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Résumé 

 

La division cellulaire est un processus essentiel pour le développement, l’homéostasie et la 

reproduction des organismes. Chez les eucaryotes, la sortie d’interphase et l’entrée en 

division cellulaire sont marquées par la rupture de l’enveloppe nucléaire et la condensation 

des chromosomes. Puis, en fin de division, la cellule entre à nouveau en interphase et 

l’enveloppe nucléaire se reforme autour des chromosomes en cours de décondensation. La 

reproduction des organismes nécessite la production de gamètes haploïdes (ovocytes et 

spermatozoïdes) au cours d’une division spécialisée appelée méiose. La méiose correspond à 

deux étapes de ségrégation des chromosomes séparées par un court intervalle, nommé 

intercinèse. Dans les ovocytes en intercinèse, les chromosomes restent condensés. Il a donc 

été proposé que l’intercinèse ne correspond pas à une réelle interphase et que, par 

conséquent, l’enveloppe nucléaire ne se reforme pas à ce stade. Cependant, mon travail de 

thèse dans les ovocytes de Caenorhabditis elegans m’a conduit à identifier une double 

membrane entourant la surface des chromosomes condensés en intercinèse.  

En combinant des approches de vidéo-microscopie et de microscopie électronique, j’ai étudié 

la reformation de cette double membrane en intercinèse dans les ovocytes de C. elegans. J’ai 

ainsi pu démontrer que l’enveloppe d’intercinèse est une structure transitoire présente entre 

l’anaphase I et l’entrée en méiose II. L’enveloppe d’intercinèse est composée de la lamine 

LMN-1 et de protéines de la membrane interne LEM-2, SUN-1 et EMR-1. Cependant, elle est 

dépourvue des protéines de la membrane externe ZYG-12 et SP-12, ce qui est cohérent avec 

l’absence de continuité entre l’enveloppe d’intercinèse et le réticulum endoplasmique. Par 

ailleurs, et de manière surprenante, bien que cette enveloppe soit dépourvue de pores 

nucléaires, certaines nucléoporines y sont présentes. Par l’analyse de la fonction des 

composants de l’enveloppe d’intercinèse, j’ai d’ailleurs pu démontrer que la formation de 

celle-ci dépend de la nucléoporine MEL-28ELYS, qui recrute des membranes sur les 

chromosomes en cours de ségrégation, et du « facteur barrière à l’auto-intégration » BAF-1BAF 

assurant l’intégrité de l’enveloppe.  
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Enfin, mes résultats démontrent que l’enveloppe d’intercinèse n’est jamais totalement 

scellée, et ne dépend donc pas du complexe ESCRTIII normalement nécessaire à la fermeture 

de l’enveloppe nucléaire en interphase. Finalement, l’étude fonctionnelle de l’enveloppe 

d’intercinèse suggère qu’elle participe à la ségrégation correcte des chromosomes dans 

l’ovocyte de C. elegans. En effet, j’ai pu démontrer qu’en son absence, les chromosomes se 

séparent plus rapidement, et sur une plus grande distance, que dans les ovocytes contrôles.  

Dans l’ensemble, mon travail de thèse démontre que l’enveloppe d’intercinèse est une 

nouvelle organelle qui entoure les chromosomes condensés et participe à leur ségrégation 

correcte dans l’ovocyte de C. elegans.  

 

Mots-clés : Méiose, intercinèse, enveloppe nucléaire. 
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Abstract 

 

Cell division is a biological process essential for the development, homeostasis and 

reproduction of organisms. In eukaryotes, the exit from interphase and the entry into cell 

division are marked by the nuclear envelope breakdown and the condensation of 

chromosomes. Then, at the end of the division, the cell reenters interphase and the nuclear 

envelope reforms to surround the decondensing chromosomes. The reproduction of 

organisms requires the production of haploid gametes (oocytes and spermatozoa) generated 

during meiosis. Meiosis corresponds to two successive rounds of chromosome segregation 

separated by a short phase, called interkinesis. In interkinesis oocytes, the chromosomes 

remain condensed. It has therefore been proposed that interkinesis does not correspond to a 

real interphase and that the nuclear envelope does not reform at this stage. However, my 

thesis work in Caenorhabditis elegans oocytes led me to identify a double membrane 

surrounding the surface of the condensed chromosomes in interkinesis.  

By combining light and electron microscopy, I studied the reformation of this double 

membrane during interkinesis in C. elegans oocytes. I have demonstrated that the interkinesis 

envelope is a transient structure present between anaphase I and meiosis II entry. The 

interkinesis envelope is composed of the lamina LMN-1 and the inner nuclear membrane 

proteins LEM-2, SUN-1 and EMR-1. It however lacks the outer membrane proteins ZYG-12 and 

SP-12, which is consistent with the discontinuity between the interkinesis envelope and the 

endoplasmic reticulum. Surprisingly, although nuclear pores are absent, some nucleoporins 

localized at the interkinesis envelope. By analyzing the function of the interkinesis envelope 

components, I have shown that the formation of this envelope depends on the nucleoporin 

MEL-28ELYS, which recruits membranes on the segregating chromosomes, and on the "barrier 

to autointegration factor" BAF-1BAF, which ensures interkinesis envelope integrity. Finally, my 

results have demonstrated that the interkinesis envelope is never completely sealed, and 

therefore does not depend on the ESCRTIII complex, normally required for the sealing of 

interphase nuclear envelopes.  
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Finally, functional study of the interkinesis envelope suggested that it participates in the 

correct segregation of chromosomes in the C. elegans oocyte. Indeed, I have demonstrated 

that in its absence, chromosomes segregate more rapidly, and over a greater distance, than 

in control oocytes.  

Overall, my work demonstrates that the interkinesis envelope is a novel organelle that covers 

the segregating chromosomes, and participates to their correct segregation in the C. elegans 

oocyte.  

Keywords: Meiosis, interkinesis, nuclear envelope. 

Title: Mechanisms of the atypical interkinesis envelope formation in C. elegans oocytes 
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  ملخص

 
ز  يعد الانقسام الخلوي أساسي لتطور الكائنات الحية وتوازنها الخلوي وتكاثرها. عند الكائنات حقيقيات النوى ، يتم تميي 

الخلوي من خلال   ي وبداية الانقسام 
البينز الطور  ثم الخروج من  الصبغيات.  النووي وتكثيف  الغلاف  ي 

نهاية  تلاس  ي 
، فز

الصبغيات  الانقسام حول  جديد  من  النووي  الغلاف  يتشكل  الأمشاج  ،  إنتاج  الحية  الكائنات  تكاثر  يتطلب  المتفككة. 

الي  )البويضات والحيوانات المنوية( خلال انقسام متخصص يسمى الانقسام
ز الي  الاخي 

ز ز    مع . يتوافق الانقسام الاخي  مرحلتي 

الصبغيات  انقسام  الطور من  هذا  خلال   . ز الانقسامي  ز  بي  الطور  يسمى   ، قصي   ي 
زمنز بفاصل  تظل  مفصولة   ،

ز  صبغيات  ز الانقسامي  اح أن الطور بي  ي  البويضات مكثفة. لذلك تم اقي 
ي الحقيق 

، وبالتالي ، فإن  لا يتوافق مع الطور البينز

ي هذه المرحلة
ي ، تمكنت من تحديد وجود الغلاف النووي لا يتم تشكيله فز

ي اطروحن 
ي من خلال البحث فز

. ومع ذلك ، فإننز

ي بويضات دودة الأرض غشاء مزدوج يحيط بسطح الصبغيات 
ز فز ز الانقسامي   Caenorhabditis المكثفة خلال الطور بي 

elegans  

ي ، قمت بدراسة إعادة تشكيل هذا الغشا 
وئز ي المجهر الإلكي 

ء المزدوج خلال الطور  باستعمال الفحص المجهري الضوئ 

ز  ز الانقسامي  ي بويضات  بي 
ز  .C. elegans فز ز الانقسامي  عبارة عن مكون خلوي   وهكذا تمكنت من إثبات أن غلاف الطور بي 

المنصف الانقسام  يتكون خلال  الانقسام عابر  ي 
فز الدخول  قبل  ز   ويتلاس   الانقسامي  ز  بي  الطور  يتألف غلاف   . التعادلي

ات المتوسطةالصفيحة النووية المكو  من  -EMR .وSUN-1 و LEM-2 وبروتينات الغشاء الداخلي  LMN-1 نة من الشعي 

ي 1 ي حيث SP-12 و ZYG-12 و لكنه يفتقر إل بروتينات الغشاء الخارج 
وئز ، وهو ما يتوافق مع ما لاحظته بالمجهر الالكي 

 .أنه ليس له استمرارية الشبكة الإندوبلازمية

المسام النووية ، إلا أن بعضعلاوة عل ذلك ، عل الرغم من   وتينات  أن هذا الغلاف خالي من  التابعة له موجودة   الي 

يعتمد عل تكوينه  أن  إثبات  ا من 
ً
أيض تمكنت  ز ،  ز الانقسامي  بي  الطور  تحليل وظيفة مكونات غلاف   هناك. من خلال 

ز  وتي  ي تقوم بإحاطة الأغشية حول الصبغيات، وعل ELYS28-MEL الي 
ا  الذي BAF1-BAF ، الن  ً يضمن سلامة الظرف. أخي 

ي أن الغلاف الحركي لا يتم إغلاقه تمامًا ، وبالتالي لا يعتمد عل مجمع  لإغلاق   ESCRTIII ، توضح نتائج 
ً
وري عادة الضز

ي 
البينز الطور  الوظيفية لغلاف  الدراسة  تشي    ، ا  ً أخي  النووي.  ي   الغلاف 

فز للصبغيات  السليم  الانقسام  ي 
فز يشارك  أنه  إل 

ي غياب سلامة الظرف ، تنفصل الصبغيات بشكل أسرع وعل مسافة   C. elegans بويضة
حيث ، تمكنت من إثبات أنه فز

 .أكي  

ز عبارة عن عضية جديدة تحيط ز الانقسامي  ي أن غلاف الطور بي 
المكثفة   بالصبغيات  بشكل عام ، يوضح بحث أطروحن 

ي بويضة
ي انقسامها السليم فز

  C. elegans وتشارك فز

الي ، الحركية الداخلية ، الغلاف النووي
ز  الكلمات المفتاحية: الانقسام الاخي 

ي بويضات  :نالعنوا
ز فز ز الانقسامي   C. elegansدراسة تشكيل غلاف الطور بي 
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Introduction 

 

I. Le Cycle Cellulaire 

 

Le cycle cellulaire est un ensemble ordonné d’événements dont le but est d’assurer la 

division cellulaire. Il est constitué de deux étapes majeures : l’interphase et la mitose 

(Figure I.1.).  

A la sortie de mitose, la cellule peut soit interrompre le cycle cellulaire et entrer en 

quiescence (phase G0), soit s’engager dans le cycle et progresser à la première étape de 

l’interphase, la phase G1. Durant cette phase, la cellule croît et synthétise les protéines 

nécessaires à la réplication de l’ADN. La phase S est caractérisée par la duplication de 

différents composants cellulaires, dont le centrosome qui est le centre majeur 

d’organisation des microtubules (MicroTubule Organizing Center, MTOC). Elle est aussi 

caractérisée par la réplication de chaque chromosome pour former les deux chromatides 

sœurs. Les chromatides sœurs sont maintenues en paires par un complexe multiprotéique 

constitué de protéines appelées cohésines. La phase suivante est appelée G2. C’est une 

deuxième étape de croissance cellulaire. Plusieurs protéines y sont synthétisées afin de 

préparer l’entrée en phase M (méiose ou mitose). 

 

1. La mitose 

 

La mitose est généralement la phase la plus courte du cycle cellulaire. Elle se déroule en 

cinq étapes coordonnées afin d’assurer une ségrégation correcte des chromatides sœurs 

et la production de deux cellules filles identiques génétiquement qui vont à leur tour entrer 

dans le cycle cellulaire (Figure I.2.).  

 



 32 

 

 

 

Figure I. 2 : Schéma de la mitose dans le cycle cellulaire 
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La première étape de la mitose est la prophase caractérisée par la condensation de la 

chromatine en chromosomes individualisés. Parallèlement, les centrosomes se séparent et 

migrent de part et d’autre du noyau. De manière concomitante, le fuseau mitotique 

composé de microtubules commence à s’organiser autour des centrosomes formant ainsi 

une structure bipolaire.  

La prométaphase est marquée par l’assemblage aux centromères des kinétochores, des 

complexes protéiques qui assurent le lien entre les chromosomes et les microtubules du 

fuseau. Simultanément, l’enveloppe nucléaire se rompt permettant ainsi aux microtubules 

émanant des centrosomes de s’attacher aux kinétochores. Les chromosomes commencent 

leur migration vers la plaque équatoriale du fuseau ou plaque métaphasique. Ce 

phénomène s’appelle la congression.  

En métaphase, les chromosomes sont alignés sur la plaque équatoriale. Les chromosomes 

y sont orientés de manière à ce que chaque chromatide sœur soit attachée aux 

microtubules émanant d’un pôle opposé du fuseau de division. Ce processus s’appelle la 

bi-orientation.  

Puis en anaphase, le clivage des cohésines permet la séparation des chromatides sœurs. 

Deux lots de chromatides sœurs sont alors visibles. Entre ces deux lots s’assemblent les 

microtubules du fuseau central. 

Enfin, la télophase est caractérisée par l’arrêt de la ségrégation des chromosomes et le 

désassemblage des kinétochores. L’enveloppe nucléaire se reforme autour des 

chromosomes en cours de décondensation.  

Après la ségrégation des chromosomes et la formation de deux noyaux, s’organise la 

séparation physique des cellules filles, appelée cytocinèse. Elle intervient grâce à la 

formation d’un anneau d’actomyosine, composé d’actine et de myosine, qui en se 

resserrant forme le sillon de division et permet la séparation physique des deux cellules 

filles. L’étape finale de séparation des cellules filles est appelée l’abscission.  

La mitose a généralement lieu dans les cellules somatiques et est importante pour le 

développement embryonnaire, la croissance des organismes et l’homéostasie tissulaire. 

Les défauts de ségrégation des chromosomes en mitose peuvent conduire à un défaut 

numéraire de chromosomes, appelé aneuploïdie, qui peut être la cause de cancers ou de 

défauts de développement si elle survient pendant les premières divisions de l’embryon. 
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Figure I. 3 : Schéma de la méiose I 
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2. La méiose 

  

La mitose n’est pas le seul mode de division chez les eucaryotes. La méiose assure la 

production des gamètes, qui sont des cellules haploïdes nécessaires à la reproduction. La 

méiose correspond à deux étapes successives de divisions cellulaires après une seule phase 

de réplication de l’ADN. Cette haploïdisation du génome est nécessaire afin de maintenir 

la diploïdie des espèces lors de la fécondation.  

La première division méiotique, également appelée « méiose réductionnelle » ou « méiose 

I », assure la séparation des chromosomes homologues d’origine paternelle et maternelle.  

La méiose I est marquée par une longue étape de prophase qui se divise en cinq stades 

(Figure I.3.).  

Le stade leptotène, les chromosomes homologues se condensent en filaments et 

s’attachent à l’enveloppe nucléaire.  

Au stade zygotène, les chromosomes homologues s’alignent et s’apparient grâce au 

complexe synaptonémal. On parle dès lors de chromosomes bivalents ou de tétrades de 

chromatides sœurs. 

Durant le troisième stade, appelé pachytène, l’échange de matériel génétique entre les 

chromatides non-sœurs a lieu via la formation d’enjambements. Ce processus est appelé 

recombinaison homologue et permet le brassage de l’information génétique. 

Le stade diplotène est marqué par la dissolution du complexe synaptonémal. Cependant, 

chaque tétrade reste attachée au niveau d’un ou des chiasmas formés lors de la 

recombinaison homologue. 

Enfin, a lieu la diacinèse durant laquelle les chromosomes se condensent et se détachent 

de l’enveloppe nucléaire.  

En prométaphase I, l’enveloppe nucléaire se rompt et les kinétochores se forment au 

niveau des centromères. En métaphase I, les bivalents se positionnent au niveau de la 

plaque équatoriale grâce à l’attachement des microtubules aux kinétochores. A ce stade, 

les chromosomes homologues sont bi-orientés. Les chromatides sœurs d’une même paire 

sont co-orientées, c’est à dire attachées par les microtubules émanant du même pole du 

fuseau. En anaphase I, les bivalents se séparent et migrent aux pôles du fuseau.  
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Figure I. 4 : Schéma de la méiose II 
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Cette étape est suivie par la télophase I et la cytocinèse I qui permettent la séparation en 

deux cellules filles. La deuxième division méiotique, également appelée « méiose 

équationnelle » ou « méiose II », est assimilée à la mitose car elle correspond à la bi-

orientation des paires de chromatides sœurs, puis à leur ségrégation (Figure I.4.). 

Contrairement à la mitose, la méiose II se déroule dans des cellules haploïdes et n’est pas 

précédée par une étape de réplication de l’ADN. 

A la fin de la méiose, les quatre gamètes produits sont différents. Tout comme la mitose, 

la méiose nécessite d’être finement régulée. Les défauts de ségrégation des chromosomes 

en méiose peuvent conduire à de l’aneuploïdie, et peuvent être la cause d’infertilité, 

d’avortements spontanés ou de défauts développementaux. 

 

2. 1. La méiose mâle et la méiose femelle 

  

Selon que la méiose a lieu dans l’appareil reproducteur mâle ou femelle, le produit final 

diffère.  

La méiose mâle permet la production, à partir d’une cellule mère, de quatre gamètes mâles 

(spermatides).  

La méiose femelle, quant à elle, permet la production d’un seul ovocyte fonctionnel. En 

effet, chaque division est asymétrique et accompagnée de l’expulsion d’un globule polaire 

contenant les chromosomes homologues ou chromatides sœurs excédentaires en méiose 

I et II respectivement. Cette asymétrie permet de conserver dans l’ovocyte la majorité des 

organelles et des nutriments nécessaires à l’embryogénèse précoce.  

L’ovogénèse est marquée par un ou des arrêts du cycle cellulaire (Figure I.5.). Le premier 

arrêt est universel et a lieu en prophase I au stade diplotène. Cet arrêt peut durer de 

quelques minutes (chez C. elegans) à plusieurs années (chez l’être humain)(Von Stetina et 

Orr-Weaver 2011). La sortie de cet arrêt nécessite un stimulus hormonal (l’hormone 

lutéinisante (LH) chez les mammifères ou la protéine des spermatozoïdes MSP chez C. 

elegans)(Masui 2001).  
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Figure I. 5 Schéma de la méiose femelle 

et des arrêts de l’ovogénèse chez différents organismes 
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Le deuxième arrêt est facultatif et est spécifique à chaque espèce. Il a généralement lieu 

avant la fécondation : en métaphase I chez les insectes, en métaphase II chez la majorité 

des vertébrés ou après les deux divisions méiotiques chez l’étoile de mer (Von Stetina et  

Orr-Weaver 2011). Chez C. elegans, cet arrêt secondaire a lieu après la fécondation (qui 

intervient en prophase I) et ne peut être mis en évidence qu’expérimentalement par 

l’utilisation d’une lignée mutante présentant des spermatozoïdes défectueux non 

fécondant. Ces spermatozoïdes sont malgré tout capables de sécréter la protéine MSP 

nécessaire à la levée de l’arrêt primaire en prophase I. Dans cette lignée, les ovocytes non-

fécondés marquent un arrêt de quelques minutes en anaphase I, correspondant à l’arrêt 

méiotique secondaire, avant de se décondenser et de rentrer directement en interphase 

post-méiotique (K. L. McNally et McNally 2005).  

Dans l’ovocyte, les deux divisions méiotiques sont séparées par une courte phase appelée 

intercinèse. Durant cet intervalle, les chromosomes restent condensés, tandis que le 

fuseau de première division méiotique est complétement désassemblé. Il est généralement 

admis que l’état condensé des chromosomes signifie que l’intercinèse ne correspond pas à 

une réelle interphase et que l’enveloppe nucléaire ne se reforme pas. Cependant, des 

observations de mon équipe d’accueil et d’autres ont démontré la présence d’une 

enveloppe qui entoure les chromosomes condensés dans l’ovocyte de C. elegans (Laband 

et al. 2017; Penfield et al. 2020). Dans ce manuscrit, je définirai donc l’intercinèse chez C. 

elegans comme le laps de temps entre le début de l’expulsion du premier globule polaire 

et l’entrée en méiose II.  
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Figure I. 6 Schéma représentant la structure et la dynamique des microtubules 
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II. Les acteurs de la division cellulaire 

 

1. Les microtubules 

 

En mitose comme en méiose, les forces nécessaires à l’alignement et à la ségrégation des 

chromosomes sont générées par les microtubules.  

Les microtubules sont un des trois composants du cytosquelette. Ils jouent un rôle majeur 

dans la division cellulaire en formant le fuseau de division. Les microtubules sont des 

polymères composés d’hétérodimères de tubuline  et  (Figure I.6.). Plusieurs 

hétérodimères de tubulines peuvent s’assembler pour former un protofilament. Un 

microtubule correspond généralement à l’association latérale de 13 protofilaments pour 

former un tube de 25 nm de diamètre. L’alternance d’hétérodimères de tubuline  et  

confère au microtubule une polarité. L’extrémité (-) correspond à l’extrémité présentant la 

sous-unité , tandis que l’extrémité (+) correspond à l’extrémité où la sous-unité  est 

exposée. La différence de polarité entre les deux extrémités induit une différence de 

dynamique. En effet, l’extrémité (-) est beaucoup plus stable, et est en contact avec les 

sites de nucléation des microtubules, tandis que l’extrémité (+) est plus dynamique. Les 

microtubules oscillent entre des événements de croissance, de raccourcissement et de 

pause. 

In vivo, les microtubules sont généralement assemblés à partir de MTOCs dont le plus 

commun est le centrosome situé aux pôles des fuseaux mitotiques. Mais, les microtubules 

peuvent aussi être nucléés à partir d’autres organelles, tels que l’appareil de Golgi, 

l’enveloppe nucléaire, la chromatine ou les kinétochores (J. Wu et Akhmanova 2017).  
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2. Les kinétochores  

 

Le kinétochore est un complexe multiprotéique qui assure le lien physique entre les 

chromosomes et les microtubules. Ce lien est important pour l’orientation et le 

positionnement des chromosomes sur la plaque métaphasique, puis pour leur ségrégation 

en anaphase. On distingue deux types d’organisation des centromères et d’architecture 

des kinétochores (Figure I.7A). Dans les organismes monocentriques, les centromères et 

les kinétochores sont localisés à un endroit précis, généralement concentrés au niveau de 

la constriction primaire des chromosomes. Dans les organismes holocentriques, le 

centromère est diffus et les kinétochores s’assemblent sur toute la longueur des 

chromatides sœurs. Le kinétochore est structuré en différentes couches de protéines. On 

distingue généralement le kinétochore interne et le kinétochore externe.  

 

2. 1. Le kinétochore interne 

 

Les kinétochores s’assemblent au niveau des centromères qui sont caractérisés par la 

présence du variant de l’histone H3 CENP-A (Centromere Protein A) (Earnshaw et Cooke 

1989; Stirpe et Heun 2022).  

