation mei-2(ct98)) (Lu and Mains, 2005). La mutation
tha-2(sb27) correspondant a la mutation E194K a donc pour conséquence d’affecter I'activité de la

MEI-1eMEI-2 LI

Katanine hypothése qui a été proposée est que I'interaction KatanineMt-1*ME-2e microtubule



nécessaire a I'activité enzymatique soit altérée par cette mutation. Aprés avoir replacé ce résidu sur la
structure du microtubule, nous avons observé que E194K est exposé a la surface du microtubule

MEI-1eMEI-2 via la sous-

(Figure 22). L’hypothése que la mutation E194K affecte I'interaction de la Katanine
unité MEI-2 avec la surface du microtubule est ainsi privilégiée. Pour tester cette hypothese, il serait
intéressant de purifier de la tubuline mutée a partir de ces souches de vers, et polymériser des
microtubules a partir de cette tubuline mutée selon le protocole de Chaaban et al., (2018). Ainsi, nous

MEI-1eMEI-2

pourrions tester l'interaction et I'activité de coupure de la Katanine avec ces microtubules

mutés in vitro.

7. Répertoire de Katanines : conservation des domaines fonctionnels et spécificités

La KatanineM&-1eMEl-2

composée de MEI-1 et MEI-2 est la Katanine la plus couramment étudiée
chez C. elegans, de par le phénotype remarquable résultant de son inactivité en méiose (Figure 17).
Pourtant d’autres sous-unités régulatrices sont exprimées chez C. elegans : les sous-unités F47G4.4 et
F47G4.5. Cela suggere que ce n’est pas seulement une Katanine présente chez C. elegans, mais un
répertoire de différentes Katanines dans un seul et méme organisme. C'est aussi le cas chez d’autres

espéces comme les mammiféres et les plantes (exemple : Arabidopsis thaliana).

S’il existe plusieurs Katanines, alors quel est le réle des différentes Katanines chez C. elegans ?
Quels sont les mécanismes cellulaires dans lesquels elles interviennent ? |l a été décrit que les transcrits
de f4794.4 et f47g4.5 sont exprimés dans les neurones chez C. elegans. Chez les mammiféres, la
Katanine est requise dans les neurones pour I'élongation de I’axone. Elle est localisée dans le corps
cellulaire ainsi que dans I'axone du neurone. Il est proposé que la Katanine maintienne des
microtubules courts pour qu’ils soient transportés au bout de I'axone (Ahmad et al., 1999). Il serait
donc intéressant d’approfondir les connaissances a propos du role des autres Katanines en particulier
dans les neurones chez C. elegans. Est-ce que plusieurs sous-unités régulatrices peuvent étre exprimées

dans la méme cellule ? Existe-il une compétition entre les sous-unités régulatrices ?

Le fait qu’il existe plusieurs Katanines dans le méme organisme souléve des questions quant a
la conservation des mécanismes d’action entre les différentes Katanines et a la spécificité de chacune
des Katanines. En sachant qu’un des roles de la sous-unité régulatrice est l'interaction avec les
microtubules, est-ce que les domaines d’interaction au substrat sont conservés entre les différentes
Katanines de la méme espéce ? Des résultats préliminaires au laboratoire nous ont permis de
démontrer que chacune des p80 de C. elegans F47G4.4, FA7G4.5 et MEI-2 interagit directement avec
les microtubules in vitro. Le domaine MTBD?2 identifié chez MEI-2 est bien conservé avec F47G4.4 et

FA7GA4.5 (Figure 23). Le MTBD1 de MEI-2 n’est pas strictement conservé, cependant les résidus alignés



avec le motif K8 K9 que nous avons identifiés sont des résidus chargés positivement (arginine et
histidine). Enfin le motif K77 K78 n’est pas strictement conservé, mais F47G4.4 et F47G4.5 contiennent
un motif lysine-lysine alignés 3 résidus apres ou un motif arginine-arginine 3 résidus avant (astérisques
verts sur la Figure 23). D’apres ces observations, les déterminants moléculaires essentiels a
I'interaction KatanineM&-1ME-2emjcrotubules ne sont pas strictement conservés, mais les charges de

ces résidus semblent &tre les mémes chez la KatanineME-1-F47644

et la KatanineME-1F47645 Sachant que
nous avons démontré que l'interaction de MEI-2 avec les microtubules dépend de la charge de résidus,

