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Introduction

La cellule et son cytosquelette

La cellule peut étre considérée comme l'unité structurale de la vie. Son fonctionnement
nécessite la mise en place de mécanismes de transports organisés. Le cytosquelette y joue un
rble clé.

Le cytosquelette procaryotique

La découverte de protéines polymérisées dynamiques dans la cellule bactérienne a per-
mis de mettre en évidence l'origine ancestrale des constituants du cytosquelette eucaryotique
(Carballido-Lopez et Errington 2003). En effet, des protéines homologues a la tubuline (FtsZ,
BtubA, BtubB), a l'actine (MreB, ParM, AIfA, MamK) et aux filaments intermédiaires (CreS) ont
été identifiées (Gitai 2007) et participent a de nombreux processus physiologiques. FtsZ et
MreB forment des filaments hautement dynamiques et interagissent avec des protéines
impliquées dans la ségrégation chromosomique et plasmidiale et le maintien de la morphologie
cellulaire. FtsZ forme un anneau au milieu de la cellule et recrute des protéines impliquées dans
la formation du divisome (Vishniakov et Borkhsenius 2007). ParM, AIfA et MamK jouent un réle
dans la polarité de la cellule, la ségrégation des plasmides ainsi que dans la formation de struc-
tures spécialisées (magnétosomes) ressemblant aux organelles eucaryotes (Graumann 2007).

La cellule eucaryote

Les cellules eucaryotes possedent, par opposition aux cellules procaryotes, un noyau
délimité par une double membrane qui contient les chromosomes et les machineries de trans-
cription et de réplication associées (Figure 1).
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Figure 1 : Organisation générale des cellules eucaryotes. Inspiré de (Alberts 1994).

Elles contiennent également des organites cellulaires spécialisés parmi lesquels on peut

distinguer les mitochondries, le réticulum endoplasmique, I'appareil de Golgi, les lysosomes et
les péroxysomes. Les cellules végétales ont la particularité de posséder des chloroplastes,



siege de la photosynthése, des vacuoles, contr6lant I'équilibre homéostatique de la cellule, et
une paroi pectocellulosique qui entoure et protége la cellule. L’ensemble des organites cellulai-
res est contenu dans une phase aqueuse appelée le cytosol.

Le positionnement et le maintien de la structure de ces organites sont assurés par un
squelette interne, le cytosquelette, qui est composé d’un réseau de protéines polymérisées
comprenant les microfilaments d’actine, les filaments intermédiaires et les microtubules. Il est a
l'origine des principales forces motrices de la cellule.

Les filaments d’actine

Les filaments d’actine, ou microfilaments (actine-F), sont composés de polyméres d’ac-
tine, une protéine globulaire de 42 kDa (actine-G). Le génome de la plupart des métazoaires
contient moins d’une dizaine de génes codant pour I'actine (6 chez ’homme), et de nombreux
champignons et protistes n'ont qu’un ou quelques exemplaires. Chez les plantes en revanche,
on dénombre de quelques dizaines (10 chez Arabidopsis) a plus d’une centaine de genes (Pé-
tunia). L’actine est cependant une protéine bien conservée au sein des organismes eucaryotes
(plus de 80 % d’identité entre les actines de plantes et la plupart des actines animales). Les
nombreux variants d’actine observés chez les plantes sont fréquemment exprimés spécifique-
ment dans certains tissus ou stades développementaux (McDowell et al. 1996).

Les filaments de F-actine s’assemblent en une structure a double hélice d’'un diametre
d’environ 7 nm (Figure 2). lls ont une structure polaire, avec une extrémité (+) a échanges rapi-
des (de l'ordre de 1000 monomeéres par seconde) et une extrémité (-) a échanges lents. La po-
lymérisation spontanée ou nucléation in vitro est amorcée par I'association de trois monomeres
de G-actine/ATP (nucleus) et I'ajout d'ions Mg**, K* ou Na*. Le processus est réversible, le fi-
lament se dépolymérisant aprés hydrolyse de I’ATP d’une extrémité ou lorsqu’on abaisse la

force ionique de la solution.
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Figure 2 : Mécanismes de polymérisation de I'actine. A : Phénomeéne de tapis roulant mettant en jeu ’hydrolyse
d’ATP. B : Protéines impliquées dans la nucléation des filaments d’actine.

Dans la cellule, 'assemblage est régulé par des protéines associées a l'actine selon des
mécanismes variés (Figure 2B). En présence d’un catalyseur tel que le complexe ARP2/3 mi-
mant un nucleus, les monomeres associés a I’ATP ont tendance a polymériser et forment des
filaments branchés (Goley et Welch 2006). La protéine spire, conservée chez les métazoaires,
favorise une association longitudinale de quatre sous-unités d’actine par I'intermédiaire du do-
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maine WH2 (Wiskott—Aldrich syndrome protein (WASP)-homology-2) et sert d’amorce a
'assemblage de filaments non branchés. Le maintien de spire a I'extrémité (-) empécherait la
dépolymérisation du filament. Les formines, conservées chez les eucaryotes stabilisent un di-
meére ou trimére de G-actine et facilitent la nucléation. Contrairement a spire et ARP2/3, les
formines restent associées a I'extrémité (+) et leurs association/dissociation séquentielles leur
permet de se maintenir a cette extrémité du filament en polymérisation. Enfin, la cofiline, sou-
vent montrée comme facteur générateur d’extrémités (+) par coupure de F-actine, pourrait aus-
si participer a la nucléation du polymére dans les cellules migrantes (Pak et al. 2008). Ces diffé-
rents mécanismes d’assemblage permettent une flexibilité de nucléation de filaments a géomé-
trie ou fonctions variées. Une fois polymérisée, I'actine a tendance a hydrolyser son ATP et finit
par se désolidariser du filament. On peut souvent distinguer les deux extrémités par leurs pro-
priétés distinctes. L’extrémité (+) du filament, riche en ATP-actine, a tendance a polymériser
alors que I'extrémité (-) qui est majoritairement constituée d’ADP-actine a tendance a dépoly-
mériser. Le filament dans son ensemble est donc en perpétuel renouvellement. 1l découle de
ces propriétés un phénomene dit de « treadmilling » ou tapis roulant, qui va induire un dépla-
cement du filament (Figure 2A).