CENP-A permet le recrutement de plusieurs protéines du kinétochore interne qui forment 

un réseau protéique constitutivement associé aux centromères (Constitutive Centromere 

Associated Network, CCAN) (Dong et Li 2022) (Figure I.7B). Chez les vertébrés, le CCAN est 

organisé en 5 sous-complexes et peut contenir jusqu’à 16 protéines : CENP-C, CENP-

H/I/K/M, CENP-L/N, CENP-O/P/Q/R/U, et CENP-T/W/S/X. Les protéines du CCAN jouent un 

rôle dans le maintien des centromères, le recrutement des protéines du kinétochore 

externe et la congression des chromosomes. Elles sont constamment liées aux 

centromères. La composition du CCAN diffère entre les organismes, sauf en ce qui concerne 

la protéine CENP-C qui est conservée de la levure à l’être humain (Sridhar et Fukagawa 

2022). Chez C. elegans, HCP-4CENP-C est d’ailleurs la seule représentante du CCAN 

(Drinnenberg, Henikoff, et Malik 2016).  
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Figure I. 8 : Schéma représentant les protéines du réseau KMN et les protéines associées 

aux kinétochores 
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2. 2. Le kinétochore externe 

 

Le kinétochore externe est formé du réseau KMN composé des sous-complexes Knl1c 

(hétérodimère de knl1 et Zwnt), Mis12c (hétérotétramère de Mis12, Pmf1, Nsl1 et Dsn1) 

et Ndc80c (hétérotétramère de Ndc80, Nuf2, Spc24 et Spc25) (Figure I.8). Tandis que le 

CCAN est toujours lié aux centromères, le recrutement du réseau KMN est dépendant du 

cycle cellulaire (Gascoigne et Cheeseman 2013; Hara et Fukagawa 2018). Chaque sous-

complexe du réseau KMN joue un rôle spécifique. 

A l’entrée en mitose, CENP-C, CENP-T et CENP-Q-U permettent le recrutement de la 

protéine Mis12. Le complexe Mis12c recrute alors à son tour le complexe Ndc80c. 

Alternativement CENP-T peut recruter directement le sous-complexe Ndc80c. Le complexe 

Ndc80c permet alors l’attachement des microtubules via leur extrémité (+) et est capable 

de suivre ces extrémités dynamiques lors des phases de polymérisation et de 

dépolymérisation. Il est également capable de résister à la charge que représente un 

chromosome. C’est donc principalement le complexe Ndc80c qui transmet la dynamique 

des microtubules kinétochoriens en mouvements coordonnés des chromosomes. La 

fonction principale de Knl1c est de maintenir l’intégrité du réseau KMN. Knl1c permet 

également le recrutement de protéines de signalisation comme la protéine phosphatase 1 

(PP1) et les protéines du point de contrôle du fuseau (Spindle Assembly Checkpoint, SAC) 

Bub1 et Bub3 (Musacchio et Desai 2017; Sridhar et Fukagawa 2022). 

Contrairement au CCAN, le réseau KMN est évolutivement très conservé. Chez C. elegans, 

il est composé de KNL-1Spc105, le sous complexe Mis12c de MIS-12Mis12, KNL-3Dsn1, KBP-1Nsl1 

et KBP-2Pmf1 et enfin le sous-complexe Ndc80c de NDC-80Hec1, HIM-10Nuf2, KBP-3Spc25 et KBP-

4Spc24 (Pintard et Bowerman 2019).  

 

2. 3. Autres protéines assurant la liaison avec les microtubules 

 

Le kinétochore externe est crucial pour l’interaction entre les microtubules et les 

kinétochores, il existe néanmoins d’autres protéines kinétochoriennes qui interagissent 

avec les microtubules du fuseau (Figure I.8).  
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Il s’agit notamment du complexe SKA (Spindle and Kinetochore-Associated complex) dont 

le recrutement aux kinétochores dépend de Ndc80 et des microtubules, et qui renforce les 

attachements Ndc80c-dépendants. Le complexe RZZ/spindly (composé de ROD-1Rod, ZWL-

1Zwilch, CZW-1ZW10 et SPDL-1Spindly chez C. elegans) permet le recrutement du moteur 

microtubulaire dynéine aux kinétochores. En prométaphase, la dynéine promeut les 

interactions latérales initiales entre les microtubules et les kinétochores. Ces interactions 

aident à l’orientation correcte des kinétochores favorisant leur capture par le complexe 

Ndc80c. Enfin, le module BHC (composé de BUB-1Bub1, HCP-1/2CENP-F et CLS-2CLASP chez C. 

elegans) est important pour le contrôle de la dynamique des microtubules kinétochoriens 

(Macaisne et al. 2022).  

Le contrôle des attachements entre les kinétochores et les microtubules est réalisé par le 

SAC. Le rôle du SAC est de retarder la séparation des chromatides sœurs en cas de défauts 

d’attachement entre les microtubules et les kinétochores. Le SAC est composé de Bub1, 

Bub3, Mad1, Mad2 et BubR1 (Pintard et Bowerman 2019).  
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Figure I. 9 : Images représentant les différents stades du cycle de vie de C. elegans. (Corsi et al., 2015) 
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III. C. elegans comme organisme modèle 

 

L’organisme utilisé au cours de ma thèse est le nématode Caenorhabditis elegans. C. 

elegans a un cycle de vie relativement court (entre trois et quatre jours à température 

ambiante) correspondant à un stade embryonnaire et quatre stades larvaires (de L1 à L4), 

avant d’atteindre le stade adulte (Figure I.9). C. elegans possède un nombre fixe de cellules 

dont le lignage cellulaire est strict (Sulston et al. 1983), ce qui en fait un modèle de choix 

pour la biologie cellulaire et du développement. C. elegans existe à l’état hermaphrodite 

auto-fécondant (XX) ou mâle (X0) capable de féconder les hermaphrodites. 

L’autofécondation assure le maintien de descendants génétiquement identiques, tandis 

que la fécondation par les mâles permet la diversité génétique.  

C. elegans hermaphrodite possède 6 paires de chromosomes portant environ 20.000 

gènes. Son séquençage complet a permis d’identifier plus de 74% de gènes conservés entre 

C. elegans et l’humain (C. elegans Sequencing Consortium 1998; Kuwabara et O’Neil 2001).  

Un avantage majeur pour l’étude des divisions méiotiques de l’ovocyte de C. elegans est 

leur rapidité (les deux divisions méiotiques et la première division mitotique du zygote 

s’opèrent en 80 minutes) et la possibilité de les suivre ex utero en microscopie.  

La nature syncitiale de la gonade et l’autofécondation permettent l’utilisation de l’ARN 

interférent de manière très efficace. En effet, la gonade syncitiale permet aux ARNs double-

brin d’accéder au cytoplasme de tous les ovocytes en cours de maturation. 

L’autofécondation associée à la ponte continue d’embryons entraine l’« expulsion » 

continuelle du cytoplasme maternel en dehors de la gonade. Ceci favorise l’élimination 

rapide et efficace des protéines maternelles préexistantes dans les ovocytes. Ainsi, 

l’injection d’un ARN double-brin dans une larve L4, assure la déplétion presque complète 

(>95%) de la protéine cible dans la gonade, puis dans les embryons après 36 à 48h (Oegema 

et Hyman 2006).  
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IV. La méiose chez C. elegans  

 

L’autofécondation nécessite la production de gamètes mâles et femelles au sein du même 

individu. Chez C. elegans, la production des spermatozoïdes et des ovocytes a lieu au sein 

de la même gonade mais à des stades différents du développement. En effet, les 

spermatozoïdes sont produits durant le stade larvaire L4, tandis que les ovocytes sont 

produits tout au long de la vie adulte du ver.  

 

1. Formation d’un réservoir de spermatozoïdes 

 
La spermatogénèse, chez C. elegans, a lieu durant le stade L4 dans la partie proximale de 

la gonade, appelée également zone de division méiotique (Figure I.10). Le spermatocyte 

primaire, après une première division méiotique sans abscission, permet la production de 

deux spermatocytes secondaires liés physiquement. Ces deux spermatocytes entrent 

ensuite simultanément en méiose II, et se divisent en quatre spermatides (X. Wang et al. 

2022). Chaque bras de gonade permet la production de plus de 150 spermatides qui 

s’accumulent dans la gonade proximale, puis sont « poussées » et stockées dans la 

spermathèque au passage du premier ovocyte (lors de la première ovulation). En entrant 

dans la spermathèque, les spermatides vont maturer et devenir des spermatozoïdes via un 

processus appelé spermiogénèse. Cette maturation permet l’acquisition de la motilité 

amiboïde grâce à la formation d’un pseudopode (Marcello, Singaravelu, et Singson 2013). 

 

2. Formation d’un ovocyte fonctionnel 

 

Le ver adulte est composé de deux bras de gonades symétriques. Chaque bras est composé 

d’une partie proximale et d’une partie distale. L’extrémité distale de la gonade, aussi 

appelée région mitotique, est composée de la cellule de l’extrémité distale (Distal Tip Cell, 

DTC) (Figure I.11). Elle régule les divisions mitotiques des cellules souches de la lignée 

germinale (PGCs,  
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Progenitor Germ Cells) via la voie de transduction GLP-1 (qui est un récepteur à Notch). En 

effet, GLP-1 est exprimée dans les cellules germinales, tandis que la DTC exprime les ligands 

LAG-2 et APX-1 (Kimble et White 1981; Crittenden et al. 1994; Henderson et al. 1994). En 

s’éloignant de la DTC, les noyaux syncitiaux des PGCs ne reçoivent plus le ligand nécessaire 

à leur maintien en mitose. Ils entrent alors dans une phase S préméiotique (Hansen et al. 

2004; Hansen et Schedl 2013). Dans la zone de transition, les noyaux effectuent les stades 

leptotène et zygotène de la prophase I. La chromatine se condense en filaments qui 

s’attachent à l’enveloppe nucléaire et s’apparient. A la sortie de la zone de transition 

commence le stade pachytène. A ce stade, le complexe synaptonémal s’assemble puis 

l’enjambement des chromatides a lieu. De manière particulière, chez C. elegans, un 

événement unique de recombinaison homologue a lieu par tétrade. Le désassemblage du 

complexe synaptonémal et le maintien des tétrades au niveau des chiasmas a lieu au stade 

diplotène qui se déroule au niveau du « coude » de la gonade. Ce stade est aussi marqué 

par l’élimination des centrosomes (voir plus bas) et par la cellularisation des ovocytes 

(chaque noyau est entouré par une membrane plasmique). Comme dans toutes les 

espèces, les ovocytes de C. elegans marquent un arrêt de l’ovogénèse en prophase I au 

stade diplotène (Hillers 2017). La sortie de cet arrêt nécessite le rapprochement de 

l’ovocyte de la spermathèque et l’entrée dans un gradient de la protéine MSP sécrétée par 

les spermatozoïdes (Miller et al. 2001). Ce rapprochement a lieu en diacinèse et induit la 

migration distale du noyau dans l’ovocyte, puis la rupture de l’enveloppe nucléaire. Durant 

la maturation méiotique, l’ovocyte change de forme et devient plus ovale. Le passage par 

la spermathèque s’accompagne de la fécondation de l’ovocyte qui entre alors en 

métaphase I, puis effectue les deux divisions méiotiques successives (Kimble et White 1981; 

Huelgas-Morales et Greenstein 2018).  
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3. Les spécificités de la division méiotique  

 

Un des défis de la méiose est l’orientation et l’attachement corrects des chromosomes, 

couplés à la régulation de la dissolution des cohésines, afin que la ségrégation des 

chromosomes homologues, puis des chromatides sœurs, se fassent séquentiellement. 

Chez les espèces monocentriques, en méiose I, la dissolution de la cohésion au niveau des 

axes des chromosomes permet la séparation des chiasmas et donc des chromosomes 

homologues. Les chromatides sœurs restent quant à elles maintenues via la cohésine 

localisée au niveau des centromères. Puis, en méiose II a lieu la dissolution de la cohésion 

au niveau des centromères permettant la séparation des chromatides sœurs (Marques et 

Pedrosa-Harand 2016).  

Chez les espèces holocentriques, les centromères sont diffus. D’autres stratégies ont donc 

été mises en place. En fin de prophase I chez C. elegans, la position du chiasma permet la 

définition dans chaque chromosome bivalent de deux domaines chromosomiques 

fonctionnels, appelés bras court et bras long. Les bras courts et les bras longs s’organisent 

sur deux axes perpendiculaires. Cette conformation confère aux chromosomes bivalents 

une forme ovale en « ballon de rugby », où chaque moitié correspond à un chromosome 

homologue. Les deux moitiés se font « face » au niveau des bras courts. En anaphase I, la 

cohésion se dissout au niveau des bras courts et permet la séparation des chromosomes 

homologues tout en protégeant la cohésion des chromatides sœurs. En méiose II, chaque 

chromosome se réorganise afin de positionner le bras long perpendiculairement au fuseau. 

La dissolution de la cohésion en anaphase II permet la séparation des chromatides sœurs 

(Nabeshima, Villeneuve, et Colaiácovo 2005; de Carvalho et al. 2008 ; Carlton, Davis, et 

Ahmed 2022). 
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4. Formation des fuseaux méiotiques acentrosomaux 

 

Dans la majorité des espèces, dont C. elegans, la méiose femelle est précédée par une 

phase précoce d’élimination des centrosomes dont les mécanismes moléculaires sont mal 

compris (Pimenta-Marques et al. 2016; Mikeladze-Dvali et al. 2012; Kolano et al. 2012). Les 

ovocytes sont donc acentrosomaux. Les centrosomes embryonnaires sont alors soit 

apportés par le spermatozoïde lors de la fécondation comme chez C. elegans, soit formés 

de novo dans l’embryon précoce comme chez la souris (Dumont et Desai 2012; Debec, 

Sullivan, et Bettencourt-Dias 2010). L’élimination des centrosomes dans les ovocytes 

permet d’éviter l’activation parthénogénétique de l’ovocyte et la formation de 

centrosomes surnuméraires dans les zygotes (Debec, Sullivan, et Bettencourt-Dias 2010; 

Manandhar, Schatten, et Sutovsky 2005).  

En absence de centrosome, une alternative à la nucléation centrosomale est la nucléation 

dépendante de la chromatine. Les chromosomes sont alors acteurs de l’assemblage et de 

l’organisation des microtubules. Généralement, on distingue deux voies de nucléation 

dépendante de la chromatine : la voie Ran et la voie du complexe « Chromosome 

Passenger » (CPC, Chromosomal Passenger Complex). Dans les ovocytes de C. elegans, la 

nucléation des microtubules des fuseaux acentrosomaux est principalement dépendante 

de la voie du CPC (Radford et al. 2017 ; Severson, von Dassow, et Bowerman 2016; Chuang 

et al. 2020 ; Dumont et Desai 2012). 

 

5. Assemblage et organisation du fuseau méiotique chez C. elegans 

 

L’assemblage du fuseau acentrosomal dans l’ovocyte de C. elegans s’organise en plusieurs 

étapes principales (Figure I.12). La rupture de l’enveloppe nucléaire s’accompagne d’une 

accumulation de tubuline libre dans l’espace nucléaire en cours de rupture. Cette 

accumulation locale de tubuline conduit à la formation d’asters de microtubules 

interconnectés via des paquets (ou « bundles ») de microtubules. Ces derniers forment 

alors une « cage » de microtubules autour des chromosomes.  
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Figure I. 12 Schéma de l’assemblage et de l’organisation du fuseau méiotique chez C. elegans. 
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Sous l’action des moteurs microtubulaires de la famille des protéines « kinesin-like » (KLP, 

Kinesin Like Protein) et de la dynéine, la cage microtubulaire forme progressivement un 

fuseau multipolaire, puis bipolaire. En parallèle, les chromosomes s’orientent et s’alignent 

au centre de ce fuseau afin de former une plaque métaphasique méiotique (Wolff et al. 

2016; Gigant et al. 2017). 

Avant l’entrée en anaphase I a lieu la rotation du fuseau qui positionne ce dernier 

perpendiculairement au cortex de l’ovocyte. Ce processus est dépendant de la dynéine 

recrutée par les protéines des pôles du fuseau LIN-5 (abnormal cell LINeage 5), ASPM-1 

(Abnormal Spindle and Microcephaly 1) et CMD-1 (calmoduline) (van der Voet et al. 2009). 

La rotation du fuseau est essentielle au succès de la cytocinèse et donc à l’expulsion du 

premier globule polaire (Fabritius, Ellefson, et McNally 2011). Parallèlement, le fuseau se 

raccourcit sous l’effet de la protéine de coupure des microtubules katanine (K. McNally et 

al. 2006). A l’entrée en anaphase I, les pôles du fuseau ont quasiment disparu. La 

dissolution de la cohésion entre les bras courts des chromosomes permet la ségrégation 

des chromosomes homologues. La séparation physique des chromosomes fait intervenir 

un mécanisme atypique de poussée par les microtubules du fuseau central d’anaphase qui 

s’assemblent entre les chromosomes en cours de ségrégation (Laband et al. 2017). 

L’anaphase I se conclut par l’expulsion du premier globule polaire et le désassemblage du 

fuseau central méiotique. En méiose II, le lot de chromosomes restant dans l’ovocyte 

s’aligne sur le fuseau acentrosomal de méiose II, avant la ségrégation des chromatides 

sœurs en anaphase II, et l’expulsion du deuxième globule polaire. Le pronoyau maternel 

ainsi formé au pôle antérieur du zygote migre vers le pronoyau mâle situé au pôle 

postérieur et resté inactif depuis la fécondation. Après leur rencontre au pôle postérieur 

du zygote, les deux pronoyaux migrent vers le centre du zygote au cours de la phase S 

zygotique durant laquelle l’unique centrosome apporté par le spermatozoïde se duplique. 

La première division mitotique embryonnaire se déroule alors. 
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Figure I. 13 : (A) Schéma de l’organisation des kinétochores dans l’ovocyte de C. elegans. 

Adapté de Macaisne et al., 2022. (B) Image montrant la localisation de la protéine KNL-1 

en forme de tasse dans l’ovocyte de C. elegans (Dumont et al., 2010). (C) Schéma de 

l’organisation des kinétochores chez C. elegans.  
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6. Spécificité des kinétochores dans l’ovocyte de C. elegans 

 

Chez C. elegans, la protéine HCP-4CENP-C est la seule représentante du CCAN formant le 

kinétochore interne. En mitose comme en méiose, elle est recrutée en aval du variant 

d’histone H3 centromérique HCP-3CENP-A (Figure I.13). Dans les ovocytes, elle est présente 

sur l’ensemble du volume des chromosomes où elle se colocalise avec HCP-3CENP-A. Les 

protéines du kinétochore externe se localisent au niveau de la surface externe de chaque 

chromosome homologue ou de chaque chromatide sœur, en méiose I et II respectivement, 

pour former deux structures en forme de « tasse ». Entre les chromosomes homologues ou 

les chromatides sœurs, au niveau du bras court, une structure en anneau (ring domain) 

concentre des protéines impliquées dans la ségrégation des chromosomes ou dans la 

dissolution des cohésines, comme les protéines du CPC (Monen et al. 2005; Dumont, 

Oegema, et Desai 2010) . 

Comme en mitose, la localisation de HCP-4CENP-C dépend de HCP-3CENP-A en méiose. Les 

protéines du kinétochore externe ne dépendent par contre pas exclusivement de HCP-

4CENP-C et HCP-3CENP-A, mais également de la protéine MEL-28ELYS (Monen et al. 2005; 

Hattersley et al. 2022). MEL-28ELYS est une protéine des pores nucléaires (nucléoporine) qui 

fait partie du sous-complexe « Y » (Y complex, détaillé dans le chapitre V). Comme toutes 

les nucléoporines de ce sous-complexe, MEL-28ELYS se localise au niveau des kinétochores 

(Belgareh et al. 2001; Fernandez and Piano 2006; Galy et al. 2006). L’extrémité C-terminale 

de MEL-28ELYS permet sa liaison à la chromatine et le recrutement des protéines du 

kinétochore externe indépendamment de HCP-3CENP-A (Hattersley et al. 2022). En plus de 

participer au recrutement des protéines du kinétochores externes, MEL-28ELYS assure le 

désassemblage des kinétochores en anaphase I grâce au recrutement de la phosphatase 

PP1. Le désassemblage des kinétochores via MEL-28ELYS et PP1 est crucial pour la 

ségrégation correcte des chromosomes en anaphase I (Hattersley et al. 2016). Les protéines 

du kinétochore externe sont importantes pour l’orientation des chromosomes avant 

l’entrée en anaphase et pour la ségrégation fidèle des chromosomes, mais pas pour leur 

séparation physique (Dumont, Oegema, et Desai 2010).  
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Figure I. 14 Schéma représentant l’organisation de l’enveloppe nucléaire chez C. elegans 
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V. L’enveloppe nucléaire 

 

Chez les eucaryotes, l’ADN nucléaire est contenu au sein d’un compartiment cellulaire 

spécifique : le noyau. Le noyau sépare le nucléoplasme du cytoplasme et est délimité par 

l’enveloppe nucléaire. L’enveloppe nucléaire correspond à la superposition de deux 

membranes concentriques. Les deux membranes nucléaires (MN) sont séparées par 

l’espace périnucléaire. Le rôle de l’enveloppe nucléaire est de limiter les contacts nucléo-

cytoplasmiques afin de conserver et protéger l’ADN. Les échanges de matériel et 

d’informations entre les compartiments nucléo et cytoplasmiques ont lieu majoritairement 

via les pores nucléaires et via le complexe LINC (Linker of Nucleoskeleton and Cytoskeleton) 

(Figure I.14).  

 

1. Composition de l’enveloppe nucléaire 

 

L’enveloppe nucléaire est composée de la MN interne, de la MN externe et de l’espace 

périnucléaire. La MN externe et l’espace périnucléaire sont en continuité avec le réticulum 

endoplasmique rugueux (RER). Les MN internes et externes fusionnent par endroit pour 

former des pores qui sont stabilisées par le complexe des pores nucléaires. Bien que les 

deux membranes se rejoignent au niveau des pores, leurs compositions sont très 

différentes. En effet, tandis que la MN externe partage la composition et la fonction du 

RER, la MN interne présente des protéines spécifiques qui se retrouvent à proximité de la 

chromatine. Ceci confère à la MN interne plusieurs rôles dans la dynamique de l’enveloppe 

nucléaire mais aussi dans le contrôle de la transcription, la réparation de l’ADN et la 

recombinaison méiotique (Taddei et Gasser 2012; Mekhail et Moazed 2010). Les protéines 

de la MN interne et la lamine (voir plus bas) forment un réseau appelé lamine périphérique.  
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Figure I. 15 Schéma représentant l’organisation et la structure de la lamine. 
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1. 1. La lamine périphérique 

 

1. 1. 1. La lamine 

 

La lamine, aussi appelée nucléosquelette ou matrice nucléaire, est un réseau de filaments 

intermédiaires de type V associé à la MN interne. Chaque filament de lamine est composé 

de 3 domaines structuraux : la « tête » à l’extrémité N-terminale, la « queue » à l’extrémité 

C-terminale et au centre un domaine en hélice « rod domain » (Stuurman, Heins, et Aebi 

1998) (Figure I.15). Les lamines forment des homodimères qui se polymérisent tête à queue 

(head to tail). Ces polymères s’assemblent ensuite pour former des protofilaments 

d’environ 3,5 nm de diamètre (Turgay et al. 2017). 

La lamine est présente dans la majorité des métazoaires. Elle est absente chez les plantes 

et les eucaryotes unicellulaires. Elle est nécessaire à la structure, l’assemblage et la stabilité 

du noyau. Elle médie également les attachements entre les différents composants du 

noyau. Chez les mammifères, il existe deux types de lamine : les lamine de type A et les 

lamines de type B. 