le mode d’interaction des p80 de C. elegans pourrait donc étre similaire.
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F47G4.4/1-722 523 KRASSTA TARRQNSTESSVT TTSAKTPVOV GA I T HD K N Nl RLKMLTSRRTSNVDIPPEVCSBEQLVL AT 609
F47G4.5/1-280 ----Q8A SFLRKQGSESSLE@N:- - - - - - - VMINE VM SRKIRBRLRMAVYRRVR - - - - - -« ISDBEEMVLIASH 167
ME-2/1-280 164 |ENSRNS DNYGKRSACLKA TNSBLDTI 16 STKTR V'V AA TERIHNF KN 250
F47G4.4/1-722 610 |@SRRND S NS AY PV ID A VDVTNRAIALEG A ADTEGERLVK SMNSH VA AE KABVQHL KK 696
F47G4.5/1-280 168 ARSKCHGITERD T PVIEI D MDTSNR ! | AAEG ADSBGERLVK GMNSH I A SE KAGIQLL RK 254
ME-2/1-280 251 Kl KQ IBQET AlL KVSSHK 280
F47G4.4/1-722 697 KQLBEPS LK PIL 722
F47G4.5/1-280 255 RHLEBIVESHMDR ATM .. 280

Figure 23 : Alignement de séquences protéiques des trois sous-unités régulatrices de la Katanine, MEI-2,
F47G4.4 et F47GA.5 exprimées chez C. elegans. Alignement des séquences a été réalisé sur Jalview. Le code

couleur correspond a la conservation des résidus : plus le bleu est foncé, plus le résidu est conservé entre les

trois séquences. Les fleches rouges indiquent les six lysines impliquées dans I'interaction de la KatanineME-1-M&\-2

avec les microtubules que nous avons identifiés dans notre seconde étude. Les astérisques verts indiquent les
résidus chargés positivement proches des deux lysines. Les ronds jaunes indiquent les résidus de MEI-2
phosphorylés par MBK-2 que nous avons identifiés (Joly et al., 2020).

De nombreuses questions concernant leur spécificité restent a poser. Quelle est la spécificité
de chacune des Katanines au sein d’un méme organisme ? L’affinité avec les microtubules peut-elle étre
une spécificité ? Ont-elles une efficacité de coupure des microtubules qui est différente ? Coupent-elles
les mémes microtubules ? Pour cela, nous pourrions les purifier pour d’abord s’assurer qu’elles
forment un complexe stable et actif avec MEI-1. Puis nous testerons in vitro leur affinité pour les
microtubules ainsi que leur efficacité de coupure des microtubules. Si celles-ci sont différentes, cela
pourrait étre un mode de régulation de leur activité efficace en fonction des types cellulaires dans
lesquels elles sont exprimées et selon le niveau d’activité nécessaire aux événements cellulaires

auxquels elles participent.



8. Régulation de I'activité de la Katanine par compétition avec les MTBD

Un exces d’activité de la Katanine a été décrit comme toxique chez C. elegans et associé a de
nombreuses pathologies et cas de cancers chez I’humain. Il est donc crucial de savoir contréler
I'activité de la Katanine dans ce type de contexte pathologique. Nous avons montré que la sous-unité
régulatrice qui assure l'interaction de la Katanine avec les microtubules est une actrice majeure dans
la régulation de I'activité de la Katanine. Serait-il possible de limiter I'interaction de la Katanine avec
les microtubules ? Pour cela, il faudrait bloquer I'activité de la Katanine en limitant I'accessibilité a son
substrat. Nous pourrions surexprimer des peptides codant pour les MTBD de la Katanine pour ainsi
couvrir le microtubule sur les cibles de la Katanine et limiter son activité de coupure. Ou alors, réaliser
la manipulation inverse en surexprimant des peptides du microtubule ciblés par la Katanine pour
bloquer les MTBDs de la Katanine et I'empécher d’atteindre la surface du microtubule. La seconde
option serait a privilégier pour éviter de bloquer I'accessibilité du microtubule a de nombreuses autres
MAPs dans la cellule. Cette expérimentation peut étre réalisée in vitro a partir de protéines purifiées,
en suivant |’activité de coupure des microtubules par la Katanine ou in vivo chez C. elegans en analysant
I'assemblage du fuseau méiotique par la Katanine et la formation des globules polaires, comme

rapporteurs de I'activité de la Katanine.
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