Les lamines de type A ne sont pas essentielles. Les composants majeurs des lamines de 

type A sont la lamine A et la lamine C. Ces deux lamines ont été classées séparément avant 

qu’on ne les identifie comme deux produits d’épissage alternatif du même gène LMNA (F. 

Lin et Worman 1993). Il existe d’ailleurs d’autres isoformes comme les lamines A10 et C2. 

Tandis que la lamine A et la lamine C sont exprimées dans toutes les cellules, la lamine C2 

n’est exprimée que dans la gonade mâle et la lamine A10 dans les cellules somatiques. 

(Gruenbaum et Foisner 2015). 

Les lamines de type B sont essentielles à la viabilité cellulaire. Elles sont exprimées dans 

toutes les cellules. On distingue deux types de lamine B : la lamine B1 et la lamine B2 qui 

sont des produits de deux gènes différents (LMNB1 et LMNB2). Chez l’humain, les 

mutations ou défauts d’expression de lamines sont des causes de cancer mais aussi de 

maladies rares appelées laminopathies (Evangelisti et al. 2022; Stiekema et al. 2020). 

Chez C. elegans et comme dans la majorité des invertébrés, il existe une seule lamine (LMN-

1) (Liu et al. 2000). C’est une lamine de type B qui joue plusieurs rôles dans la structure  
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nucléaire (K. K. Lee et al. 2000), la régulation du cycle cellulaire et l’organisation de la 

chromatine (J. Liu et al. 2000; K. K. Lee et al. 2000; Cohen et al. 2002). LMN-1 est également 

importante pour la localisation à l’enveloppe nucléaire des protéines de la MN interne, 

dont le « facteur barrière à l’auto-intégration » BAF-1BAF et les protéines à domaine LEM 

(LAP2, Emerin et MAN1) (Jun Liu et al. 2003). 

  

1. 1. 2. BAF 

 

Le lien entre la chromatine et les protéines de la MN interne se fait majoritairement via la 

protéine BAF chez les mammifères ou BAF-1 chez C. elegans. C’est une petite protéine dont 

la séquence est très conservée. BAF se localise dans le cytoplasme, dans le nucléoplasme 

et présente un enrichissement à l’enveloppe nucléaire. BAF forme des homodimères 

stables qui lient l’ADN, préférentiellement double brin et indépendamment de la séquence. 

Ceci explique les différents rôles qu’elle joue dans la cellule. Initialement, BAF a été décrite 

comme protéine provirale qui promeut l’intégration des rétrovirus dans la cellule (M. S. Lee 

et Craigie 1998). Mais BAF a aussi des fonctions antivirales. Elle peut, en effet, empêcher la 

réplication et la transcription d’ADN viraux cytosoliques. En plus de ces rôles dans la 

réponse immunitaire, BAF régule la transcription, les modifications d’histones, la 

réparation des dommages de l’ADN, la réparation des dommages de l’enveloppe nucléaire, 

ainsi que la rupture et la reformation de l’enveloppe nucléaire en mitose (Sears et Roux 

2020; Halfmann et Roux 2021). Chez l’humain, des mutations ou des défauts d’expression 

de BAF sont associés à des cancers et à des maladies rares comme le syndrome de la 

progéria de Nestor-Guillermo (Sears et Roux 2020).  

Afin d’assurer toutes ces fonctions, la protéine BAF est sujette à plusieurs modifications 

post-traductionnelles. Dans les cellules en culture, la SUMOylation de BAF est importante 

pour sa rétention dans le noyau via la régulation de son attachement à la lamine A/C. Cette 

SUMOylation joue également un rôle dans la réplication de l’ADN (Q. Lin et al. 2020). La 

phosphorylation de BAF diminue son affinité pour la chromatine, tandis que sa 

déphosphorylation la promeut.  
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Figure I. 16 Schéma détaillant les localisations et les domaines structuraux des protéines à 

domaine LEM humaines (Barton et al., 2015) 
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En plus de réguler la localisation nucléaire de BAF, sa phosphorylation est aussi importante 

lors de la rupture, de la reformation et pour la réparation de l’enveloppe nucléaire. Elle 

joue également un rôle dans la réparation des dommages à l’ADN (Molitor et Traktman 

2014; 2014; Gorjánácz et al. 2007 ; Asencio et al. 2012 ; Gorjánácz 2013). Le rôle précis de 

BAF dans la rupture et la reformation de l’enveloppe nucléaire sera abordé dans le chapitre 

V.2. 

Les différentes fonctions de BAF nécessitent également son interaction avec de 

nombreuses protéines. L’interactome de BAF révèle en effet plus de 70 partenaires 

protéiques différents (Montes de Oca et al. 2009). Chez C. elegans, l’interaction de BAF-1 

avec la lamine et les protéines à domaine LEM garantit sa localisation à l’enveloppe 

nucléaire (Jun Liu et al. 2003). 

 

1. 1. 3. Les protéines à domaine LEM 

 

Les protéines à domaine LEM se à lient BAF via ce même domaine. Elles se répartissent en 

trois groupes (Figure I.16) : 

Le groupe I inclut les protéines dont le domaine LEM se situe à l’extrémité N-terminale. 

Elles ont un large domaine nucléoplasmique et un seul domaine transmembranaire. Chez 

l’humain, ce groupe comprend l’émerine, LEMD1 et LAP2. LAP2 existe sous plusieurs 

isoformes ( ,,,,, et ) et contient un second domaine « LEM-like » qui lui permet de 

se lier à l’ADN directement (Cai et al. 2001). Chez C. elegans, EMR-1 est la seule protéine 

du groupe I (K. K. Lee et al. 2000; Foisner et Gerace 1993; Berk, Tifft, et Wilson 2013).  

Le groupe II inclut des protéines dont le domaine LEM est également situé à l’extrémité N-

terminale. Contrairement aux protéines du groupe I, elles possèdent deux domaines 

transmembranaires, ainsi qu’un domaine « winged helix » à l’extrémité C-terminale qui 

peut directement lier l’ADN in vitro (Caputo et al. 2006). Chez l’humain, ce groupe 

comprend MAN1 et LEMD2, tandis que chez C. elegans, il ne comprend que LEM-2 (appelée 

également MAN-1) (Brachner et al. 2005; K. K. Lee et al. 2000). 

Enfin, le groupe III inclut les protéines qui ont un domaine LEM interne et deux répétitions 

ankyrine. Chez l’humain, ce groupe comprend LEM3 et LEM4 qui ne se localisent pas à 

l’enveloppe nucléaire.  
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En effet, LEM3 est dépourvue de domaine transmembranaire et circule entre le 

nucléoplasme et le cytoplasme, tandis que LEM4 a un domaine transmembranaire et se 

localise au niveau du RER. Chez C. elegans, le groupe III est représenté par LEM-3 et LEM-

4L (LEM-4Like) qui ne possède pas de domaine LEM. LEM-3 et LEM-4L sont dépourvues de 

domaines transmembranaires. Tandis que LEM-3 ne présente pas de localisation nucléaire, 

LEM-4L se localise à l’enveloppe nucléaire (Dittrich et al. 2012; Asencio et al. 2012).  

Les protéines à domaine LEM jouent plusieurs rôles cruciaux dont l’organisation de la 

chromatine et la régulation de la transcription (Mirza et al. 2021). Bien que leurs fonctions 

ne soient pas identiques et qu’elles ne soient pas enrichies de la même manière dans tous 

les tissus, les protéines à domaine LEM de différents groupes peuvent avoir des fonctions 

redondantes. C’est le cas, par exemple, de LEM-2 et EMR-1 chez C. elegans. La perte de 

LEM-2 ou EMR-1 a peu d’effets sur la viabilité embryonnaire, tandis que leur codéplétion 

conduit à une létalité embryonnaire totale. Ceci est dû à leur fonction redondante dans 

l’organisation de la chromatine (Jun Liu et al. 2003; Barkan et al. 2012; González-Aguilera 

et al. 2014; Morales-Martínez, Dobrzynska, et Askjaer 2015).  

Chez C. elegans, LEM-2 et EMR-1 interagissent avec BAF-1 et LMN-1 qui sont toutes les 

deux essentielles à leur localisation à la MN interne (Jun Liu et al. 2003; Gorjánácz et al. 

2007). LEM-2 et EMR-1 sont présentes à l’enveloppe nucléaire de toutes les cellules. 

Cependant, EMR-1 est généralement plus abondante que LEM-2, sauf dans les cellules de 

la lignée germinale, les embryons et les cellules intestinales (Morales-Martínez, 

Dobrzynska, et Askjaer 2015).  

 

1. 1. 4. Le complexe LINC 

 

En plus de BAF et des protéines à domaine LEM, d’autres protéines sont associées à la 

lamine. Il s’agit notamment des protéines à domaine SUN. Ces protéines font partie des 

complexes LINC qui relient « mécaniquement » le nucléosquelette et le cytosquelette 

(Figure I.17).  

Chaque complexe LINC correspond à l’association de deux trimères de protéines, un qui se 

localise à la MN interne, et l’autre à la MN externe.  
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Figure I. 17 : Schéma des différents complexes LINC chez C. elegans 

et les composants du cytosquelette auxquels ils s’associent. Modifié de Cohen-Fix et Askjaer, 2017. 
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Les protéines des complexes LINC de la MN interne sont associées à la lamine et 

contiennent un domaine SUN (Sad1 et UNC-84) qui se localise au niveau de l’espace 

périnucléaire.Les protéines à domaine SUN recrutent, via ce même domaine, les protéines 

à domaines KASH (Klarsicht, ANC-1, Syne Homology) qui sont associées à la MN externe. 

Les protéines à domaine KASH peuvent lier l’actine, les microtubules, les centrosomes ou 

les filaments intermédiaires (Hao et Starr 2019). Il existe plusieurs protéines à domaine 

SUN et KASH, permettant différentes combinaisons de complexes LINC aux rôles différents, 

dont la régulation de l’espacement entre les MN interne et externe, le contrôle de la taille 

du noyau ou le positionnement des pores nucléaires (Crisp et al. 2006; Q. Liu et al. 2007; 

Wilson et Foisner 2010). Le complexe LINC joue également un rôle dans la propagation de 

l’information mécanique de la surface cellulaire au noyau, connu sous le nom de mécano-

transduction nucléaire (Khilan, Al-Maslamani, et Horn 2021). 

Chez C. elegans, il existe deux protéines à domaine SUN, UNC-84 qui est exprimée dans 

toutes les cellules, et SUN-1 (appelée également matefin) propre aux cellules de la lignée 

germinale. Quatre protéines à domaine KASH ont été identifiées. ANC-1 qui s’associe 

directement à l’actine et aux microtubules. ZYG-12 et UNC-83 nécessitent la dynéine et les 

kinésines pour médier leur association avec les microtubules. ZYG-12 est aussi capable de 

lier directement les centrosomes. La quatrième protéine à domaine KASH chez C. elegans 

est KDP-1. Sa potentielle interaction avec le cytosquelette n’a pas fait l’objet d’étude. KDP-

1 est cependant importante pour la progression des noyaux en méiose dans la gonade et 

pour la ségrégation correcte des chromosomes en mitose (McGee, Stagljar, et Starr 2009).  

Parmi les différents complexes LINC, celui formé de SUN-1 et ZYG-12 est crucial pour 

l’organisation de la lignée germinale, les mouvements des chromosomes en méiose I et 

leur appariement, mais aussi pour la migration des pronoyaux et l’attachement des 

centrosomes au pronoyau mâle dans le zygote (Starr 2019). 

 

1. 1. 5. Le récepteur de la lamine B 

 

Le récepteur de la lamine B (Lamin B Receptor, LBR) est une protéine de la MN interne. 

C’est la première protéine de la MN interne à avoir été identifiée (Worman et al. 1988).  

LBR contient 8 domaines transmembranaires, une tête et une queue nucléoplasmiques.  
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Figure I. 18 : Schéma simplifié représentant l’organisation du pore nucléaire chez C. 

elegans. Inspiré de Cohen-Fix et Askjaer, 2017 
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Elle est importante pour l’organisation de la chromatine et pour la production de 

cholestérol dans les cellules humaines en culture (Nikolakaki, Mylonis, et Giannakouros 

2017).  

LBR interagit avec plusieurs protéines de l’enveloppe nucléaire dont la lamine et les 

protéines à domaine LEM, émerine et LAP2. Elle peut également lier l’ADN, soit 

directement via son affinité pour l’ADN double brin, soit indirectement via la liaison de 

protéines histones (Olins et al. 2010; Pawar et Kutay 2021). 

Chez C. elegans, aucun orthologue de la protéine LBR n’a été identifié (Cohen-Fix et Askjaer 

2017). 

 

1. 2. Le pore nucléaire 

 

Le pore nucléaire est une structure macromoléculaire qui assure l’échange de matériel 

entre le nucléoplasme et le cytoplasme. C’est un complexe multiprotéique composé d’une 

trentaine de nucléoporines présentes en plusieurs copies. Chez l’humain, il peut contenir 

jusqu’à 1000 nucléoporines. Le pore nucléaire permet la circulation sélective de certaines 

molécules entre le nucléoplasme et le cytoplasme, et participe également à l’organisation 

de la chromatine et de l’enveloppe nucléaire (Dultz et al. 2022).  

 

1. 2. 1. Composition et organisation du pore nucléaire  

 

Le pore nucléaire est un cylindre octamérique qui s’organise de manière symétrique autour 

de l’axe nucléocytoplasmique. Il se compose de 28 nucléoporines chez C. elegans qui 

s’organisent en 6 sous-complexes : les filaments cytoplasmiques, le complexe Y, le 

complexe transmembranaire, l’anneau interne, le canal central et le panier nucléaire 

(Cohen-Fix et Askjaer 2017) (Figure I. 18).  

Selon leurs rôles, on peut séparer ces sous-complexes en 3 catégories : les nucléoporines 

structurales, les nucléoporines à répétitions FG et les nucléoporines transmembranaires. 

  



 76 

 

 

  

Figure I. 19 : Schéma représentant l’organisation des pores nucléaires 

chez l’être humain et la levure. De Dultz et al., 2022 
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1. 2. 1. a. Les nucléoporines structurales  

Le cœur du pore nucléaire est composé de l’anneau interne et des anneaux cytoplasmique 

et nucléoplasmique. L’anneau cytoplasmique est associé aux filaments cytoplasmiques 

tandis que l’anneau nucléoplasmique est associé au panier nucléaire. 

L’anneau interne  

L’anneau interne se localise sur le même plan que l’enveloppe nucléaire. Il tapisse la partie 

interne du pore nucléaire. Son rôle principal est d’organiser le sous-complexe du canal 

central. Chez C. elegans, l’anneau interne est composé de NPP-3NUP205, NPP-8NUP155, NPP-

10NNUP98, NPP-13NUP93 et NPP-19NUP35. Chez les vertébrés, il est également composé de 

NUP188, qui est un paralogue de NUP205NPP-3 (Figure I.19).  

La partie la plus externe de l’anneau interne est composée de NUP155NPP-8 et NUP35NPP-19. 

La couche centrale est composée des paralogues NUP188 et NUP205NPP-3, et de NUP93NPP-

13 (Huang et al. 2022). NUP93NPP-13 forme un complexe avec NUP188 et un autre avec 

NUP205NPP-3. Ces deux sous-complexes ne sont pas essentiels à la formation de l’enveloppe 

nucléaire. Néanmoins, le complexe NUP188-93 est important pour la régulation du 

transport des protéines du cytoplasme vers le noyau via le recrutement des protéines du 

canal central (Theerthagiri et al. 2010; Sachdev et al. 2012). La nucléoporine NUP98NPP-10N 

recouvre les faces cytoplasmique et nucléoplasmique de l’anneau central. Elle assure le lien 

entre l’anneau interne et le complexe Y, afin de réguler le transport nucléo-cytoplasmique.  

Dans l’embryon de C. elegans, les localisations de NPP-19NUP35 et NPP-8NUP155 aux pores 

nucléaires sont dépendantes l’une de l’autre. Elles sont toutes les deux requises pour 

l’assemblage des pores nucléaires (Franz et al. 2005; Ródenas et al. 2009; Ferreira, Stear, 

et Saumweber 2017). Les nucléoporines NPP-3NUP205 et NPP-13NUP93 sont nécessaires à la 

distribution des pores nucléaires dans l’enveloppe nucléaire et pour le transport nucléo-

cytoplasmique (Galy, Mattaj, et Askjaer 2003; Ródenas et al. 2009).  

La fonction de NPP-10NNUP98 est plus compliquée à disséquer. En effet, NPP-10NNUP98 et 

NPP10CNUP96 du complexe Y sont deux produits de clivage de la pré-protéine NPP-10. NPP-

10N/10CNUP96/98 sont importantes pour l’assemblage des pores nucléaires et le transport 

nucléocytoplasmique (Ródenas et al. 2012; Ferreira, Stear, et Saumweber 2017).  
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L’anneau interne est contenu entre deux anneaux, l’un cytoplasmique et l’autre 

nucléoplasmique.  

Les anneaux nucléoplasmique et cytoplasmique  

Les anneaux nucléoplasmique et cytoplasmique sont composés de l’association de 

plusieurs complexes Y, dont le nom provient de la forme adoptée par ce complexe 

(Lutzmann et al. 2002). Le complexe Y est composé de MEL-28ELYS, NPP-2NUP85, NPP-5NUP107, 

NPP-6NUP160, NPP-10CNUP96, NPP-15NUP133, NPP-18SEH1, NPP-20SEC13R et NPP-23NUP43. MEL-

28ELYS se localise uniquement au niveau de l’anneau nucléoplasmique (von Appen et Beck 

2016). Chez les vertébrés, NUP37, qui n’a pas d’orthologue chez C . elegans, en fait 

également partie. Hormis la localisation asymétrique de MEL-28ELYS, l’organisation du 

complexe Y est la même au niveau nucléoplasmique et cytoplasmique. Dans les cellules 

humaines, le complexe Y se multimérise en 16 complexes par anneau, et donc en 32 

complexes Y par pore nucléaire. (Bui et al. 2013; Holzer et Antonin 2019).  

Le complexe Y interagit indirectement avec les membranes, via les protéines du complexe 

transmembranaire. Il pourrait aussi interagir directement via NUP133NPP-15 qui se localise à 

la base du complexe Y et via NUP160NPP-6 qui constitue une des deux branches du Y (Drin 

et al. 2007; Bui et al. 2013; von Appen et al. 2015; Petrovic et al. 2022). La seconde branche 

est composée de NUP85NPP-2. Les deux branches se rejoignent là où se localisent SEC13NPP-

20 et NUP96NPP-10C. Puis NUP107NPP-5 lie NUP96NPP-10c à NUP133. ELYSMEL-28, quant à elle, se 

localise à l’extrémité de NUP133NPP-15.  

Un des rôles principaux du complexe Y est la formation des pores nucléaires en fin de 

mitose. Elle se fait via l’interaction de MEL-28ELYS avec la chromatine. Cette association est 

très conservée évolutivement. En effet, la liaison de MEL-28ELYS à la chromatine nécessite 

la présence de nucléosomes et dépend de son extrémité C-terminale (Inoue et Zhang 2014; 

Zierhut et al. 2014; Gómez-Saldivar et al. 2016; Sonneville et al. 2015). Une fois liée à la 

chromatine, MEL-28ELYS recrute le reste du complexe Y (Galy et al. 2006; Franz et al. 2007; 

Rasala et al. 2008). La déplétion de MEL-28ELYS induit la formation d’une enveloppe 

nucléaire dépourvue de pores nucléaires (Galy et al. 2006; Franz et al. 2007; Rasala et al. 

2008; Clever et al. 2012). Chez les vertébrés, la déplétion d’autres membres du complexe 

Y empêche la formation de pores nucléaires.  
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C’est le cas de NUP107NPP-5 dans les extraits d’embryons de xénope, et de NUP85NPP-2 ou 

NUP133NPP-15 dans les cellules HeLa (Walther et al. 2003; Harel et al. 2003). Ce n’est par 

contre pas le cas de NPP-5NUP107, dont l’absence n’affecte pas la formation des pores 

nucléaires (Ródenas et al. 2012). 

Les filaments cytoplasmiques  

Ce sous-complexe inclut les nucléoporines qui se localisent préférentiellement au niveau 

de la face cytoplasmique du pore nucléaire. Ce sous-complexe forme 8 filaments composés 

de NPP-9NUP358, NPP-14NUP214, NPP-17RAE1, NPP-24NUP88 et NPP-26GLE1. Chez les vertébrés, 

NUP42 et Aladin, qui n’ont pas d’orthologues chez C . elegans, en font également partie.  

Les filaments cytoplasmiques et le complexe Y interagissent via la liaison de NUP358NPP-9 

(appelée aussi RANBP2) avec NUP133NPP-15 et NUP96NPP-10C. Les filaments cytoplasmiques 

interagissent aussi avec l’anneau central via la liaison de GLE1NPP-26 avec NUP155NPP-8 (Bley 

et al. 2022; Petrovic et al. 2022). Les filaments cytoplasmiques sont importants pour le 

transport nucléo-cytoplasmique, l’export d’ARN messagers et la traduction (Cole et 

Scarcelli 2006; Alcázar-Román et al. 2006; Bley et al. 2022).  

Chez C. elegans, NPP-24NUP88 nécessite NPP-14NUP214 pour sa localisation aux pores 

nucléaires (Thomas, Askjaer, et Seydoux 2022). Les fonctions canoniques des 

nucléoporines du complexe des filaments cytoplasmiques au pore nucléaire n’ont pas été 

étudiées chez C. elegans.  

1. 2. 2. 4. Le panier nucléaire  

Le panier nucléaire est composé de NPP-7NUP153, NPP-16NUP50 et NPP-21TPR. Il est associé au 

complexe Y via NUP153 (Enarson et al. 1998; Vasu et al. 2001). NUP153 recrute ensuite 

NUP50 et TPR (Translocated Promoter Region) (Hase et Cordes 2003; Walther et al. 2001). 

Le panier nucléaire est important pour le transport nucléo-cytoplasmique des ARNs et des 

protéines. Il participe à la réparation de l’ADN, à l’organisation de la chromatine et à la 

régulation de la transcription (Tingey et al. 2022).  

NUP153NPP-7 est essentielle à la distribution des pores dans l’enveloppe nucléaire, via son 

interaction avec la lamine (Al-Haboubi et al. 2011; Lenz-Böhme et al. 1997; Kittisopikul et 

al. 2021).  
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NUP153NPP-7 possède un domaine membranaire via lequel elle peut recruter le complexe Y 

à l’enveloppe nucléaire lors de l’assemblage interphasique des pores nucléaires (voir 

V.1.3.2) (Vollmer et al. 2015). De récents travaux ont démontré que NUP153NPP-7 est aussi 

importante pour la reformation de l’enveloppe nucléaire en fin de mitose. Elle est requise 

pour l’intégrité de l’enveloppe nucléaire (LaJoie et al. 2022). Chez C. elegans, les 

nucléoporines du panier nucléaire n’ont pas fait l’objet d’études fonctionnelles.  

 

1. 2. 1. b. Les nucléoporines à répétitions de FG  

Cette catégorie inclut les nucléoporines qui sont riches en répétitions de phénylalanine-

glycine (FG) et qui se localisent à l’intérieur du cœur du pore nucléaire. Elles sont membres 

du canal central et sont composées de NPP-1NUP54, NPP-4NUP58 et NPP-11NUP62. Elles sont 

essentielles au maintien de la perméabilité de la barrière hydrophobe du pore nucléaire, 

soit par diffusion passive, permettant la diffusion de macromolécules dont le poids 

moléculaire est inférieur à 40-60 kDa, ou par diffusion facilitée, nécessitant la liaison à des 

facteurs de transport nucléaire (Timney et al. 2016).  

 

1. 2. 1. c. Les nucléoporines transmembranaires  

La troisième catégorie comprend les nucléoporines qui permettent l’ancrage du pore 

nucléaire à l’enveloppe nucléaire. Il s’agit des nucléoporines du complexe 

transmembranaire NPP-22NDC1, NPP-12NUP210/GP210 et NPP-25TMEM33. Ce sous-complexe est 

également composé de POM121 (POre Membrane protein 121) chez les vertébrés. Les 

protéines de ce sous-complexe médient le lien entre le pore nucléaire et l’enveloppe 

nucléaire.  

Chez les vertébrés, POM121 et NDC1NPP-22 (Nuclear Division Cycle 1) sont essentielles à la 

formation des pores nucléaires, ainsi qu’au recrutement et à la fusion des membranes 

(Antonin et al. 2005; Yavuz et al. 2010; Mansfeld et al. 2006). La déplétion de POM121 ou 

de NDC1NPP-22 inhibe la formation de l’enveloppe nucléaire et l’assemblage des pores 

nucléaires. Cette fonction ne semble pas être commune à toutes les protéines du complexe 

transmembranaire et n’est pas conservée dans toutes les espèces.  
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C’est le cas de NUP210NPP-12 dont la déplétion ne présente pas d’effets délétères et ne 

bloque pas la formation des pores nucléaires dans les extraits d’embryons de xénopes. 

NUP210NPP-12 y est requise pour la rupture de l’enveloppe nucléaire (Antonin et al. 2005; 

Galy et al. 2008). En revanche, dans les cellules HeLa, NUP210NPP-12 est nécessaire à 

l’espacement des pores nucléaires et à la fusion de l’enveloppe nucléaire (Cohen et al. 

2003). Chez les vertébrés, TMEM33NPP-25 se localise à l’enveloppe nucléaire et au réticulum 

endoplasmique (Urade et al. 2014). Il n’y a à ce jour pas d’études menées sur sa fonction à 

l’enveloppe ou au pore nucléaire. L’orthologue de TMEM33NPP-25 chez S. cerevisiae, POM33, 

est essentiel à la régulation de la densité et de l’espacement des pores nucléaires. 

Dans l’embryon de C. elegans, NPP-22NDC1 est nécessaire à la formation de pores nucléaires 

et participe au recrutement des protéines du complexe Y à l’enveloppe nucléaire (Mauro 

et al. 2022). NPP-12NUP210 intervient tardivement lors de la reformation de l’enveloppe 

nucléaire et est requise pour l’espacement des pores nucléaires et la fusion de l’enveloppe 

nucléaire (Cohen et al. 2003). NPP-12NUP210 régule également la localisation de la lamine. 

La déplétion de NPP-12NUP210 conduit à la persistance de la lamine. Ceci empêche la rupture 

des enveloppes nucléaires des pronoyaux mâle et femelle, et le mélange des lots de 

chromosomes parentaux, conduisant à la formation de noyaux « jumeaux » (Galy et al. 

2008). C. elegans ne présente pas d’orthologue de POM121 et la nucléoporine NPP-

25TMEM33, récemment identifiée, n’a pas encore fait l’objet d’étude.  

 

1. 2. 2. Rôles non-conventionnels des protéines des pores nucléaires  

 

En plus de leurs fonctions canoniques dans le transport cyto-nucléoplasmique, les 

protéines des pores nucléaires jouent plusieurs rôles à divers stades de la mitose (Wozniak, 

Burke, et Doye 2010). Plusieurs nucléoporines de différents sous-complexes se localisent 

aux centrosomes. C’est le cas de NUP188 de l’anneau interne qui y est associée en 

interphase et en mitose. NUP188 est nécessaire à la duplication des centrioles et à 

l’alignement des chromosomes en mitose (Itoh et al. 2013; Vishnoi et al. 2020). NUP35NPP-

19 de l’anneau interne s’associe aux microtubules dans l’ovocyte de souris. NUP35NPP-19 est 

essentielle à l’organisation du fuseau et à la régulation des attachements entre les 

microtubules et les kinétochores (Chen et al. 2018).  
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Les nucléoporines du canal central NUP58NPP-4 et NUP62NPP-11 se localisent également aux 

centrosomes en métaphase et en anaphase. Elles sont toutes les deux requises pour la 

bipolarisation du fuseau via des mécanismes différents. Tandis que la déplétion de 

NUP58NPP-4 induit la formation de fuseaux monopolaires, la déplétion de NUP62NPP-11 

conduit à la formation de fuseaux multipolaires (Hashizume et al. 2013; Z. Wu et al. 2016; 

Hartono et al. 2019).  

NUP62NPP-11 est également associée aux microtubules et est requise pour l’assemblage du 

fuseau via la régulation du positionnement des centrosomes et la nucléation des 

microtubules (Hashizume et al. 2013; Z. Wu et al. 2016). GLE1NPP-26, nucléoporine des 

filaments cytoplasmiques, se localise au niveau des centrosomes et est requise pour 

l’organisation des centrosomes et des microtubules (Jao, Akef, et Wente 2017). Les autres 

nucléoporines des filaments cytoplasmiques RNA Export Factor 1 (RAE1NPP-17), NUP358NPP-

9, NUP88NPP-24 et NUP214NPP-14 sont essentielles à la bipolarisation du fuseau (Joseph et al. 

2004; Wong, Blobel, et Coutavas 2006; Dawlaty et al. 2008; Hashizume et al. 2010). En 

mitose, les protéines du complexe Y s’associent aux kinétochores via la sous-unité SEH1NPP-

18 (Belgareh et al. 2001; Harel et al. 2003; Galy et al. 2006; Loïodice et al. 2004). SEH1NPP-18 

est aussi requise pour stabiliser les attachements entre les microtubules et les kinétochores 

(Zuccolo et al. 2007). ELYSMEL-28, NUP160NPP-6 et NUP170NPP-5 sont également importantes 

pour l’assemblage du fuseau et la nucléation des microtubules dépendante de la voie Ran 

(Yokoyama et al. 2014; Mishra et al. 2010). Enfin, la sous-unité du panier nucléaire TPRNPP-

21 est recrutée aux kinétochores par la dynéine en début d’anaphase et est nécessaire à la 

congression des chromosomes (Nakano et al. 2010; Rajanala et al. 2014) .  

Dans l’embryon de C. elegans, NPP-1NUP54, NPP-4NUPL1, NPP-11NUP62 du canal central et NPP-

3NUP205 et NPP-13NUP93 de l’anneau interne sont importantes pour l’orientation du fuseau 

de division (Schetter et al. 2006). NPP-9NUP358 des filaments cytoplasmiques est requise 

pour l’organisation du fuseau et pour assurer les attachements entre les microtubules et 

les chromosomes (Gönczy et al. 2000; Askjaer et al. 2002). Le complexe Y chez C. elegans, 

est associé aux kinétochores en mitose et en méiose (Galy et al. 2006). NPP-5NUP107 du 

complexe Y participe à la localisation de la protéine HIM-10Nuf2 aux kinétochores et de la 

kinase AIR-2AurkB sur les chromosomes (Ródenas et al. 2012). Comme mentionné plus haut, 

en méiose chez C. elegans, MEL-28ELYS contribue au désassemblage des kinétochores et 

garantit la ségrégation correcte des chromosomes via l’ancrage de la phosphatase PP1  
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Figure I. 20 : (a) coupes de microscopie électronique par tomographie de pores à différentes 

étapes d’assemblage. (b) Schéma des étapes d’assemblage et de maturation des pores 

nucléaires. De Otsuka et al., 2018 
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(Hattersley et al. 2016). NPP-10N/-10CNUP96/98, NPP-13NUP93 et NPP-20SEC13 des complexes Y 

et de l’anneau interne participent chacune au recrutement de HCP-4CENP-C aux centromères 

en prophase (Ferreira, Stear, et Saumweber 2017). 

 

1. 3. Assemblage du pore nucléaire en fin de mitose 

On distingue deux modes d’assemblage des pores nucléaires : l’assemblage en fin de 

mitose et l’assemblage en interphase. L’assemblage du pore nucléaire en fin de mitose. 

La mitose nécessite la rupture de l’enveloppe nucléaire et le désassemblage des pores 

nucléaires afin de permettre aux microtubules d’interagir avec les chromosomes. Les 

composants de l’enveloppe nucléaire et des pores nucléaires sont alors relocalisés dans le 

cytoplasme, au niveau des kinétochores ou dans le réticulum endoplasmique (Belgareh et 

al. 2001; Yang, Guan, et Gerace 1997; Daigle et al. 2001). C’est le cas du complexe Y qui se 

localise aux kinétochores en mitose (Galy et al. 2006; Belgareh et al. 2001; Franz et al. 

2007). En fin d’anaphase, l’association de MEL-28ELYS avec les chromosomes promeut 

l’assemblage des pores nucléaires. En effet, l’interaction de MEL-28ELYS avec le complexe 

NUP107-160 forme une structure stable permettant de recruter d’autres nucléoporines 

(Figure I. 20). Le premier lien entre le pore en cours de formation et les membranes se fait 

via POM121 du complexe transmembranaire (Antonin et al. 2005; Yavuz et al. 2010). 

NDC1NPP-22, du même complexe, contribue également à l’association entre le pore nucléaire 

et les membranes (Mansfeld et al. 2006). Ensuite, les nucléoporines de l’anneau interne 

sont successivement recrutées. NUP35NPP-19 est la première à s’associer aux pores en cours 

de formation, suivie par NUP155NPP-8 (Ródenas et al. 2009; Eisenhardt, Redolfi, et Antonin 

2014). Ces deux protéines peuvent lier les membranes à la fois directement via leurs 

domaines membranaires, mais aussi indirectement via l’interaction avec les nucléoporines 

du complexe transmembranaire NDC1NPP-22 et POM121 (Vollmer et al. 2012; Mansfeld et 

al. 2006; Mitchell et al. 2010; Eisenhardt, Redolfi, et Antonin 2014). NUP93NPP-13, NUP188 

et NUP205NPP-3 sont ensuite recrutées (Sachdev et al. 2012). NUP93NPP-13 permet alors le 

recrutement des protéines du canal central (Sachdev et al. 2012). A ce stade, le pore 

nucléaire est perméable et associée aux membranes. Le recrutement des filaments 

cytoplasmiques et du panier nucléaire finalise la reformation du pore. La séquence précise 

de recrutement de ces sous complexes n’est cependant pas connue.  
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Figure I. 21 Coupes de microscopie électroniques de pores à différents points de temps allant de 

l’assemblage à la maturation avec à droite le schéma du modèle d’assemblage des pores 

nucléaires en interphase. De Otsuka et al., 2016 
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Le recrutement du panier nucléaire nécessite la localisation de NUP153NPP-7 (Hase et Cordes 

2003; Walther et al. 2001), tandis que NUP358NPP-9 est nécessaire au recrutement des 

filaments cytoplasmiques (Bley et al. 2022). 

1. 4. L’assemblage du pore nucléaire en interphase  

En télophase, l’enveloppe nucléaire est complètement scellée et la diffusion des molécules 

entre le cytoplasme et le nucléoplasme est restreinte aux pores nucléaires reformés en fin 

de mitose. La croissance des cellules, notamment durant les phases G1 et G2, nécessite une 

intense communication nucléocytoplasmique et la formation de nouveaux pores nucléaires 

(Otsuka et Ellenberg 2018). Il existe alors un deuxième mode d’assemblage des pores 

nucléaires en interphase. Contrairement à l’assemblage des pores nucléaires en fin de 

mitose qui dure un laps de temps très court, et qui dépend de l’association du complexe Y 

avec les chromosomes, l’assemblage en interphase est plus lent et est initié par des 

nucléoporines du complexe transmembranaire et d’autres protéines à domaine 

membranaire (Dultz et al. 2022). Cette lenteur peut s’expliquer par le fait que les pores 

nucléaires nécessitent d’être ancrés à une enveloppe déjà scellée. L’assemblage en 

interphase requiert donc un remodelage des membranes et la fusion de la membrane 

interne avec la membrane externe par un mécanisme de type « inside-out » (Otsuka et al. 

2018; Peeters, Piët, et Fornerod 2022) (Figure I.21). En effet, les observations par 

microscopie électronique démontrent que ce mécanisme implique l’invagination de la MN 

interne vers la MN externe, accompagnée par l’organisation du complexe Y 

nucléoplasmique et par la présence d’un réseau dense de protéines (probablement 

composé de nucléoporines à domaine membranaire) organisé sous forme de 

« champignon ». Ceci permet la fusion des membranes interne et externe, et la 

relocalisation des sous-complexes du pore nucléaire (Otsuka et al. 2016). Plusieurs 

protéines sont impliquées, dont NUP35NPP-19 et NUP155NPP-8 qui présentent des domaines 

de déformation des membranes (Vollmer et al. 2012; Doucet, Talamas, et Hetzer 2010), 

ainsi que SUN1 et POM121 qui se localisent au niveau de la MN interne (Talamas et Hetzer 

2011; Doucet, Talamas, et Hetzer 2010). NUP153NPP-7 interagit également avec la MN 

interne et y recrute le complexe Y (Vollmer et al. 2015; Mossaid et al. 2020).  
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L’ordre de recrutement de ces protéines n’est pas précisément établi, il a probablement 

lieu séquentiellement au site d’assemblage (Otsuka et al. 2016; Peeters, Piët, et Fornerod 

2022; Bley et al. 2022). En effet, POM121 y est recrutée avant NUP107NPP-5, tandis que 

NUP358NPP-9, des filaments cytoplasmiques, n’est recrutée que plus tard (Dultz et Ellenberg 

2010; Otsuka et al. 2016).  

2. Dynamique de l’enveloppe nucléaire 

 

La dynamique de l’enveloppe nucléaire dépend du cycle cellulaire. En effet, les composants 

de l’enveloppe nucléaire sont des cibles de plusieurs kinases et phosphatases mitotiques 

qui régulent leurs localisations et leurs interactions.  

On distingue trois types de mitoses en fonction du statut de l’enveloppe nucléaire au cours 

de la division : la mitose ouverte, la mitose fermée et la mitose semi-ouverte.  

La mitose ouverte concerne la plupart des métazoaires. Elle correspond à la rupture totale 

de l’enveloppe nucléaire permettant la translocation des protéines et des microtubules afin 

d’organiser la ségrégation des chromosomes (O’Day et Budniak 2015). 

La mitose fermée a lieu chez plusieurs eucaryotes, dont les levures. L’enveloppe nucléaire 

ne se rompt pas autour des chromosomes. La tubuline et les protéines associées aux 

microtubules sont importées à l’intérieur du noyau pour organiser le fuseau de division 

intranucléaire. Chez S. pombe, un remodelage local a lieu en anaphase durant lequel les 

pores nucléaires se désassemblent et l’enveloppe nucléaire se rompt de manière localisée 

au niveau de la « midzone » afin de permettre la fission et la séparation physique des 

noyaux des deux cellules filles (Dey et al. 2020). 

La mitose semi-ouverte concerne notamment les embryons précoces de C. elegans. Elle 

correspond à une rupture incomplète de l’enveloppe nucléaire. Des restes d’enveloppe 

nucléaire s’organisent autour du fuseau de microtubules. Ils sont composés de membranes 

contenant les protéines des MN interne et externe. Ces membranes fenestrées permettent 

la diffusion de protéines et l’organisation des microtubules. Elles empêchent en revanche 

la circulation de grandes organelles afin d’éviter qu’elles n’interférent avec la ségrégation 

correcte des chromosomes (K. K. Lee et al. 2000; Schweizer et al. 2015; Cohen-Fix et Askjaer 

2017; Schlaitz et al. 2013).  
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2. 1. Rupture de l’enveloppe nucléaire 

 

La rupture de l’enveloppe nucléaire dépend de l’activité de plusieurs phosphatases et 

kinases mitotiques (Figure I.22). La kinase Vaccinia Related Kinase 1 (VRK-1) phosphoryle 

BAF-1 et réduit son affinité pour la chromatine. Par conséquent, BAF-1 et les protéines de 

la MN interne qui lui sont associées se détachent de la chromatine (Nichols, Wiebe, et 

Traktman 2006; Gorjánácz et al. 2007). La déplétion de VRK-1 conduit à une liaison 

persistante de BAF-1 et des protéines à domaine LEM à la chromatine, et à la formation 

d’une enveloppe nucléaire dépourvue de pores nucléaires (Gorjánácz et al. 2007).  

La kinase PLK-1 est également importante pour le désassemblage de l’enveloppe nucléaire. 

Elle est recrutée à l’enveloppe nucléaire par les nucléoporines du canal central NPP-1NUP54, 

NPP-4NUPL1 et NPP-11NUP62 (Martino et al. 2017) et y joue plusieurs rôles, dont la 

phosphorylation de la lamine. Chez C. elegans, la lamine LMN-1 phosphorylée par PLK-1 se 

désassemble et promeut la rupture de l’enveloppe nucléaire. Dans le zygote de C. elegans, 

PLK-1 est notamment requise pour la rupture de l’enveloppe nucléaire dans les pronoyaux 

mâle et femelle et donc pour permettre le mélange des chromosomes parentaux (Velez-

Aguilera et al. 2020). La déplétion de PLK-1 cause la persistance de la lamine et de 

l’enveloppe nucléaire tout au long de la mitose, conduisant à la formation de noyaux 

« jumeaux » (Rahman et al. 2015).  

Le complexe LINC est phosphorylé par CDK-1. Ceci induit le détachement de SUN1 avec la 

lamine et la rupture du lien entre le nucléosquelette et le cytosquelette (Patel et al. 2014). 

Dans le zygote de C. elegans, la rupture de l’enveloppe nucléaire commence d’abord au 

niveau de la partie la plus proche des centrosomes. Les « restes » de l’enveloppe nucléaire 

s’organisent dès lors parallèlement au fuseau de microtubules (K. K. Lee et al. 2000; Hachet 

et al. 2012; Cohen-Fix et Askjaer 2017).  

Le désassemblage des pores nucléaires nécessite la phosphorylation de plusieurs 

nucléoporines. C’est le cas de NUP35NPP-19 et NUP98NPP-10N qui sont phosphorylées par PLK-

1 et CDK-1 à l’entrée en mitose. NUP35 et NUP98 phosphorylées se désengagent alors de 

l’interaction avec leur nucléoporines partenaires ce qui promeut le désassemblage des 

pores nucléaires (Linder et al. 2017). 
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Figure I. 23 : Schéma représentant la région core et la région non core ainsi que les deux 

voies principales de reformation de l’enveloppe nucléaire 
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Lors de la rupture de l’enveloppe nucléaire, les différents composants se relocalisent dans 

différentes structures cellulaires. Certaines nucléoporines se relocalisent aux kinétochores 

(complexe Y), tandis que d’autres se localisent aux centrosomes ou aux microtubules (voir 

chapitre V.1.1.2). Dans l’embryon de C. elegans, le centriculum (centrosome-associated 

endoplasmic reticulum) entoure les centrosomes et est composé de nucléoporines et des  

protéines des MN interne et externe (Poteryaev et al. 2005). C’est le cas de LEM-2, EMR-1, 

SUN-1, ZYG-12, NPP-12 et NPP-22 (Maheshwari et al. 2022).  

 

2. 2. Reformation de l’enveloppe nucléaire 

 

La reformation de l’enveloppe nucléaire a lieu via le rétablissement du lien entre la 

chromatine et les membranes. La rapidité avec laquelle l’enveloppe nucléaire se reforme 

suggère qu’il y a plusieurs mécanismes qui assurent en parallèle le recrutement de 

membranes autour des chromosomes en cours de décondensation (Schellhaus, De 

Magistris, et Antonin 2016). 

Dans l’embryon de C. elegans, l’affinité de BAF-1 (préalablement phosphorylée par VRK-1) 

pour l’ADN est rétablie par sa déphosphorylation via la phosphatase PP2A (Figure I.23). 

Cette dernière est recrutée par la protéine LEM-4L qui, parallèlement, inhibe l’activité de 

la kinase VRK-1 (Asencio et al. 2012; Gorjánácz 2013). Cette association est importante 

pour le recrutement des membranes autour des chromosomes via la liaison de BAF-1 à la 

chromatine et aux protéines de la MN interne. En effet dans l’embryon de C. elegans, la 

déplétion de BAF-1 ou l’utilisation d’un mutant thermosensible de LEM-4L conduisent à la 

formation de membranes discontinues qui ne recouvrent pas la totalité des chromosomes 

(Asencio et al. 2012). Dans les cellules HeLa, les homodimères de BAF forment un réseau 

dense qui entoure chaque lot de chromosomes en anaphase, générant ainsi une barrière 

qui empêche la formation de membranes autour des chromosomes individuels et la 

formation de micronoyaux (Samwer et al. 2017).  

L’attachement de BAF-1 à la chromatine permet alors le recrutement des protéines à 

domaine LEM à l’enveloppe nucléaire interne (Jun Liu et al. 2003; Gorjánácz et al. 2007).  

Le lien entre la chromatine et les membranes se fait également par la formation des pores 

nucléaires et implique notamment l’ancrage de PP1 par MEL-28ELYS. 
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Cette phosphatase est également essentielle à la déphosphorylation de la lamine en 

télophase (Steen et al. 2000). Le recrutement de la lamine à l’enveloppe nucléaire est tardif 

et nécessite son transport, via les pores nucléaires, à l’intérieur du noyau (Newport, Wilson, 

et Dunphy 1990).  

Enfin, le lien entre la chromatine et les membranes se fait également via l’interaction de la 

lamine avec le complexe LINC. Le mécanisme par lequel ce dernier est recruté à l’enveloppe 

n’est pas encore établi.  

La reformation de l’enveloppe nucléaire ne se fait pas uniformément autour de chaque lot 

de chromosomes. On distingue deux zones chromatiniennes appelées régions « core » et 

« non core ». La région « core » est la région centrale perpendiculaire au fuseau de 

microtubules. Dans cette région, se concentrent BAF et les protéines à domaine LEM qui y 

sont associées. La région « non core » est la région latérale qui se situe parallèlement au 

fuseau de microtubules. C’est dans cette région que se reforment préférentiellement les 

pores nucléaires (Schellhaus, De Magistris, et Antonin 2016). 

 

3. Mécanismes de fermeture de l’enveloppe nucléaire 

 
La reformation de l’enveloppe nucléaire se conclut par une étape de scellement afin de 

restreindre les échanges nucléo-cytoplasmiques de matériel au niveau des pores 

nucléaires. Cette étape se déroule dans la région « core » et est couplée avec la 

dépolymérisation des microtubules du fuseau central d’anaphase. Le scellement de 

l’enveloppe nucléaire requiert l’intervention du complexe ESCRTIII (Endosomal Sorting 

Complex Required for Transport III) qui est recruté par LEM2. En effet, LEM2 s’accumule à 

l’endroit où les microtubules traversent les membranes, via son recrutement par BAF. 

LEM2 lie directement les microtubules et subit une séparation de phases liquide-liquide 

(liquid-like phase separation) via son domaine de faible complexité (Low Complexity 

Domain, LCD) afin de permettre sa condensation sur les microtubules. Puis LEM2, via son 

domaine « winged-helix », recrute et active CHMP7 (CHarged Multivesicular body Proteins 

7), une protéine du complexe ESCRTIII. LEM2 et CHMP7 forment alors une barrière qui 

sépare le nucléoplasme du cytoplasme en attendant le recrutement des autres membres 

du complexe ESCRTIII (Olmos et al. 2015; Olmos, Perdrix-Rosell, et Carlton 2016; von Appen  



 100 

  



 101 

et al. 2020). Ce complexe est composé de CHMP4A, CHMP4B, CHMP4C, CHMP3, CHMP2A, 

CHMP2B, CHMP1A, CHMP1B, CHMP5, IST1 et CHMP7 (Hanson et Cashikar 2012). Le 

complexe ESCRTIII, recruté par CHMP7, se polymérise sous forme de filaments hélicoïdaux 

au niveau des membranes et recrute l’ATPase Vacuolar Protein Sorting 4 (VPS4).  

Ce complexe favorise le remodelage et la fermeture des membranes (Vietri et al. 2015; 

Pfitzner, Moser von Filseck, et Roux 2021; Penfield et al. 2020). Le complexe ESCRTIII 

recrute également la spastine qui coupe les microtubules du fuseau central en contact avec 

l’enveloppe nucléaire (Vietri et al. 2015). 
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Matériel et méthodes 

 

Maintenance des lignées C. elegans 

Les lignées utilisées dans cette étude sont listées dans le tableau supplémentaire 1. Les vers 

ont été maintenus sur des boîtes contenant du milieu de croissance gélifié pour nématodes 

ensemencées avec des bactéries OP50 à 23°C.  

 

ARN interférence 

Les ARNs double-brins utilisés dans cette étude sont énumérés dans le tableau 

supplémentaire 2. Ils ont été synthétisés en utilisant les amorces et les matrices indiquées 

dans ce même tableau. Les produits de PCR ont été purifiés (kit de purification PCR, Qiagen) 

et utilisés comme matrices pour les réactions de transcription T3 et T7 (Megascript, 

Ambion). Les ARNs produits ont été purifiés (kit MEGAclear, Invitrogen) puis hybridés par 

incubation à 68°C pendant 10 minutes, puis à 37°C pendant 30 minutes. Des 

hermaphrodites au stade L4 ont été injectés avec les dsRNA aux concentrations indiquées 

et incubés à 20°C pendant 44-48 h, ou 36-42h pour la condition mel-28;knl-3(RNAi). 

 

Dégradation induite par l’auxine 

La lignée exprimant baf-1 étiqueté de façon endogène par le degron inductible par l'auxine 

(mAID) a été croisée avec une souche portant le transgène TIR1 (obtenue de CGC{Ashley, 

2021 #10236}) puis avec des vers exprimant GFP::tbb-2- et mCherry::his-11. La déplétion 

de BAF-1 a été obtenue en couplant l’injection d’ARN double-brin ciblant BAF-1 et la 

dégradation induite par l’auxine. Les vers ont été placés 32h après leur injection sur des 

boîtes ensemencées de OP50 contenant du milieu de croissance de nématode + 4mM 

d'auxine pendant 16h. 

 

Vidéomicroscopie d’ovocytes vivants 

Les vers adultes ont été disséqués dans 5µl de milieu de méiose (Inuline 0,5mg/mL, 25mM 

HEPES, 60% de milieu L-15 de Leibovitz et 20% de sérum bovin fœtal).  
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L'imagerie a été réalisée à 23°C à l'aide du système de contrôle de température 

CherryTemp (CherryBiotech). Toutes les acquisitions ont été réalisées à l'aide d'un 

microscope inversé Nikon Ti-E, équipé d'une tête confocale à disque rotatif CSU-X1 

(Yokogawa) avec une roue à filtres d'émission et une caméra CCD coolSNAP HQ2 

(Photometrics Scientific). Le contrôle de la platine et la correction de la mise au point 

pendant l'acquisition ont été effectués à l'aide du piezo moteur PZ-2000 XYZ d'Applied 

Scientific Instrumentation (ASI). Les films ont été acquis avec un binning 2 x 2 en utilisant 

un objectif à immersion d'huile Nikon CFI APO S 60x/NA1.4. Pour tous les films, 4 plans Z, 

séparés par 2 µm, ont été acquis toutes les 20 secondes. Le contrôle des paramètres 

d'acquisition a été assuré par le logiciel Metamorph 7 (Molecular Devices).  

 

Traitement à la colchicine ou au nocodazole 

Les vers adultes exprimant la GFP-LEM-2 et le mCherry-histone ont été disséqués dans un 

milieu de méiose avec 100 ng/µl de nocodazole ou 100mM de colchicine. 

 

Microscopie électronique à balayage de face de bloc en série (Serial Block-Face Scanning 

Electron Microscomy, SBF-SEM) 

Après la dissection de vers dans 5µl de milieu de méiose, les ovocytes ont été transférés et 

empaquetés dans des tubes capillaires en nitrocellulose de 200 μm de diamètre intérieur 

(Leica Microsystems). Les ovocytes enfermés dans les tubes capillaires ont été maintenus 

dans une goutte de milieu de méiose et filmés par vidéo-microscopie. Une fois en 

intercinèse, 15 µl de milieu de fixation (1% de glutaraldéhyde, 2% de formaldéhyde dans 

du PBS 1x) sont ajoutés aux 5µl de milieu de méiose contenant les ovocytes. Puis, chaque 

ovocyte est transféré dans un tube contenant 1ml de milieu de fixation. Les ovocytes ont 

ensuite été incubés 1 heure à température ambiante. Ils ont ensuite été conservés à 4°C 

jusqu'à la préparation (Deerinck et al. 2010). Après trois lavages dans du PBS 1X, les 

ovocytes ont été traités dans une solution d'osmium réduit (1% de tétroxyde d'osmium 

(OsO4), 1,5% de ferrocyanure de potassium dans du PBS 1x) à 4°C pendant une heure. Ils 

ont été ensuite incubés dans une solution de thiocarbohydrazide (TCH) à 1% dans de l'eau 

pendant 20 minutes à température ambiante. Puis, ils ont été traités avec de l’OsO4 à 2% 

dans de l'eau pendant 30 minutes à température ambiante avant d’incuber toute la nuit à 

4°C dans de l’acétate d'uranyle dilué à 1% dans de l’eau.  
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Les échantillons ont été soumis le lendemain à une coloration en bloc à l'aspartate de 

plomb de Walton (Walton 1979), et placés dans un four à 60 °C pendant 30 minutes. Les 

échantillons ont ensuite été déshydratés dans des concentrations graduelles d'éthanol 

(20%, 30%, 50%, 70%, 90% et 100%) pendant 10 minutes chacune à température ambiante 

sur roue. Les échantillons ont été infiltrés avec une résine Agar à faible viscosité (Agar 

Scientific Ltd) à 30 % pendant 1 heure, puis à 50 % pendant 2 heures, puis à 75% pendant 

2 heures et enfin à 100 % pendant la nuit. La résine a ensuite été changée et les échantillons 

ont été inclus à nouveau pendant 3 heures avant d'être montés et polymérisés pendant 

18h à 60 °C. Les blocs polymérisés ont été montés sur des broches en aluminium spéciales 

pour l'imagerie SBF (FEI Microtome 8mm SEM Stub, Agar Scientific), avec un kit époxy 

argent de conduction en deux parties (EMS, 190215). 

Les échantillons montés sur des broches en aluminium ont été coupés et insérés dans un 

microscope électronique à balayage TeneoVS (Thermo Fisher Scientific). 

Les acquisitions ont été réalisées avec une énergie de faisceau de 2kV, un courant de 

200pA, en mode LowVac à 40Pa, un temps d'arrêt de 1µs par pixel et des sections de 30nm. 

Le logiciel IMOD a ensuite été utilisé pour segmenter les chromosomes et les membranes 

(Kremer, Mastronarde, et McIntosh 1996). 

 

Immunofluorescence 

10-15 vers adultes ont été disséqués dans 3,5μl de milieu de méiose sur des lames 

recouvertes de poly-l-lysine à 1mg/ml dans du PBS (Sigma P-1524). Les lames ont ensuite 

été recouvertes d’une lamelle 12x12mm et ont été congelées dans de l’azote liquide. Les 

ovocytes ont ensuite été fixés dans le méthanol à 100% pendant 20 minutes à -20°C. Après 

deux lavages de 10 minutes au PBS 1X, les ovocytes ont été bloqués dans de l’AbDil (4% 

d’albumine de sérum bovin et 0,1% triton dans du PBS) pendant une heure à température 

ambiante dans une chambre humide. Les échantillons ont été par la suite incubés dans une 

solution d’anticorps primaires pendant une nuit à 4°C (Pour la figure R.1D :anti-GFP 1:200 

(Roche 11814460001), anti-tubuline 1:200, anti-CHMP-7 1:1000 ou anti-VPS-32 1 :1000 

(Penfield et al. 2020) ; pour la figure R.1F : anti-LEM-2 (Novus Biologicals 48540002)). Après 

deux lavages dans de l’Abdil, les échantillons ont été incubés pendant une heure à 

température ambiante avec les anticorps secondaires (Pour la figure R.1.D : anti-lapin Cy5 

à 1:100, anti-souris Cy2 à 1:100 et anti-humain à Cy3 1:100 ; Pour la figure R.1.F : anti-lapin  
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Cy3, Anti-Alpha Tubuline Sigma Aldrich F2168). Après deux lavages dans de l’Abdil, les 

échantillons ont été marqués avec du hoechst à 1:1000 pendant 10 minutes. Ils ont ensuite 

été lavés deux fois au PBS 1X + 0,1% Triton 100X puis une fois avec le PBS 1X. Les lames ont 

ensuite été montées avec le milieu de montage (0.5% de p-phenylenediamine dans 90% de 

glycérol et 20mM de Tris pH 8.8). Les lames ont ensuite été conservées à -20°C. Toutes les 

images d’immunofluorescence sont des projections max de plans acquis tous les 0,2μm.  

 

Quantifications 

Les quantifications ont été réalisées sur les images en projection maximum selon le 

protocole proposé dans Hattersley et al. 2018 à l’aide du logiciel Fiji {Schindelin, 2012 

#9936).  

 

Graphiques et tests statistiques 

GraphPad Prism 8 a été utilisé pour générer tous les graphiques et les tests statistiques. Le 

test statistique utilisé dans cette étude est le test non-paramétrique de Wilcoxon-Mann-

Whitney. 
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Lignées Génotypes Références 

BN47 
npp-19(tm2886) II; ltIs37[Ppie-1::mCherry::his-58; unc-119 (+)] IV; 

bqIs07[unc-119(+); Ppie-1::LAP::npp-19] ? 
(Ródenas et 
al. 2009) 

BN68 bqIs51[Ppie-1::gfp::npp-5]; ltIs37[Ppie-1::mCherry::his-58 (Ródenas et 
al. 2012) 

BN593 

dpy-10(cn64) npp-21(bq1[npp-21::gfp]) II; ltIs37[Ppie-

1::mCherry::his-58; unc-119 (+)] IVdpy-10(cn64) npp-21(bq1[npp-

21::gfp]) II; ltIs37[Ppie-1::mCherry::his-58; unc-119 (+)] IV 

Fournie par 
Dr. Peter 
Askjaer 

BN740 
npp-24(bq15[G>F>P::npp-24]) bqSi189[pBN13(unc-119(+) Plmn-

1::mCherry::his-58)] II; may carry unc-119(ed3) or unc-119(ed9) III 

(Thomas, 
Askjaer, et 
Seydoux 
2022) 

BN1112 
bqSi189[pBN13(unc-119(+) lmn-1p::mCherry::his-58)] II; npp-

25(bq41[npp-25::G>F>P]) III 

Fournie par 
Dr. Peter 
Askjaer 

JDU424 

ijmSi49 [pJD479_pJD348_Mos1_Pmex-5_GFP::lmn-1_3'UTRtbb-2]I; 

ijmSi31 [pJD446_pJD362_Mos2_Pmex-

5_mCherry::his11_3'UTRtbb-2]II; unc-119(ed3) III? 

Cette étude 

JDU455 

ijmSi47 [pJD478_pJD348_Mos1_Pmex-5_GFP::emr-1_3'UTRtbb-2]I; 

ijmSi31 [pJD446_pJD362_Mos2_Pmex-

5_mCherry::his11_3'UTRtbb-2]II; unc-119(ed3) III? 

Cette étude 

JDU456 

[WRM0636A_D05(pRedFlp-Hgr)::unc-119-Nat(npp-

11(37836)::2XTY1-eGFP(C.ele)-3XFlag)dFRT]?; ijmSi31 

[pJD446_pJD362_Mos2_Pmex-5_mCherry::his11_3'UTRtbb-2]II; 

unc-119(ed3) III? 

Cette étude 

JDU461 

ijmSi31 [pJD446_pJD362_Mos2_Pmex-

5_mCherry::his11_3'UTRtbb-2]II; baf-1(bq12[GFP::baf-1]), unc-

119(ed3) III? 

Cette étude 

JDU509 
ojIs9[zyg-12(all)::GFP + unc-119(+)]?; unc-119(ed3) III?; 

ltIs37[pAA64; pie-1/mCHERRY::his-58; unc-119 (+)] IV. 
Cette étude 
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JDU613 
ijmSi31 [pJD446_pJD362_Mos2_Pmex-5_mCherry_his11_3'UTRtbb-

2]II; unc-119(ed3) III?; npp-13(Syb1526[gfp::npp-13])I 
Cette étude 

JDU647 

ijmSi63 [pJD520; mosII_5'mex-5_GFP::tba-2; mCherry::his-11; cb-

unc-119(+)] II; baf-1(syb2768[OLLAS::mAID::baf-1])III; ieSi38 [sun-

1p::TIR1::mRuby::sun-1 3'UTR + Cbr-unc-119(+)] IV 

Cette étude 

JDU664 
ijmSi31 [pJD446_pJD362_Mos2_Pmex-5_mCherry_his11_3'UTRtbb-

2]II; mel-28(bq5[GFP::mel-28]) unc-119(ed3) III? III 
Cette étude 

JDU714 

npp-7(phx1469[sgfp::npp-7])I; ijmSi31 

[pJD446_pJD362_Mos2_Pmex-5_mCherry_his11_3'UTRtbb-2]II; 

unc-119(ed3) III? 

Cette étude 

JDU734 

npp-12(phx3417(gfp::npp-12))I ; ijmSi31 

[pJD446_pJD362_Mos2_Pmex-5_mCherry_his11_3'UTRtbb-2]II; 

unc-119(ed3) III? 

Cette étude 

JDU761 

itIs37 [pie-1p::mCherry::H2B::pie-1 3'UTR + unc-119(+)] IV. orIs13 

[pie-1p::GFP::npp-22(genomic)::pie-1 3'UTR + unc-119(+)] ; ijmSi31 

[pJD446_pJD362_Mos2_Pmex-5_mCherry_his11_3'UTRtbb-2]II;  

Cette étude 

OD83 
 qaIs3507 [pie-1::GFP::LEM-2 + unc-119(+)] III ltIs37 [(pAA64) pie-

1p::mCherry::his-58 + unc-119(+)] IV. 
CGC 

OD270 
unc-119(ed3) III; ojls23[SP12(C34B2.10)::GFP unc-119(+)]; 

ltIs37[pAA64; pie-1/mCHERRY::his-58; unc-119 (+)] 
Penfield et 
al., 2020 

PHX2768 
baf-1(syb2768[OLLAS::mAID::baf-1])III; ieSi38 [sun-

1p::TIR1::mRuby::sun-1 3'UTR + Cbr-unc-119(+)] IV 
Cette étude 

WLP584 
jjls1092[pNUT1)npp-1::GFP+unc-119(+)]; ItIs37[Ppie-
1::mCherry::his-58;unc-119(+)]IV 

Fournie par 
Dr. Lionel 
Pintard 

 

Tableau 1 : Lignées de vers utilisées dans cette étude 
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Nom du 
gène 

Numéro de 
gène 

Amorces  Matrice Concentrat
ion (µg/µl) 

baf-1 B0464.7 
AATTAACCCTCACTAAAGGCGTAGAAAATATTTTATTTGGAGG 

TAATACGACTCACTATAGGATGTCGACTTCTGTTAAGCATCG 
ADNg 2,1 

lin-5 T09A5.10 
AATTAACCCTCACTAAAGGATCGCCGAGGAGGCACAATT 

TAATACGACTCACTATAGGGCTTCATTACCACACTTGCG 
ADNc 1,45 

mel-28 C38D4.3 
AATTAACCCTCACTAAAGGCGTCAGCGGTTCAGTTCTTC 

TAATACGACTCACTATAGGCGTGTCCTGGATGTTCTGG 
ADNg 1,48 

npp-5 F07A11.3 
AATTAACCCTCACTAAAGGTTCTTTGGAGTGAGAAAGCG 

TAATACGACTCACTATAGGATCTTGAATAAAATGCAGCC 
ADNg 

 
1,49 

npp-6 F56A3.3 
AATTAACCCTCACTAAAGGTTGGAACATGGTTGACATCG 

TAATACGACTCACTATAGGTTCCAAGAACTGATTGCAGG 
ADNg 1,75 

npp-7 T19B4.2 
AATTAACCCTCACTAAAGGAAGTCAACCAAAACCTTCCG 

TAATACGACTCACTATAGGAAGTTCCGTTTTGGAATTGC 
ADNg 1,35 

npp-12 T23H2.1 
AATTAACCCTCACTAAAGGTTGTGACTCCACTGAAACCC 

TAATACGACTCACTATAGGAACATTCAATGGGCACTTGG 
ADNg 1,42 

npp-19 R06F6.5 
AATTAACCCTCACTAAAGGTCATACTTGAGCGAGTTATTTGC 

TAATACGACTCACTATAGGACACCGCTAGCCCGCTCAACAC 
ADN g 1,15 

npp-25 Y37D8A.17 
AATTAACCCTCACTAAAGGATGATCATCAATCTTCATCC 

TAATACGACTCACTATAGGATGACTGGCGGAGCTCTAGC 
cDNA 2,35 

 

Tableau 2 : Amorces et matrices utilisées pour la production des ARN interférents 
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Résultats 

 

Contexte de la recherche 

 

Chez les eucaryotes multicellulaires, la sortie d’interphase et l’entrée en phase M sont 

marquées par la rupture de l’enveloppe nucléaire et la condensation des chromosomes. 

Puis en fin de division, l’enveloppe nucléaire se reforme autour des chromosomes en cours 

de décondensation. L’enveloppe nucléaire est une double membrane qui délimite le noyau, 

le compartiment cellulaire où est contenu l’ADN chez les eucaryotes. L’enveloppe nucléaire 

est composée d’une MN interne tapissée par la lamine. La MN interne contient un lot 

unique de protéines, dont les protéines à domaine LEM, qu’elle ne partage pas avec la MN 

externe. La MN externe est en continuité avec le RER dont elle partage la composition et la 

fonction. Les échanges entre le cytoplasme et le nucléoplasme sont assurés par les 

complexes des pores nucléaires et le complexe LINC (Cohen-Fix et Askjaer 2017).  

La reproduction des organismes nécessite la production de cellules haploïdes (gamètes) au 

cours de la méiose. La méiose correspond à deux étapes successives de ségrégation des 

chromosomes séparées par un court intervalle appelé intercinèse. Lors de l’intercinèse 

femelle, les chromosomes restent condensés. Il a donc été admis que l’enveloppe nucléaire 

ne se reforme pas à ce stade.  

Dans les ovocytes de Caenorhabditis elegans, l’organisation du fuseau a lieu en absence de 

centrosomes et la ségrégation des chromosomes requiert un mécanisme atypique de 

poussée. Les microtubules du fuseau central s’assemblent entre les deux lots de 

chromosomes et génèrent des forces de poussée permettant leur ségrégation et se 

concluant par l’expulsion du premier globule polaire (Laband et al. 2017). 

L’étude de l’organisation du fuseau central d’anaphase a permis d’observer, par 

microscopie électronique, l’existence d’une double membrane qui recouvre le lot de 

chromosomes restant dans l’ovocyte ( Figure R.1A, (Laband et al. 2017; Penfield et al. 

2020)).  



 118 
  

LEM-2

ADN

LEM-2

0 s 280 s 320 s 360 s200 s160 s120 s80 s 440 s

C
o

n
tr
ô

le
n

=
9

AI Intercinèse
Entrée en
Méiose II

0
0

0.5

1.0

1.72 3.44 5.16
Distance du globule polaire (µm)

In
te

n
s
it
é

m
o
y
e
n
n
e

d
e

L
E

M
-2

e
t
l'A

D
N
à

2
0
0
s

(u
.a

.)

LEM-2

ADN

LEM-2

0 s 280 s 320 s 360 s200 s160 s120 s80 s 440 s

C
o

lc
h

ic
in

e
1

0
0
µ

M
n

=
8

0
0

0.5

1.0

1.72 3.44 5.16
Distance du globule polaire (µm)

In
te

n
s
it
é

m
o
y
e
n
n
e

d
e

L
E

M
-2

e
t
l'A

D
N
à

2
0
0
s

(u
.a

.)

G

Lot 1
Lot 2

ADN, membranes

Lot 1
Lot 2

ADN, membranes

A

Lot 1

Lot 1

Lot 2

Lot 2

760 s 1040 s 1080 s 1120 s960 s920 s880 s840 s 1200 s

0 s 280 s 320 s 360 s200 s160 s120 s80 s 440 s

LEM-2
ADN

LEM-2

ADN

AI Intercinèse
Entrée en
Méiose II

AII Interphase

LEM-2

LEM-2

C

LEM-2

ADN

C
o

n
tr
ô

le
n

=
9

LEM-2

0 s 100 s 200 s 260 s 360 s 960 s 1280 s

LEM-2

ADN

LEM-2lin
-5
(R
N
A
i)

n
=

8 0 s 100 s 200 s 260 s 360 s 1000 s 1200 s

AI AII InterphaseIntercinèse

Lot 1
Lot 2

Lot 1

Lot 2

E

Lot 1

lin-5(RNAi)Contrôle

Lot 2
Lot 1

Lot 2

0

100

200

300

L
E

M
-2

s
ig

n
a
l/
b
ru

it
à

2
6
0
s

(u
.a

.)

****

n.s

F
Milieu

Anaphase
Début

Intercinèse
Fin

Intercinèse

Tubuline
ADN

LEM-2

CHMP-7
LEM-2

Interphase
n=10

Intercinèse
n=14

TubulineADNLEM-2CHMP-7

Interphase
n=6

Intercinèse
n=7

VPS-32CHMP4

LEM-2 TubulineADNLEM-2VPS-32

D

Figure R.1
B

Figure R. 1 

 



 119 

 

Mon travail de thèse démontre que cette double membrane est différente de l’enveloppe 

nucléaire tant dans sa composition que dans son mécanisme de formation. L’enveloppe 

d’intercinèse est donc une nouvelle organelle qui se reforme de manière transitoire en 

intercinèse dans les ovocytes de C. elegans.  

 

Résultats  

 

1. Une double membrane recouvre les chromosomes en intercinèse 

 

Afin de confirmer la présence d’une double membrane entourant les chromosomes en 

cours de ségrégation pendant l’intercinèse dans l’ovocyte de C. elegans, j’ai réanalysé des 

données de microscopie électronique en tomographie obtenue par mon équipe d’accueil. 

Deux jeux de données, correspondant respectivement à des ovocytes en milieu et en fin 

d’anaphase I, étaient disponibles (Figure R.1A et R.1B). Dans les deux cas, une double 

membrane est visible, entourant la face externe du lot de chromosomes maintenu dans 

l’ovocyte (lot 2). Cette double membrane apparaît visiblement plus continue en anaphase 

tardive. Des fragments de double membrane sont également apparents sur le lot de 

chromosomes expulsés dans le globule polaire (lot 1). Ceux-ci sont, par contre, restreints 

aux extrémités latérales du lot de chromosomes. En accord avec les observations de 

Penfield et al, la double membrane est dépourvue de pores nucléaires. Enfin, de manière 

intéressante et contrairement à l’enveloppe nucléaire en interphase, la membrane externe 

recouvrant les chromosomes n’est pas en continuité avec le réticulum endoplasmique 

(Figure R.1A et R.1B, (Penfield et al. 2020)).  

D’une manière générale, et bien que l’analyse ultrastructurale de cette double membrane 

montre des différences d’organisation avec une enveloppe nucléaire classique, sa 

topologie en est tout de même réminiscente. Afin de confirmer la nature de cette structure 

membranaire, j’ai donc réalisé des expériences de vidéomicroscopie d’ovocytes vivants 

exprimant la protéine spécifique de la membrane nucléaire interne LEM-2 fusionnée à la 

GFP (Green Fluorescent Protein) et l’histone H2B fusionnée à la mCherry (Figure R.1C).  



 120 

 
  



 121 

J’ai ainsi pu observer une accumulation progressive de GFP::LEM-2 à la surface externe du 

lot 2, à partir de 100 secondes après le début de l’anaphase I. GFP::LEM-2 s’accumule 

d’abord sur la face externe du lot de chromosome 2, qu’elle entoure ensuite totalement. 

GFP::LEM-2 disparaît abruptement à l’entrée en méiose II, au moment où les chromosomes 

s’individualisent. En accord avec mes observations par microscopie électronique en 

tomographie, j’observe également GFP::LEM-2 faiblement aux extrémités latérales du lot 

1. GFP::LEM-2 se réaccumule ensuite progressivement autour des chromosomes du futur 

pronoyau maternel, au cours de l’anaphase II, pour former l’enveloppe nucléaire de ce 

pronoyau. 

La combinaison de mes observations, en microscopie électronique en tomographie et par 

vidéomicroscopie, suggère donc qu’une double membrane, présentant certaines 

caractéristiques de l’enveloppe nucléaire, se forme autour des chromosomes au cours de 

l’intercinèse.  

 

2. L’enveloppe d’intercinèse n’est pas scellée 

 

En accord avec les observations de Penfield et al. 2020, GFP::LEM-2 s’accumule 

intensément au niveau de la face interne du futur pronoyau femelle au cours de l’anaphase 

II (Figure R.1C flèches en cyan). GFP::LEM-2 forme alors une structure en « plaque », site 

de recrutement des composants du complexe ESCRTIII, dont CHMP-7 et VPS-32CHMP4. Le 

complexe ESCRTIII remodèle et scelle l’enveloppe nucléaire à cet endroit. En intercinèse, je 

n’observe pas d’accumulation similaire de GFP::LEM-2, et donc pas de formation de plaque 

(Figure R.1C). Cette observation suggère que l’enveloppe d’intercinèse n’est jamais 

totalement scellée. Afin de confirmer cette hypothèse, j’ai réalisé des immunomarquages 

à l’aide d’anticorps ciblant les protéines CHMP-7 et VPS-32CHMP-4 (Figure R.1D). Comme 

attendu, CHMP-7 et VPS-32CHMP-4 s’accumulent au site de scellement de l’enveloppe 

nucléaire à la sortie d’anaphase II (Figure R.1D flèches jaunes). En accord avec mon 

hypothèse, aucune localisation particulière de ces protéines n’est par contre visible en 

intercinèse. La double membrane constituant l’enveloppe d’intercinèse n’est donc jamais 

totalement scellée.  
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3. La proximité de la membrane plasmique et les microtubules contrôlent les 

asymétries spatiale et temporelle, respectivement, de formation de 

l’enveloppe d’intercinèse  

 

Mes observations précédentes montrent que l’enveloppe d’intercinèse se forme de 

manière asymétrique préférentiellement sur le lot de chromosomes maintenus dans 

l’ovocyte (lot 2, Figure R.1B et R.1C). Cette asymétrie spatiale et l’absence de double 

membrane sur la face externe du lot de chromosomes expulsés dans le globule polaire (lot 

1), pourraient s’expliquer par la proximité de la membrane plasmique de l’ovocyte qui 

constituerait une barrière au recrutement des membranes et de GFP::LEM-2. Afin de tester 

cette hypothèse, j’ai déplété la protéine LIN-5NuMA par ARN interférent (Figure R.1E). LIN-5, 

orthologue de la protéine NuMA, contrôle le recrutement de la dynéine aux pôles du fuseau 

méiotique, qui en retour permet la focalisation des pôles et la rotation du fuseau avant 

l’anaphase I (van der Voet et al. 2009). En absence de LIN-5, le fuseau reste donc parallèle 

au cortex de l’ovocyte, et les chromosomes se séparent parallèlement au cortex et à 

distance de la membrane plasmique. Dans ce contexte, GFP::LEM-2 est recrutée sur les 

deux lots de chromosomes en cours de ségrégation. En effet, dans les ovocytes contrôles, 

GFP::LEM-2 est significativement plus recrutée sur le lot 2 que sur le lot 1 (valeur p 

<0,0001), alors qu’en absence de LIN-5, la différence entre les deux lots n’est pas 

significative (valeur p=0,3282) (Figure R.1E). En absence de LIN-5, j’ai également remarqué 

que GFP::LEM-2 est moins recrutée sur les deux lots de chromosomes en comparaison avec 

le lot 2 des ovocytes contrôles (valeur p =0,01). Ceci pourrait être dû à une limitation en 

membranes pouvant être recrutées à la surface des chromosomes. Ces résultats 

permettent de conclure que la proximité de la membrane plasmique constitue en effet une 

barrière au recrutement de GFP::LEM-2 à la surface des chromosomes expulsés dans le 

globule polaire. 

Mes observations montrent que l’enveloppe d’intercinèse se forme d’abord sur la face 

externe du lot de chromosome maintenu dans l’ovocyte, qu’elle entoure par la suite 

totalement. Cette observation suggère que le fuseau central méiotique localisé entre les 

deux lots de chromosomes inhibe la formation de l’enveloppe d’intercinèse sur la face 

interne des lots de chromosomes en cours de ségrégation (Figure R.1F).  
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Afin de tester cette hypothèse, j’ai traité des ovocytes par une faible dose de colchicine, 

suffisante pour réduire significativement la densité des microtubules du fuseau central, 

mais pas pour inhiber la ségrégation des chromosomes (Figure R.1G). Dans ce contexte, 

GFP::LEM-2 est recrutée symétriquement sur les faces internes des deux lots de 

chromosomes en cours de ségrégation et de manière plus précoce que dans les ovocytes 

contrôles. Ces résultats permettent de conclure que les microtubules du fuseau central 

d’anaphase ralentissent le recrutement de GFP::LEM-2 sur la face interne du lot de 

chromosomes maintenu dans l’ovocyte, et inhibent de manière générale, le recrutement 

de GFP::LEM-2 sur la face interne du lot de chromosomes expulsé dans le futur globule 

polaire.  

L’ensemble de ces résultats permettent de conclure que la membrane plasmique ainsi que 

la densité des microtubules du fuseau central d’anaphase constituent des barrières au 

recrutement de GFP::LEM-2 et potentiellement de l’enveloppe d’intercinèse.  

 

4. L’enveloppe d’intercinèse comporte des protéines de la lamine 

périphérique, mais est dépourvue de protéines de la MN externe 

 

Dans les ovocytes en prophase I et dans le zygote de C. elegans, deux protéines à domaine 

LEM, LEM-2 et EMR-1, sont présentes dans la MN interne de l’enveloppe nucléaire. LEM-2 

et EMR-1 sont essentiellement recrutées par la protéine de liaison à la chromatine BAF-1. 

En parallèle, le complexe LINC, composé de la protéine de la MN interne SUN-1 et externe 

ZYG-12, relie physiquement le cytoplasme et le nucléoplasme. La MN externe est en 

continuité avec le réticulum endoplasmique (RE) et présente le marqueur du RE SP12 

(Signal Peptidase of 12 kDa). Enfin, un réseau de lamines polymérisées, constitué de 

l’unique lamine LMN-1 chez C. elegans, tapisse la face interne de la MN interne (Cohen-Fix 

et Askjaer 2017). Afin de déterminer la nature moléculaire précise de l’enveloppe 

d’intercinèse, j’ai donc analysé la dynamique de ces différents composants de l’enveloppe 

nucléaire fusionnés à la GFP par vidéomicroscopie d’ovocytes vivants au cours des divisions 

méiotiques (Figure R.2A).  
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En plus de LEM-2, j’ai ainsi pu observer la présence de la deuxième protéine à domaine 

LEM, EMR-1, ainsi que de la protéine en amont BAF-1, à la surface externe des 

chromosomes. BAF-1 est aussi présente sur toute la surface des chromosomes. J’ai 

également observé la présence de la protéine SUN-1 à la surface du lot de chromosomes 

2, mais de manière surprenante pas de son partenaire ZYG-12. En accord avec l’absence de 

continuité de l’enveloppe d’intercinèse avec le RE, le marqueur SP12 n’est également pas 

visible au niveau de l’enveloppe d’intercinèse. Enfin, bien qu’en interphase le recrutement 

de la lamine à l’enveloppe nucléaire soit tardif et nécessite la présence des pores nucléaires 

(Newport, Wilson, et Dunphy 1990), LMN-1 est présente au niveau de l’enveloppe 

d’intercinèse. Dans l’ensemble, mes observations permettent donc de conclure que 

l’enveloppe d’intercinèse présente tous les marqueurs de la lamine périphérique, mais 

aucun marqueur de la MN externe. L’ensemble des marqueurs de la lamine périphérique 

et de la MN externe analysés sont par contre visibles à la sortie de méiose II, lorsque 

l’enveloppe nucléaire interphasique se reforme autour des chromosomes maternels.  

 

5. L’enveloppe d’intercinèse comporte des protéines des pores nucléaires 

 

Le pore nucléaire est un complexe macromoléculaire qui se divise en 6 sous-complexes : 

les anneaux nucléoplasmique et cytoplasmique formés de polymères de complexe Y, 

l’anneau interne, le canal central, le panier nucléaire, les filaments cytoplasmiques et le 

complexe transmembranaire (Cohen-Fix et Askjaer 2017). Mes observations en 

microscopie électronique suggèrent l’absence de pore nucléaire au sein de l’enveloppe 

d’intercinèse (Figure R.1B).  

Néanmoins, et de manière surprenante, certaines nucléoporines sont présentes sur la 

surface externe des chromosomes en cours de ségrégation au cours de l’anaphase et de 

l’intercinèse. C’est le cas, par exemple des membres du complexe Y qui se localisent au 

niveau des kinétochores en mitose et en méiose, puis à la surface externe des lots de 

chromosomes en cours de ségrégation en méiose. Dans l’ovocyte de C. elegans en 

métaphase I, les huit membres du complexe Y colocalisent ainsi avec les kinétochores en 

forme de « tasse » à la surface des chromosomes (Hattersley et al. 2016).  
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Par ailleurs, alors que les kinétochores se désassemblent rapidement après le début de 

l’anaphase, la localisation des membres du complexe Y MEL-28ELYS et NPP-6NUP160, à la 

surface des chromosomes en cours de ségrégation, persiste jusqu’à l’entrée en méiose II, 

colocalisant alors avec l’enveloppe d’intercinèse (Hattersley et al. 2016; Penfield et al. 

2020). Afin de déterminer si d’autres nucléoporines sont présentes à la surface des 

chromosomes pendant l’intercinèse, j’ai réalisé des expériences de vidéomicroscopie 

d’ovocytes vivants exprimant différentes nucléoporines fusionnées à la GFP et l’histone 

H2B fusionné à la mCherry (Figure R.2B). J’ai ainsi confirmé la présence de MEL-28ELYS et 

observé celle de NPP-5NUP107, du complexe Y, sur la surface des chromosomes en cours de 

ségrégation.  

L’anneau interne est un des complexes structuraux du pore nucléaire qui tapisse sa partie 

interne. En intercinèse, j’ai pu détecter la présence de NPP-19NUP35, membre de ce sous-

complexe, mais pas celle de NPP-13NUP93. Cette observation montre que des nucléoporines 

du même sous-complexe ne sont pas forcément co-recrutées à l’enveloppe d’intercinèse.  

L’anneau interne recrute ensuite le canal central qui est composé de nucléoporines à 

répétitions FG, nécessaires pour établir la perméabilité des pores nucléaires. En 

intercinèse, je n’ai pas détecté la présence de NPP-1NUP54 et NPP-11NUP62 du canal central. 

Ceci pourrait être dû à l’absence de NPP-13NUP93 qui est normalement responsable de leur 

recrutement (Sachdev et al. 2012).  

La face nucléoplasmique des pores nucléaires se compose du panier nucléaire. J’ai étudié 

la localisation de NPP-7NUP153 et NPP-21TPR, et constaté qu’en intercinèse NPP-7NUP153 se 

localise sur toute la surface des deux lots de chromosomes en cours de ségrégation, tandis 

que NPP-21TPR est totalement absente. En interphase, NPP-7NUP153 est nécessaire pour le 

recrutement de NPP-21TPR à l’enveloppe nucléaire (Hase et Cordes 2003; Walther et al. 

2001). Mon observation en intercinèse suggère donc que NPP-7NUP153 n’est par contre pas 

suffisante pour le recrutement de NPP-21TPR.  

Sur la face cytoplasmique du pore nucléaire s’organisent les filaments cytoplasmiques. la 

nucléoporine NPP-24NUP88 des filaments cytoplasmiques ne se localise pas sur la surface des 

chromosomes. Elle présente une localisation entre les deux lots de chromosomes au niveau 

des microtubules du fuseau central.  
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J’ai enfin étudié la localisation en intercinèse des nucléoporines NPP-12NUP210, NPP-

25TMEM33 et NPP-22NDC1 du complexe transmembranaire. Seules NPP-12NUP210 et NPP-

25TMEM33 sont présentes à la surface externe du lot chromosomes maintenu dans l’ovocyte.  

De manière intéressante, hormis les protéines du complexe Y, toutes les nucléoporines 

présentes au niveau de l’enveloppe d’intercinèse (NPP-19NUP35, NPP-7NUP153, NPP-12NUP210, 

NPP-25TMEM33) possèdent un domaine transmembranaire (Vollmer et al. 2012; 2015; 

Hamed et Antonin 2021; Galy, Mattaj, et Askjaer 2003; Cohen et al. 2003). Ceci suggère 

que le recrutement de ces protéines à la surface externe des chromosomes en cours de 

ségrégation pourrait être dû à leur capacité à se localiser aux niveau des membranes, 

indépendamment de leur localisation canonique aux pores nucléaires.  

 

6. BAF-1 est importante pour l’intégrité de l’enveloppe d’intercinèse  

 

En fin d’anaphase mitotique, BAF est essentielle à la reformation de l’enveloppe nucléaire 

dans la plupart des systèmes étudiés. Elle permet l’association physique entre la 

chromatine, la lamine et les protéines à domaine LEM (Margalit et al. 2005; Haraguchi et 

al. 2008; Gorjánácz et al. 2007). Afin de tester son rôle potentiel dans la reformation de 

l’enveloppe d’intercinèse, j’ai déplété BAF-1 par RNAi. J’ai pu constater, dans ce contexte, 

la diminution de l’intensité des protéines à domaine LEM LEM-2 et EMR-1 de 92% 

(p<0,0001) et 99% (p<0,0001) respectivement. J’ai aussi observé une diminution du 

recrutement de la protéine SUN-1 de 73% (p<0,01) (Figure R.3A, R.3B, R.3C). BAF-1 étant 

directement ou indirectement responsable du recrutement des protéines à domaine LEM 

et de SUN-1 au sein de l’enveloppe nucléaire, ces résultats ne permettent pas de 

déterminer l’effet de l’absence de BAF-1 sur l’enveloppe d’intercinèse. De plus, BAF-1 est 

une petite protéine de 90 acides aminés dont la déplétion par RNAi n’est jamais totalement 

pénétrante. En effet, chez C. elegans, les ARN double brins d’une longueur inférieure à 500 

nucléotides déclenchent généralement une interférence à l’ARN peu efficace. Afin de palier 

à ce problème et d’analyser l’effet de l’absence totale de BAF-1 sur l’assemblage de 

l’enveloppe d’intercinèse, j’ai donc obtenu une lignée transgénique de C. elegans dans 

laquelle la protéine BAF-1 endogène est fusionnée avec un degron inductible à l’auxine 

(Auxin Inducible Degron, AID). J’ai ainsi combiné la déplétion de l’ARNm de BAF-1 par RNAi  
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avec la dégradation de la protéine restante par traitement à l’auxine, et analysé les 

ovocytes correspondants par une approche de microscopie électronique par SBF-SEM 

(Serial Block Face-Scanning Electron Microscopy). Cette approche permet d’acquérir la  

totalité du volume des chromosomes en cours de ségrégation avec une résolution de 

l’ordre de 10 nm en XY et de 30 nm en Z. J’ai ainsi pu segmenter et reconstruire en volume 

les deux lots de chromosomes en cours de ségrégation et la membrane d’intercinèse afin 

de comparer leur ultrastructure dans un ovocyte contrôle et après déplétion totale de BAF-

1 (Figure R.3D). La segmentation de la totalité de la région du fuseau de l’ovocyte contrôle 

m’a permis de visualiser en 3 dimensions l’aspect de l’enveloppe d’intercinèse qui est 

majoritairement continue, malgré la présence de petites perforations réparties sur la 

surface de l’enveloppe. De manière inattendue, en absence totale de BAF-1 l’enveloppe 

d’intercinèse est toujours présente. Cependant, celle-ci a un aspect très fragmenté et 

semble moins dense. La comparaison des longueurs moyenne et totale des fragments de 

membrane formant l’enveloppe d’intercinèse, dans les ovocytes contrôles et en absence 

de BAF-1, confirme ces observations (Longueur totale de membrane : Contrôle=325,24 µm, 

en absence de BAF-1=183,82 µm ; Longueur moyenne de chaque fragment : 

Contrôle=4,336 µm, en absence de BAF-1=2,743 µm) (Figure R.3E et R.3F). Ce résultat 

suggère que BAF-1 contribue, mais n’est pas indispensable, au recrutement et à la fusion 

des membranes constituant l’enveloppe d’intercinèse. J’ai également observé qu’en 

absence de BAF-1, l’enveloppe d’intercinèse se reforme de manière symétrique sur les 

deux lots de chromosomes en cours de ségrégation (Figure R.3D, R.3E et R.3F). Cette 

observation suggère que BAF-1 est en partie responsable de l’asymétrie de formation de 

l’enveloppe d’intercinèse par un mécanisme restant à élucider.  

Enfin en absence de BAF-1 et en accord avec des études précédentes sur le rôle de BAF 

dans l’inhibition de la formation de micronoyaux en interphase, j’ai observé de nombreux 

fragments de membrane entre les chromosomes de chaque lot (Figure R.3D, flèches 

blanches) (Gorjánácz et al. 2007; Samwer et al. 2017). BAF-1 permettrait donc d’éviter la 

formation de l’enveloppe d’intercinèse entre les chromosomes individuels de chaque lot 

en cours de ségrégation. 
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7. MEL-28 est essentielle à l’assemblage de l’enveloppe d’intercinèse via la 

régulation des microtubules et des kinétochores 

 

En anaphase I, MEL-28ELYS joue un rôle essentiel dans la ségrégation des chromosomes. Elle 

est, en effet, essentielle au désassemblage des kinétochores via le recrutement de PP1 

(Hattersley et al. 2016). Afin de tester le rôle de MEL-28ELYS dans l’assemblage de 

l’enveloppe d’intercinèse, j’ai déplété MEL-28ELYS par RNAi (Figure R.4A). J’ai tout d’abord 

confirmé le défaut de ségrégation des chromosomes en anaphase I et l’absence d’expulsion 

du premier globule polaire dans cette condition. J’ai également constaté que l’intensité de 

GFP::LEM-2 est significativement réduite de 88% dans cette condition (p<0,0001). Mes 

observations précédentes montrent que le recrutement de GFP::LEM-2 à l’enveloppe 

d’intercinèse dépend de la présence de BAF-1 sur les chromosomes (Figure R.3A). 

GFP::BAF-1 étant présente à la surface des chromosomes en intercinèse dans les ovocytes 

traités par RNAi ciblant MEL-28 ELYS (p=0,6389), l’absence de GFP::LEM-2 dans cette 

condition ne peut s’expliquer par un défaut de recrutement de BAF-1 (Figure R.4B). 

Alternativement, un défaut de formation de l’enveloppe d’intercinèse pourrait expliquer 

l’absence de GFP::LEM-2 à la surface des chromosomes. J’ai donc analysé des ovocytes 

après déplétion de MEL-28 par l’approche de microscopie électronique par SBF-SEM 

(Figure R.4C). Après segmentation et reconstruction tridimensionnelle, j’ai constaté qu’en 

absence de MEL-28ELYS, la quantité de membranes en contact avec les chromosomes est 

dramatiquement réduite (Longueur totale de membrane : Contrôle=317,53 µm, en 

absence de MEL-28ELYS =17,58 µm) (Figure R.4D). J’ai par ailleurs observé la présence de 

très nombreux fragments de membranes à distance des chromosomes (Figure R.4E). Cette 

zone correspond également à une région d’exclusion de toutes les organelles (vésicules, 

réticulum endoplasmique, …), et est donc réminiscente de la zone d’exclusion physique 

formée par les microtubules du fuseau en métaphase. En absence de MEL-28ELYS, de 

nombreux microtubules ectopiques persistent autour des chromosomes en 

anaphase/telophase I (Hattersley et al. 2016). Les microtubules pourraient donc agir 

comme une barrière physique empêchant le recrutement des membranes et donc 

l’accumulation de GFP::LEM-2 à la surface des chromosomes en cours de ségrégation.  
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Afin de tester cette hypothèse, j’ai combiné la déplétion de MEL-28ELYS avec un traitement 

à forte dose de nocodazole afin de dépolymériser totalement les microtubules après le 

démarrage de l’anaphase I (Figure R.4A). Dans cette condition et malgré l’absence de MEL-

28, le recrutement de GFP::LEM-2 est partiellement restauré (diminution de l’intensité de 

GFP::LEM-2 de 56% contre 88% en présence de microtubules ectopiques, p=0.0016). Le 

recrutement de GFP::LEM-2 est donc partiellement sauvé par l’absence de microtubules, 

en absence de MEL-28.  

En absence de MEL-28ELYS, les kinétochores persistent à la surface des chromosomes 

pendant l’anaphase/télophase I (Hattersley et al. 2016). Ces kinétochores persistants 

pourraient donc également représenter une barrière à la formation de l’enveloppe 

d’intercinèse. Afin de tester cette hypothèse, j’ai co-déplété MEL-28ELYS et KNL-3Dsn1, une 

protéine d’architecture des kinétochores externes, par RNAi et analysé l’intensité de 

GFP ::LEM-2 à la surface des chromosomes après le début de l’anaphase (Figure R.4A). Là 

encore, le recrutement de GFP::LEM-2 est partiellement sauvé par l’absence de 

kinétochores persistants, en absence de MEL-28ELYS (diminution de l’intensité de GFP::LEM-

2 de 59% contre 88% en présence de kinétochores persistants, p=0.0021). Les conclusions 

liées à ce résultat sont néanmoins à nuancer, car la déplétion de KNL-3 entraine une 

diminution de la densité des microtubules du fuseau liée à l’absence d’attachement des 

microtubules aux kinétochores (Cheeseman et al. 2004). L’effet de la déplétion de KNL-3 

sur le recrutement de GFP::LEM-2 pourrait donc être due à un effet indirect sur la densité 

des microtubules ectopiques en absence de MEL-28 ELYS. 

L’ensemble de mes observations permettent de conclure que MEL-28 ELYS régule 

partiellement la formation de l’enveloppe d’intercinèse via son effet sur la densité des 

microtubules entourant les chromosomes en anaphase, qui pourrait être lié à son rôle dans 

le désassemblage des kinétochores après le début de l’anaphase I. 
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8. MEL-28 est essentielle à l’assemblage de l’enveloppe d’intercinèse via le 

recrutement de nucléoporines 

 

MEL-28ELYS est une protéine clé de la reformation des pores et de l’enveloppe nucléaires. 

Après sa liaison à la chromatine, MEL-28ELYS recrute les autres membres du complexe Y 

(Franz et al. 2007; Rasala et al. 2006; Galy et al. 2006). Puis les nucléoporines du complexe 

transmembranaire sont recrutées afin d’établir le lien entre le pore nucléaire en formation 

et l’enveloppe nucléaire. Elles sont suivies par les nucléoporines de l’anneau interne, puis 

par celles des autres sous-complexes (Schellhaus, De Magistris, et Antonin 2016). Afin de 

déterminer si les nucléoporines présentes en intercinèse sont recrutées par MEL-28ELYS, j’ai 

déplété MEL-28ELYS dans la lignée GFP::NPP-5NUP107 du complexe Y et GFP::NPP-7NUP153 du 

panier nucléaire. Le recrutement de ces deux nucléoporines est significativement diminué 

en absence de MEL-28ELYS (réduction de 82% de GFP::NPP-5NUP107 (p=0,0002) et de 91% de 

GFP::NPP-7NUP153 (p=0,0004)) comparé aux ovocytes contrôles (Figure R.5A et R.5B). Ce 

résultat démontre qu’en intercinèse, comme en sortie de mitose, MEL-28ELYS est en amont 

du recrutement de NPP-5NUP107 et NPP-7NUP153.  

La présence de plusieurs nucléoporines dans l’enveloppe d’intercinèse, pourtant 

dépourvue de pores nucléaires, suggère qu’elles pourraient jouer un rôle atypique dans la 

formation de cette enveloppe. Afin d’étudier la contribution potentielle des nucléoporines 

présentes en intercinèse, j’ai donc testé par RNAi l’effet de la déplétion de certaines d’entre 

elles sur le recrutement de GFP::LEM-2 à la surface des chromosomes en cours de 

ségrégation (Figure R.5C). Alors que les déplétions simples de NPP-5NUP107 et NPP-6NUP160 

n’ont pas d’effet significatif sur l’intensité de GFP::LEM-2, leur co-déplétion induit une 

diminution de moitié de cette intensité (réduction de 50% de GFP::LEM-2, p=0.0041). NPP-

5NUP107 et NPP-6NUP160, toutes deux membres du complexe Y, ont donc un rôle redondant 

dans le recrutement de GFP::LEM-2, et donc probablement dans l’assemblage de 

l’enveloppe d’intercinèse. J’ai obtenu un résultat similaire après déplétion des 

nucléoporines NPP-25TMEM33 du complexe transmembranaire (réduction de 58%, 

(p=0.0007)) et NPP-7NUP153 du panier nucléaire (réduction de 45%, (p=0.0057)). Les 

déplétions de NPP-12NUP210 du complexe transmembranaire et de NPP-19NUP35 de l’anneau 

interne conduisent également à une diminution de l’intensité de GFP::LEM-2 (de 31%  
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(p=0.0736) et 29% (p=0.0955) respectivement). Ces diminutions ne sont néanmoins pas 

significatives. Ces résultats permettent de conclure que les nucléoporines NPP-5/-

6NUP107/160, NPP-25TMEM33 et NPP-7NUP153 participent au recrutement de GFP::LEM-2 à la 

surface des chromosomes en cours de ségrégation, et donc potentiellement à l’assemblage 

de l’enveloppe d’intercinèse. Il serait intéressant d’analyser directement la formation de 

l’enveloppe d’intercinèse en absence de ces nucléoporines par une approche de 

microscopie électronique par SBF-SEM.  

L’ensemble de mes observations permettent de conclure que MEL-28ELYS régule 

partiellement la formation de l’enveloppe d’intercinèse via le recrutement des 

nucléoporines NPP-5/-6NUP107/160 et NPP-7NUP153 et potentiellement NPP-25TMEM33. 

 

9. L’intégrité de l’enveloppe d’intercinèse est essentielle à la ségrégation des 

chromosomes 

 

Mon équipe d’accueil a décrit un mécanisme atypique de ségrégation des chromosomes 

kinétochore-indépendant dans l’ovocyte de C. elegans. Ce mécanisme fait intervenir les 

microtubules du fuseau central d’anaphase qui poussent les chromosomes en cours de 

ségrégation (Laband et al. 2017). L’enveloppe d’intercinèse s’assemble au cours de la 

ségrégation des chromosomes et pourrait donc jouer un rôle mécanique dans ce processus. 

Afin de déterminer le rôle potentiel de cette enveloppe, j’ai comparé la distance au cours 

du temps entre les deux lots de chromosomes en cours de ségrégation dans les ovocytes 

AID::BAF-1 en présence ou en absence de traitement à l’auxine (Figure R.5D et R.5E). De 

manière intéressante, en absence totale de BAF-1 et donc lorsque l’enveloppe 

d’intercinèse est fragmentée, les chromosomes se séparent plus rapidement et avec une 

amplitude plus élevée que dans les ovocytes contrôles. L’enveloppe d’intercinèse pourrait 

donc jouer un rôle mécanique durant la ségrégation des chromosomes en ralentissant leur 

ségrégation par le mécanisme de poussée. Le phénotype sévère de défaut de ségrégation 

des chromosomes en absence de MEL-28ELYS, lié à l’absence de recrutement de PP1, ne me 

permet malheureusement pas de tester l’effet d’une absence totale d’enveloppe 

d’intercinèse.  
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Légendes de figures :  

 

Figure R.1 : L’enveloppe d’intercinèse se forme transitoirement entre l’anaphase I et 

l’entrée en méiose II  

(A-B) : Coupes de microscopie électronique en tomographie de fuseau en milieu 

d’anaphase I (A), et en intercinèse (B). Les chromosomes sont segmentés en magenta et 

les membranes en vert. Chaque coupe est accompagnée d’un schéma du stade 

correspondant (haut), et l’agrandissement d’une zone d’intérêt (droite). (C) Dynamique de 

recrutement de GFP::LEM-2 par vidéomicroscopie d’ovocytes vivants en méiose I à partir 

du début de l’anaphase I (haut) et en méiose II à partir du début de l’anaphase II (bas) 

(n=11). Les flèches en cyan désignent la « plaque » de GFP::LEM-2. (D) Immunomarquage 

de CHMP-7 (haut), et VPS-32 (bas) en interphase et en intercinèse. Les flèches en jaune 

désignent la localisation de VPS-32 en interphase. (E) Dynamique de recrutement de 

GFP::LEM-2 par vidéomicroscopie d’ovocytes vivants contrôles (haut) et lin-5(RNAi) (bas) 

avec les schémas correspondants (gauche) et les quantifications de l’intensité du signal 

GFP::LEM-2 au niveau des lots 1 et 2 (droite) à 260s. Les barres d’erreur correspondent à la 

déviation standard. Test de Mann-Whitney, valeur p<0,0001. (F) Dynamique de 

recrutement de GFP::LEM-2 par vidéomicroscopie d’ovocytes contrôles (haut) et 

d’ovocytes traités à la colchicine à 100µm (bas) avec les schémas correspondants (gauche) 

et les quantifications de l’intensité par balayage de ligne (line-scan) de l’intensité de 

GFP::LEM-2 et de l’ADN à 200s dans les ovocytes contrôles et dans les ovocytes traités à la 

colchicine. Les barres d’erreur correspondent à l’erreur standard à la moyenne. Les barres 

d’échelle correspondent à 5µm pour les images de vidéomicroscopies et 1µm pour la 

microscopie électronique. 

 

Figure R.2 : L’enveloppe d’intercinèse se compose de protéines de la lamine périphérique 

et de protéines de pores nucléaires 

(A) Localisation des protéines de la lamine périphérique GFP::EMR-1, GFP::BAF-1, 

GFP::LMN-1, SUN-1::GFP, GFP::LMN-1 et des protéines de la membrane nucléaire externe 

GFP::ZYG-12 et GFP::SP-12 par vidéomicroscopie d’ovocytes vivants avec les schémas 

correspondants (gauche). (B) Localisation des protéines des pores nucléaires GFP::MEL-28,  
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GFP::NPP-5, GFP ::NPP-13, LAP ::NPP-19, NPP-1 ::GFP, NPP-11 ::GFP, GFP::NPP-7, NPP-

21 ::GFP, GFP ::NPP-24, GFP::NPP-12, GFP ::NPP-22, GFP ::NPP-25 par vidéomicroscopie 

d’ovocytes vivants avec les schémas correspondants (gauche). Les barres d’échelle 

correspondent à 5µm. 

 

Figure R.3 : BAF-1 est essentielle à la localisation des protéines de la MN interne et 

l’intégrité de l’enveloppe d’intercinèse 

(A-C) Localisation en début d’anaphase I, en intercinèse, en début d’anaphase II et en 

interphase de GFP::LEM-2 (A), GFP ::EMR-1 (B), GFP ::SUN-1 (C) par vidéomicroscopie 

d’ovocytes vivants contrôles et baf-1(RNAi) avec les quantifications de l’intensité du signal 

au niveau du lot 2 à partir du début de l’anaphase I (bas). Le contrôle est représenté en 

bleu foncé et baf-1(RNAi) en bleu clair. Les pointillés délimitent l’intercinèse. Les barres 

d’erreur correspondent à l’erreur standard à la moyenne. (D) Reconstruction en 3 

dimensions d’un ovocyte contrôle AID ::BAF-1 (haut) et d’un ovocyte AID::BAF-1 baf-

1(RNAi) traité à l’auxine 4mM sur la nuit (bas) avec des coupes montrant les lots 1 et 2 

(droite). Les chromosomes sont en magenta, les membranes en vert et la membrane 

plasmique en beige. Les flèches blanches désignent les membranes à l’intérieur des lots de 

chromosomes. (E-F) Longueur totale (E) et longueur moyenne (F) des contours autour du 

lot 1 et du lot 2 dans le contrôle AID ::BAF-1 (bleu foncé) et dans l’ovocyte AID ::BAF-1 baf-

1(RNAi) traité à l’auxine 4mM sur la nuit (bleu clair). Les barres d’échelle correspondent à 

5µm pour les images de vidéomicroscopies et 1µm pour la microscopie électronique 

 

Figure R.4 : MEL-28 est essentielle au recrutement de l’enveloppe d’intercinèse et à la 

localisation de GFP ::LEM-2 via la régulation des kinétochores et des microtubules 

(A) Localisation en début d’anaphase I, en intercinèse, en début d’anaphase II et en 

interphase de GFP ::LEM-2 par vidéomicroscopie d’ovocytes vivants contrôles et 

d’ovocytes mel-28(RNAi), mel-28(RNAi) traités au nocodazole 100ng/ul et mel-28 ;knl-

3(RNAi) avec les quantifications de l’intensité du signal au niveau du lot 2 à partir du début 

de l’anaphase I (droite). Le contrôle est représenté en bleu foncé, mel-28(RNAi) en orange, 

mel-28(RNAi) traités au nocodazole 100ng/ul en marron et mel-28 ;knl-3(RNAi) en vert. Les 

pointillés délimitent l’intercinèse. Les barres d’erreur correspondent à l’erreur standard à 

la moyenne. (B) Localisation en début d’anaphase I, en intercinèse, en début d’anaphase  
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II et en interphase de GFP ::BAF-1 par vidéomicroscopie d’ovocytes vivants contrôles et 

d’ovocytes mel-28(RNAi) avec la quantification de l’intensité du signal au niveau du lot 2 à 

partir du début de l’anaphase I (droite). Le contrôle est représenté en bleu foncé et mel-

28(RNAi) en orange. Les pointillés délimitent l’intercinèse. Les barres d’erreur 

correspondent à l’erreur standard à la moyenne. (C) Reconstruction en 3 dimensions d’un 

ovocyte contrôle (haut) et d’un ovocyte mel-28(RNAi) (bas) avec des coupes montrant les 

lots 1 et 2 (droite). Les chromosomes sont en magenta, les membranes en contact avec les 

chromosomes en vert et la membrane plasmique en beige. (D) Longueur totale des 

contours dans le contrôle (bleu foncé) et dans l’ovocyte mel-28(RNAi) (orange). (E) 

Reconstruction en 3 dimensions d’un ovocyte mel-28(RNAi). Les chromosomes sont en 

magenta, la membrane plasmique en beige et les membranes autour du fuseau en 

couleurs. Les barres d’échelle correspondent à 5µm pour les images de vidéomicroscopies 

et 1µm pour la microscopie électronique 

 

Figure R.5 : NPP-5/-6, NPP-7 et NPP-25 contribuent au recrutement de GFP::LEM-2 en 

intercinèse  

(A-B) Localisation en début d’anaphase I, en intercinèse, en début d’anaphase II et en 

interphase de GFP::NPP-5 (A) et GFP ::NPP-7 (B) par vidéomicroscopie d’ovocytes vivants 

contrôles et d’ovocytes mel-28(RNAi) avec les quantifications de l’intensité du signal au 

niveau du lot 2 à partir du début de l’anaphase I (droite). Le contrôle est représenté en bleu 

foncé et mel-28(RNAi) en orange. Les pointillés délimitent l’intercinèse. Les barres d’erreur 

correspondent à l’erreur standard à la moyenne. (C) Localisation en début d’anaphase I, en 

intercinèse, en début d’anaphase II et en interphase de GFP::LEM-2 par vidéomicroscopie 

d’ovocytes vivants contrôles et d’ovocytes npp-5(RNAi), npp-6(RNAi), npp-5 ;npp-6(RNAi), 

npp-25(RNAi), npp-12(RNAi), npp-19(RNAi) et npp-7(RNAi) avec les quantifications de 

l’intensité du signal au niveau du lot 2 à partir du début de l’anaphase I (droite). Le contrôle 

est représenté en bleu foncé et npp-5(RNAi) en jaune, npp-6(RNAi) en mauve, npp-5 ;npp-

6(RNAi) en turquoise, npp-25(RNAi) en bordeaux, npp-12(RNAi) en gris, npp-19(RNAi) en 

rose et npp-7(RNAi) en rose foncé. Les pointillés délimitent l’intercinèse. Les barres d’erreur 

correspondent à l’erreur standard à la moyenne. (D) Kymographe d’un chromosome à 

partir du début de l’anaphase I d’un ovocyte contrôle AID::BAF-1 et un ovocyte AID::BAF-1  
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baf-1(RNAi) traité à l’auxine 4mM. (E) La distance entre les deux lots de chromosomes à 

partir du début de l’anaphase I dans le contrôle AID ::BAF-1 (bleu foncé) et dans l’ovocyte 

AID::BAF-1 baf-1(RNAi) traité à l’auxine 4mM sur la nuit (bleu clair). Les barres d’erreur 

correspondent à l’erreur standard à la moyenne. Les barres d’échelle correspondent à 5µm. 
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Discussion  

 

Une enveloppe recouvrant les chromosomes se forme en 

intercinèse dans l’ovocyte  

 

Il est généralement admis que l’enveloppe nucléaire ne se reforme pas en intercinèse, la 

courte phase entre la sortie de méiose I et l’entrée en méiose II (Wolff et al. 2016). Ce 

dogme s’appuie sur le fait que les chromosomes ne se décondensent pas en intercinèse et 

qu’il n’est donc pas nécessaire de reformer une enveloppe nucléaire. Avant mon arrivée au 

laboratoire, mon équipe d’accueil avait observé la présence d’une enveloppe recouvrant 

les chromosomes condensés en cours de ségrégation en anaphase I dans les ovocytes de 

C. elegans (Laband et al. 2017).Ces résultats ont ensuite été confirmés par une observation 

de microscopie électronique dans une publication de Penfield et al. . Cette étude visait à 

étudier les mécanismes de reformation de l’enveloppe nucléaire en télophase II, à la sortie 

de méiose. L’observation de la présence d’une structure de type « enveloppe nucléaire » 

en intercinèse n’y était d’ailleurs évoquée que de manière anecdotique. Durant ma thèse, 

j’ai donc tenté de confirmer la présence d’une telle structure et d’en étudier les 

caractéristiques. Bien que cette enveloppe ne soit pas « nucléaire », puisqu’elle ne sert pas 

à compartimenter un noyau, elle partage néanmoins plusieurs caractéristiques communes 

avec l’enveloppe nucléaire, et notamment sa structure en double membrane. J’ai, pour 

cette raison, décidé de la nommer « enveloppe d’intercinèse ».  

J’ai pu démontrer que l’enveloppe d’intercinèse s’assemble initialement sur la surface 

externe du lot de chromosomes qui va poursuivre sa ségrégation en méiose II, avant de 

recouvrir quasi totalement la surface de ce lot. A la différence de l’enveloppe nucléaire, 

l’enveloppe d’intercinèse ne se scelle par contre jamais totalement et n’est pas en 

continuité avec le réticulum endoplasmique.  
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Elle est composée de protéines de la lamine périphérique (BAF-1, LEM-2, EMR-1, SUN-1 et 

LMN-1) et est dépourvue de protéines de la MN externe (ZYG-12 et SP-12). Bien que les 

pores nucléaires soient absents de l’enveloppe d’intercinèse, certaines nucléoporines s’y 

localisent (MEL-28ELYS, NPP-5NUP107 et NPP-6NUP160 du complexe Y, NPP-7NUP153 du panier 

nucléaire, NPP-19NUP35 du canal central et NPP-12NUP210 et NPP-25TMEM33 du complexe 

transmembranaire). L’analyse fonctionnelle m’a permis d’identifier les rôles de la 

nucléoporine MEL-28ELYS et de la protéine de liaison à la chromatine BAF-1 dans la 

reformation de l’enveloppe d’intercinèse (Figure D.1). MEL-28ELYS participe à l’assemblage 

de l’enveloppe d’intercinèse via la régulation des kinétochores et des microtubules, mais 

également via le recrutement des nucléoporines NPP-5NUP107, NPP-7NUP153 et, 

potentiellement, NPP-25TMEM33. BAF-1 participe à l’intégrité de l’enveloppe d’intercinèse 

en participant à la fusion des membranes la composant. Enfin, mes données fonctionnelles 

m’ont également permis d’identifier le rôle potentiel de l’enveloppe d’intercinèse dans le 

contrôle de la vitesse et de l’étendu de la ségrégation des chromosomes en 

anaphase/télophase I.  

 

La régulation de l’enveloppe d’intercinèse par les microtubules 

 

Dans plusieurs modèles, les microtubules du fuseau de division et l’enveloppe nucléaire en 

cours de reformation ont des rôles antagonistes. Les microtubules ne sont pas nécessaires 

pour assembler l’enveloppe nucléaire (Samwer et al. 2017), au contraire leur 

dépolymérisation est requise pour la reformation d’une enveloppe nucléaire intègre et 

pour la phase finale de scellement de l’enveloppe (Xue et al. 2013; Vietri et al. 2015). 

Mes observations en intercinèse sont en accord avec ces résultats concernant l’enveloppe 

nucléaire. En effet, l’enveloppe d’intercinèse est initialement exclue de la face interne des 

lots de chromosomes en cours de ségrégation, où se concentrent les microtubules du 

fuseau central méiotique (Figure R.1F). De manière intéressante, en présence d’une faible 

dose de colchicine, qui dépolymérise partiellement le fuseau central méiotique, le 

recrutement du marqueur GFP::LEM-2 s’opère précocement et de manière plus symétrique 

(Figure R.1G).  
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Ce résultat suggère que l’enveloppe d’intercinèse s’assemble plus précocement sur les 

faces externe et interne des chromosomes en cours de ségrégation lorsque la densité des 

microtubules du fuseau central est réduite. Les microtubules du fuseau central méiotique 

agiraient donc comme un frein à l’assemblage de l’enveloppe d’intercinèse sur la face 

interne des chromosomes en cours de ségrégation.  

Une seconde observation met en évidence le lien antagoniste entre les microtubules et 

l’assemblage de l’enveloppe d’intercinèse. En effet, en absence de MEL-28ELYS, j’ai constaté 

une absence totale de GFP::LEM-2 corrélant avec un défaut complet d’assemblage de 

l’enveloppe d’intercinèse (Figure R.4A, R.4C). Bien que mes résultats d’analyse 

fonctionnelle suggèrent que le rôle de MEL-28ELYS dans l’assemblage de l’enveloppe 

d’intercinèse soit probablement multifactorielle (voir plus bas), la présence ectopique de 

microtubules au niveau de la face externe des chromosomes, dans cette condition, 

explique sans doute partiellement le défaut de recrutement de GFP::LEM-2 et de formation 

de l’enveloppe d’intercinèse. J’ai, en effet, pu montrer qu’en présence de nocodazole, le 

phénotype d’absence de recrutement de GFP::LEM-2 après déplétion de MEL-28ELYS 

pouvait être partiellement sauvé. D’une manière générale, ces résultats suggèrent que la 

présence de microtubule a une action inhibitrice sur le recrutement de GFP::LEM-2, et donc 

probablement sur l’assemblage de l’enveloppe d’intercinèse. Les mécanismes moléculaires 

sous-jacents restent par contre inconnus.  

 

La proximité du cortex ovocytaire inhibe la formation de 

l’enveloppe d’intercinèse 

 

La formation de l’enveloppe d’intercinèse et le recrutement de GFP::LEM-2 sont 

asymétriques et s’opèrent principalement sur le lot de chromosomes maintenu dans 

l’ovocyte à l’issus de la méiose I. Mes résultats suggèrent que l’asymétrie de recrutement 

de GFP::LEM-2 est due à la proximité de la membrane plasmique, puisqu’en absence de 

rotation du fuseau, GFP::LEM-2 est recrutée de manière symétrique sur les deux lots de 

chromosomes en cours de ségrégation (Figure R.1E).  
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En absence de MEL-28 :
- L'enveloppe d'intercinèse ne se reforme
pas à la surface des chromosomes.
- Les microtubules et les kinétochores
inhibent partiellement son recrutement.
- NPP-5 et NPP-7 ne sont pas recrutées à
la surface des chromosomes

Figure D. 2 : Schéma récapitulatif des rôles de MEL-28 en intercinèse 
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Soit la proximité des chromosomes avec la membrane plasmique est telle, que celle-ci agit 

comme une barrière physique au recrutement de membranes pour la formation de 

l’enveloppe d’intercinèse, soit un signal émanant de la membrane plasmique inhibe cette 

formation. Là encore, les mécanismes moléculaires sous-jacents sont inconnus.  

De manière intéressante, cette asymétrie concerne également la localisation des protéines 

BAF-1, NPP-25TMEM33, NPP-12NUP210, NPP-19NUP35, EMR-1 et SUN-1 qui sont recrutées 

exclusivement sur le lot de chromosomes maintenus dans l’ovocyte, mais pas sur le lot de 

chromosomes expulsé dans le globule polaire. MEL-28ELYS et les nucléoporines NPP-5NUP107, 

NPP-6NUP160 et NPP-7NUP153 sont quant à elles recrutées de manière symétrique sur les deux 

lots de chromosomes.  

Il serait intéressant de tester si une symétrisation des localisations de BAF-1, NPP-25TMEM33, 

NPP-12NUP210, NPP-19NUP35, EMR-1 et SUN-1 est observée en absence de rotation du fuseau. 

Une telle symétrisation pourrait permettre d’identifier une (des) cible(s) d’un potentiel 

signal inhibiteur émanant de la membrane plasmique.  

 

Rôle de MEL-28ELYS dans l’assemblage de l’enveloppe d’intercinèse  

 

Mes résultats suggèrent que l’absence de formation de l’enveloppe d’intercinèse, corrélant 

avec le défaut de recrutement de GFP::LEM-2, est due, d’une part au rôle de MEL-28ELYS 

dans la régulation du désassemblage des kinétochores et/ou des microtubules des pôles 

du fuseau, et d’autre part au rôle de MEL-28ELYS dans le recrutement de certaines 

nucléoporines (Figure D.2).  

Désassemblage des kinétochores et des microtubules des pôles du fuseau et 

formation de l’enveloppe d’intercinèse  

 

Les kinétochores holocentriques de C. elegans forment un complexe multiprotéique qui se 

localise à la surface de chaque chromosome. Après le début de l’anaphase I, le recrutement 

de la protéine phosphatase PP1 par MEL-28ELYS induit le désassemblage des kinétochores 

via un mécanisme moléculaire inconnu (Hattersley et al. 2016).  
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Figure D. 3 : Le recrutement de GFP::LEM-2 n’est pas accéléré en absence de kinétochores 

 Localisation en début d’anaphase I, en intercinèse, en début d’anaphase II et en interphase de 

GFP::LEM-2 par vidéomicroscopie d’ovocytes vivants contrôles et d’ovocytes knl-3(RNAi) avec la 

quantification de l’intensité du signal au niveau du lot 2 à partir du début de l’anaphase I (droite). 

Le contrôle est représenté en bleu foncé et knl-3(RNAi) en rouge. Les pointillés délimitent 

l’intercinèse. Les barres d’erreur correspondent à l’erreur standard à la moyenne. La barre 

d’échelle correspond à 5 μm. 
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En absence de MEL-28ELYS, les kinétochores persistent à la surface des chromosomes après 

le début de l’anaphase I, tandis que de nombreux microtubules ectopiques sont observés 

au niveau des pôles du fuseau de méiose I pendant toute l’anaphase/télophase I 

(Hattersley et al. 2016). D’un point de vue cinétique, l’initiation du désassemblage des 

kinétochores et de la persistance des microtubules polaires ectopiques corrèlent avec 

l’initiation du recrutement de GFP::LEM-2 sur les chromosomes. Le défaut de formation de 

l’enveloppe d’intercinèse observé en absence de MEL-28ELYS pourrait donc être induit par 

la persistance des kinétochores à la surface des chromosomes, qui agiraient telle une 

barrière physique, ou par la présence de microtubules polaires ectopiques (voir plus haut, 

expériences de dépolymérisation partielle des microtubules). Mes résultats ne permettent 

pas de trancher entre ces deux hypothèses. En effet, bien que la déplétion de KNL-3, 

induisant une absence de kinétochores, permettent de sauver partiellement l’absence de 

recrutement de GFP::LEM-2 à l’enveloppe d’intercinèse liée à la déplétion de MEL-28ELYS, 

celle-ci s’accompagne également d’une réduction de la densité des microtubules du fuseau 

(Cheeseman et al. 2004). Le sauvetage du recrutement de GFP::LEM-2 peut donc 

s’expliquer soit par l’absence des kinétochores persistants en anaphase/télophase I, soit 

par la réduction de la densité des microtubules polaires ectopiques, soit par une 

combinaison des deux facteurs. De manière intéressante en présence de MEL-28ELYS, la 

cinétique de recrutement de GFP::LEM-2 n’est pas accélérée en absence de kinétochore 

(après traitement par knl-3(RNAi)) (Figure D.3). Les kinétochores ne contrôlent donc pas la 

cinétique de l’initiation de l’assemblage de l’enveloppe d’intercinèse et ne représentent 

donc pas une barrière physique à sa formation précoce. 

  

Recrutement des nucléoporines en aval de MEL-28ELYS et formation de 

l’enveloppe d’intercinèse  

 

En sortie de mitose, MEL-28ELYS se lie à la chromatine en cours de décondensation et est en 

amont du recrutement de l’ensemble des nucléoporines à l’enveloppe nucléaire en 

formation. En particulier, les nucléoporines du complexe Y, dont NPP-5NUP107 et NPP-

6NUP160, sont directement recrutées en aval de MEL-28ELYS lors de la reformation des pores  
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nucléaires (Franz et al. 2007; Rasala et al. 2006; Galy et al. 2006). Leur déplétion perturbe 

la formation des pores, l’expansion nucléaire et entraine des défauts de ségrégation des 

chromosomes (Walther et al. 2003; Orjalo et al. 2006; Boehmer et al. 2003). Mes résultats 

montrent qu’en intercinèse, MEL-28ELYS est nécessaire au recrutement, à la surface des 

chromosomes en cours de ségrégation, des nucléoporines NPP-5NUP107 et NPP-7NUP153 du 

panier nucléaire. J’ai également montré qu’en absence des nucléoporines NPP-5/-

6NUP107/160 redondantes, NPP-7NUP153 ou NPP-25TMEM33, l’intensité de recrutement de 

GFP ::LEM-2 est significativement réduite. Ce n’est, par contre, pas le cas en absence de 

NPP-12NUP210 et NPP-19NUP35. Il serait intéressant de tester si le recrutement de NPP-

25TMEM33 dépend également de MEL-28ELYS, car l’intensité de GFP ::LEM-2 est réduite à 

l’enveloppe d’intercinèse en son absence. L’ensemble de ces résultats suggèrent que MEL-

28ELYS pourrait réguler le recrutement de GFP::LEM-2, et la formation de l’enveloppe 

d’intercinèse, via le recrutement des nucléoporines NPP-5/-6NUP107/160 et NPP-7NUP153 (et 

potentiellement NPP-25TMEM33).  

 

Contribution des nucléoporines dans la formation de l’enveloppe 

d’intercinèse  

 

Mes résultats en intercinèse démontrent que NPP-5/-6NUP107/160 redondantes, NPP-7NUP153 

et NPP-25TMEM33 sont essentielles au recrutement de GFP::LEM-2 et donc potentiellement 

à l’assemblage de l’enveloppe d’intercinèse. Ces nucléoporines contribuent en mitose et 

en interphase à établir le lien entre les pores nucléaires en formation et l’enveloppe 

nucléaire. En effet, NPP-5NUP107 et NPP-6NUP160 sont requises pour lier les pores nucléaires 

en formation aux membranes, et ce via le recrutement de nucléoporines du complexe 

transmembranaire (Walther et al. 2003; Orjalo et al. 2006; Boehmer et al. 2003; Antonin et 

al. 2005). C’est le cas notamment de NUP160NPP-6 qui recrute POM121 du complexe 

transmembranaire (Mitchell et al. 2010). En plus de cette interaction indirecte avec les 

membranes, NUP160NPP-6 possède un motif ALPS qui lui permettrait de se lier directement 

aux membranes (Hamed et Antonin 2021). NUP153NPP-7 du panier nucléaire est essentielle 

à l’assemblage des pores nucléaires en interphase.  
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Figure D. 4 : Variabilité des échantillons après la déplétion de NPP-

12 et NPP-19 par ARN intérférents.  
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Elle se lie à la MN interne via son domaine N-terminal pour y recruter le complexe Y 

(Vollmer et al. 2015). Enfin, TMEM33NPP-25 est une nucléoporine du complexe 

transmembranaire qui possède également en son domaine C-terminal un domaine de 

liaison aux membranes essentiel à sa localisation à l’enveloppe (Floch et al. 2015). Ces 

interactions directes et indirectes entre NPP-5/-6NUP107/160, NPP-7NUP153 et NPP-25TMEM33 

pourraient expliquer comment ces nucléoporines contribuent au recrutement de 

GFP::LEM-2 et potentiellement des membranes formant l’enveloppe d’intercinèse. Il serait 

donc intéressant de tester si en absence de ces nucléoporines en intercinèse, la diminution 

de signal de GFP::LEM-2 est corrélée avec un défaut de recrutement des membranes à la 

surface des chromosomes. 

En intercinèse, j’ai observé la localisation de NPP-12NUP210 du complexe transmembranaire 

et NPP-19NUP35 de l’anneau interne. Elles possèdent toutes les deux des domaines 

d’interaction avec les membranes (Vollmer et al. 2012; Greber, Senior, et Gerace 1990). 

Contrairement à NPP-5/-6NUP107/160, NPP-7NUP153 et NPP-25TMEM33, NPP-12NUP210 et NPP-

19NUP35 induisent chacune une diminution non significative de GFP::LEM-2. Cette « non-

significativité » est due à une grande variabilité dans mes échantillons (Figure D.4). Cette 

variabilité pourrait être due à un défaut d’efficacité de l’ARN interférent. Il serait 

intéressant de tester l’efficacité de l’ARN interférent avant d’éliminer leur potentielle 

contribution dans le recrutement de GFP::LEM-2 en intercinèse.  

 

 

L’enveloppe d’intercinèse est dépourvue de pores nucléaires 

 

J’ai observé par microscopie électronique en tomographie et SBF-SEM que l’enveloppe 

d’intercinèse est dépourvue de pores nucléaires bien que MEL-28ELYS et d’autres 

nucléoporines y sont présentes (Figures R.1B et R.2B, (Penfield et al. 2020)). Il serait 

intéressant de comprendre pourquoi en intercinèse ces nucléoporines ne participent pas à 

la reformation de pores nucléaires. Lors de la reformation de l’enveloppe nucléaire en fin 

de mitose, bloquer l’assemblage des pores après le recrutement du complexe Y affecte 

l’intégrité de l’enveloppe nucléaire. Par exemple, la déplétion de POM121 du complexe 
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EMR-1
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En absence de BAF-1,
l'enveloppe d'intercinèse est
fragmentée. LEM-2, EMR-1 et
SUN-1 ne sont pas recrutées à
la surface des chromosomes

Figure D. 5 : Schéma récapitulatif des rôles de BAF-1 en intercinèse 
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 transmembranaire, qui est recrutée en aval du complexe Y, bloque la fusion des 

membranes et la reformation d’une enveloppe nucléaire « fermée » autour des 

chromosomes. Cependant, la co-déplétion de POM121 ainsi que NUP107NPP-5 sauve ce 

phénotype (Antonin et al. 2005). Cette observation suggère que la formation de pré-pores 

au niveau de l’enveloppe nucléaire bloque la fusion des membranes et la formation d’une 

enveloppe nucléaire continue et intègre. En intercinèse, malgré la présence des protéines 

du complexe Y et l’absence de pores nucléaires, l’enveloppe d’intercinèse est continue. 

Cette observation suggère que les protéines du complexe Y ne forment pas de pré-pores 

en intercinèse et qu’elles y jouent potentiellement d’autres fonctions.  

Toutefois, l’absence de pores nucléaires n’est pas surprenante. Le rôle des pores nucléaires 

est majoritairement de restreindre et contrôler les communications nucléo-

cytoplasmiques. En intercinèse, l’enveloppe ne se scelle jamais complètement (Figure 

R.1D). Il n’est donc, à priori, pas utile de former des pores nucléaires dans ce contexte. Ceci 

pourrait être la raison pour laquelle je n’ai pas observé la présence de protéines du canal 

central (NPP-1/-11NUP54/62), de l’anneau interne (NPP-13NUP93), des filaments 

cytoplasmiques (NPP-24NUP88) et du panier nucléaire (NPP-21TPR) qui sont essentielles à la 

régulation du transport nucléo-cytoplasmique. On peut émettre l’hypothèse que les 

nucléoporines NPP-25TMEM33 et NPP-12NUP210 du complexe transmembranaire, NPP-19NUP35 

de l’anneau interne et NPP-7NUP153 du panier nucléaire sont recrutées à l’enveloppe 

d’intercinèse via leurs domaines membranaires, et sans lien avec la dynamique 

d’assemblage des pores nucléaires. Ces nucléoporines contribueraient en retour au 

recrutement des membranes en intercinèse.  

 

Rôle de BAF-1 dans l’intégrité de l’enveloppe d’intercinèse 

 

En absence de BAF-1, l’intensité du signal des protéines à domaine LEM LEM-2 et EMR-1 et 

de la protéine SUN-1 est significativement diminuée et l’enveloppe d’intercinèse est très 

fragmentée (Figure D.5). On peut donc émettre l’hypothèse que BAF-1, et/ou les protéines 

de la membrane interne qui en dépendent, sont nécessaires à la fusion des membranes et 

à l’intégrité de l’enveloppe d’intercinèse.  
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La fusion des membranes peut avoir en théorie lieu de deux manières, soit via le 

recrutement de protéines qui promeuvent cette fusion, soit via la promotion de 

l’accumulation d’un excès de membranes qui induit leur fusion spontanée (Chernomordik 

et Kozlov 2003).  

Lors de la reformation de l’enveloppe nucléaire en fin de mitose les protéines du complexe 

ESCRT III sont requises pour le scellement de l’enveloppe nucléaire et pour la fusion des 

membranes (Olmos et al. 2015). Dans les extraits d’œufs de xénope, différentes études ont 

démontré qu’indépendamment du complexe ESCRTIII les protéines SNAREs et la protéine 

atlastine amenées par le RE sont requises pour cette fusion (Baur et al. 2007; S. Wang et al. 

2013; Jahn et Scheller 2006) . J’ai montré que les protéines du complexe ESCRT III ne sont 

pas recrutées à l’enveloppe d’intercinèse (Figure R.1D). J’ai également observé que 

l’enveloppe n’est pas en continuité avec le RE. La fusion des membranes a donc lieu 

indépendamment de la présence du complexe ESCRTIIII et de l’activité de protéines 

apportées par le RE.  

 

Le recrutement de LEM-2 par BAF-1 

 

Une des questions que l’absence totale de GFP::LEM-2 en intercinèse en absence de BAF-1 

soulève est de comprendre pourquoi LEM-2 dépend strictement de BAF-1 pour sa 

localisation en intercinèse et pas en interphase (Figure R.2A). LEM-2 possède en théorie un 

domaine de liaison à la chromatine qui lui permet de lier l’ADN sans l’intervention de BAF-

1 (Caputo et al. 2006; Ulbert et al. 2006). En intercinèse, l’état condensé des chromosomes 

pourrait bloquer l’accessibilité des régions chromatiniennes auxquelles LEM-2 se lie, 

rendant BAF-1 indispensable pour sa localisation à la surface des chromosomes. 
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Lot 1
Lot 2

ADN, membranes, membranes autour du fuseau

Figure D. 6 : Les membranes de l’enveloppe d’intercinèse sont 

potentiellement originaires de fragments de membranes se localisant 

autour du fuseau. 

Coupe de microscopie par tomographie d’un ovocyte en intercinèse. Les 

chromosomes sont segmentés en magenta, les membranes en contact avec 

les chromosomes en vert. Les flèches en cyan indiquent les fragments de 

membranes autour des chromosomes. La barre d’échelle représente 1µm. 
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L’origine des membranes de l’enveloppe d’intercinèse 

 

En mitose, l’enveloppe nucléaire se reforme à partir du réticulum endoplasmique avec 

lequel elle est en continuité (Schellhaus, De Magistris, et Antonin 2016). Dans l’ovocyte de 

C. elegans, l’enveloppe d’intercinèse n’est pas en lien avec le RE et n’en partage pas la 

composition (Figure R.1B et R.2A, (Penfield et al. 2020)). Cependant, j’ai observé par 

microscopie électronique la présence de membranes isolées qui se localisent autour du 

fuseau en anaphase I et en intercinèse (Figure D.6). Ces membranes pourraient dériver du 

RE. Il serait intéressant de vérifier si d’autres protéines résidentes du RE à part ZYG-12 et 

SP-12 se localisent sur ces fragments de membranes. Le RE se compose de réticulons qui 

sont des protéines qui assurent sa fonction et sa structure. Elles sont caractérisées par un 

domaine RHD (reticulon homology domain, RHD), dont l’unique représentante chez C. 

elegans est la protéine RET-1 (Di Sano, Bernardoni, et Piacentini 2012). Dans les cellules 

HeLa, la protéine TMEM33 (orthologue de NPP-25TMEM33) se localise au RE et lie les 

protéines à domaine RHD (Urade et al. 2014). Si cette fonction est conservée chez C. 

elegans, la présence de NPP-25TMEM33 à l’enveloppe d’intercinèse pourrait donc permettre 

le recrutement de membranes dérivées du RE qui participeraient en retour à la formation 

de cette enveloppe. Ceci pourrait expliquer pourquoi en absence de NPP-25TMEM33 le 

recrutement de GFP::LEM-2 est significativement diminué (Figure R.5C). SUN-1 qui 

s’associe également avec le RE pourrait aussi participer au recrutement de membranes 

alimentant la formation de l’enveloppe d’intercinèse. En accord avec cette hypothèse, 

l’intensité de GFP::SUN-1 diminue significativement en absence de BAF-1 (Figure R.3C). Si 

NPP-25TMEM33 et SUN-1 jouent effectivement un rôle dans l’apport des membranes formant 

l’enveloppe d’intercinèse, leur localisation asymétrique sur les deux lots de chromosomes 

en cours de ségrégation pourrait potentiellement expliquer l’asymétrie d’assemblage de 

l’enveloppe d’intercinèse. Afin de tester ces hypothèses, il serait intéressant d’analyser 

l’intégrité de l’enveloppe par une approche de microscopie électronique en SBF-SEM en 

absence de NPP-25TMEM33 ou SUN-1. 
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Figure D. 7 : Schéma représentant le rôle de l’enveloppe d’intercinèse dans le maintien 

des lots de chromosomes en cours de ségrégation 

En absence de BAF-1
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Rôle de l’enveloppe d’intercinèse dans la ségrégation des 

chromosomes  

 

Hormis la condition où MEL-28 est déplétée, je n’ai pu trouver aucune condition où 

l’enveloppe d’intercinèse est absente de la surface des chromosomes.  

J’ai par ailleurs constaté qu’en absence de BAF-1, l’enveloppe d’intercinèse est fragmentée 

(Figure R. 3D). Des études antérieures chez C. elegans ont démontré que l’absence de BAF-

1 en mitose conduit à des défauts majeurs de ségrégation des chromosomes accompagnés 

de défauts de reformation de l’enveloppe nucléaire. L’enveloppe nucléaire ne recouvre 

alors pas totalement les chromosomes et des membranes intranucléaires sont présentes 

(Gorjánácz et al. 2007). Ces membranes intranucléaires sont probablement responsables 

de la formation de micronoyaux, comme c’est le cas dans les cellules humaines en culture 

où les micronoyaux sont causés par la reformation de l’enveloppe nucléaire autour de 

chaque chromosome (Samwer et al. 2017).  

L’absence de BAF-1 en anaphase I ne conduit pas à des défauts majeurs de ségrégation. Les 

chromosomes se séparent plus rapidement et sur une plus grande distance, mais ils 

rentrent ensuite en méiose II sans erreurs de ségrégation (Figure R.5D). L’intégrité de 

l’enveloppe d’intercinèse serait donc importante pour ralentir la ségrégation des 

chromosomes par le mécanisme de poussée (Figure D.7). On peut supposer que celle-ci 

agit comme une barrière regroupant les chromosomes en un seul lot, et contrecarrant ainsi 

les forces de poussée exercées par le fuseau central d’anaphase. Ce n’est qu’à la sortie de 

méiose II que des défauts semblables à la formation de micronoyaux sont observés (Figure 

R.3A, R.3B et R.3C). La différence des phénotypes observés en intercinèse et en sortie de 

méiose II pourrait être due à l’état de condensation des chromosomes dans ces deux 

phases. Les chromosomes restent condensés en intercinèse, tandis qu’ils se décondensent 

rapidement à la sortie de méiose II. Un état décondensé de la chromatine pourrait, en effet, 

permettre l’accessibilité des fragments de membrane formant les micronoyaux en absence 

de BAF-1. 
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Rôle potentiel de l’enveloppe d’intercinèse dans le maintien des 

chromosomes lors de l’arrêt secondaire en anaphase I 

 

Lors de l’ovogénèse chez C. elegans, un arrêt secondaire a lieu après la fécondation. Il a été 

mis en évidence expérimentalement par l’utilisation d’une lignée mutante présentant des 

spermatozoïdes défectueux, non fécondants (McNally 2005). Dans cette lignée, les 

ovocytes non-fécondés marquent un arrêt en intercinèse durant lequel les chromosomes 

restent condensés. Après environ 18 minutes, les chromosomes commencent à se 

décondenser pour former le pronoyau femelle. Un rôle potentiel de l’enveloppe 

d’intercinèse pourrait être d’entourer le lot de chromosomes en cas de non fécondation de 

l’ovocyte afin de protéger les chromosomes durant leur décondensation et leur migration. 

Il serait intéressant d’observer la dynamique et la reformation de l’enveloppe d’intercinèse 

dans cette condition expérimentale et de tester si l’enveloppe d’intercinèse persiste au 

niveau des chromosomes jusqu’à la migration du pronoyau, ou si elle se désassemble pour 

permettre à l’enveloppe d’interphase de former le pronoyau femelle. Dans le cas où 

l’enveloppe d’intercinèse persiste, il serait intéressant de vérifier si des pores nucléaires s’y 

reforment. 

 

Conservation inter-espèces de l’enveloppe d’intercinèse 

 

Comme les chromosomes restent condensés en intercinèse, il est généralement admis que 

l’enveloppe nucléaire ne se reforme pas à ce stade. J’ai démontré via mes résultats la 

formation d’une enveloppe atypique qui entoure les chromosomes condensés dans 

l’ovocyte de C. elegans (Figure D.8).  

Chez C. elegans, la formation de l’enveloppe d’intercinèse en fin d’anaphase I coïncide avec 

l’arrêt secondaire de l’ovogénèse (voir paragraphe précédent). Il serait intéressant de 

tester si la reformation de cette enveloppe est conservée dans d’autres modèles 

expérimentaux où le second arrêt n’est pas en intercinèse, tels que l’étoile de mer où l’arrêt 

a lieu après la formation du pronoyau femelle, la drosophile où l’arrêt secondaire a lieu en 

métaphase I ou la souris où l’arrêt n’a lieu qu’en métaphase II (Von Stetina et Orr-Weaver  
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 2011). Chez la souris, une étude a démontré que NUP35NPP-19 se localise sur la surface des 

chromosomes en anaphase I et en télophase I (Chen et al. 2018). L’orthologue de NUP35, 

NPP-19 chez C. elegans, se localise à l’enveloppe d’intercinèse. Il serait intéressant de tester 

si NUP35NPP-19 dans les ovocytes de souris est associée à des membranes.  
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