Les filaments d’actine jouent un r6le dans de nombreuses fonctions biologiques dont no-
tamment les contractions des cellules musculaires striées, la cytodiérése, I'expansion cellulaire,
le trafic vésiculaire ou bien encore le déplacement des chloroplastes en fonction de la lumiére
(mouvements de cyclose) dans les cellules végétales. Des études récentes (Kunda et Baum
2009) suggerent que le cytosquelette cortical d’actine jouerait également un réle important dans
le positionnement et I'assemblage du fuseau mitotique (Figure 3).

A

Figure 3 : Importance du cytosquelette d’actine dans I’'assemblage du fuseau mitotique de cellules de droso-
phile. A a D : Cellules S2R+ de drosophile, cultivées en milieu liquide, préparées pour observer 'actine (rouge), les
microtubules (vert) et ’ADN (bleu) A : Contréle négatif de RNAI. B : RNAiI dirigé contre la Moesine, une protéine impli-
guée dans 'ancrage de I'actine au cortex de la cellule. Les cellules sont incapables de maintenir leur fuseau mitotique
en place. Le fuseau déforme le cortex cellulaire et les chromosomes ne sont plus alignés correctement. C : Le traite-
ment des cellules avec 1uM de Latrunculine, une drogue qui empéche la polymérisation de I'actine, induit des effets
similaires. D : Le phénotype n’est plus observé lorsque de la concanavaline A, une lectine tétravalente, est ajoutée au
milieu de culture. L’ajout de ce composé augmente la rigidité du cortex des cellules. Cette expérience montre que la
restitution de la rigidité du cortex suffit pour retrouver un fuseau mitotique normal dans les cellules « silencées ». Barre
d’échelle : 10um. D’aprés (Kunda et al. 2008).

Les filaments intermédiaires

Ce sont des polyméres d’environ 10 nm de diamétre, constitués de tétrameres de
protéines fibrillaires assemblées de facon hélicoidale (Figure 4). Toutes les protéines de fila-
ments intermédiaires (FI) présentent des structures similaires comprenant un domaine central
conservé en hélice a et des domaines N et C-terminaux variables en taille et en séquence, con-
tribuant a la diversité des Fl. Au cours de I'étape d’assemblage, deux dimeres s’associent de
maniére antiparalléle pour former une sous-unité tétramérique. Deux tétrameres s’assemblent
pour constituer un octamere puis quatre octameéres s’associent pour former un protofilament.
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Figure 4 : Structure générale et assemblage d’un filament intermédiaire. A : L'assemblage de deux hétérodiméres
forme un tétramere. Huit tétrameéres s’assemblent pour former un protofilament qui va participer a la croissance du FI.
Adapté de www.ulysse.u-bordeaux.fr B : Structure d’'un homodimeére de vimentine, une protéine de Fl de type lIl. Les
régions coiled-coil 1A, 1B, 2A et 2B sont interconnectées par les domaines de liaison L1, L2 et L12. Ce domaine central
en hélice a est bordé par des domaines N- et C-terminaux respectivement nommés « téte » et « queue ». Le domaine
pre-coil (PCD) est retrouvé dans les types Ill et IV des protéines de Fl. Sa séquence d’acides aminés est compatible
avec une structure de type hélice a, similaire a celle du domaine L2. Adapté de (Parry et al. 2007).

Cette structure de base va s’assembler bout a bout pour former un filament intermédiaire
ou contribuer a I'’élongation d’un filament existant.

A la difference des microfilaments et des microtubules, 'assemblage des protéines est
spontané et ne fait pas intervenir d’échange de nucléotide. D’autre part, le filament formé ne
présente pas de polarité. La structure du filament est cependant dynamique et est régulée par
phosphorylation. Ces structures sont souvent associées a des moteurs protéiques permettant
leur translocation dans I'espace cellulaire.

On peut en distinguer au moins 6 catégories suivant le type de protéines qui constitue le
filament. Les types | et Il sont constitués d’hétérodiméres de kératines acides ou basiques. On
retrouve ces filaments dans les cellules épithéliales, les ongles et les cheveux. Le type Il com-
prend quatre sortes de protéines formant des homo ou hétéropolyméres, incluant notamment la
vimentine qui est le plus répandu des filaments intermédiares (présent dans les fibroblastes, les
leucocytes et les cellules endothéliales). Les neurofilaments (type IV) sont retrouvés en haute
concentration dans les axones des neurones de vertébrés. Les lamines (type V) jouent un role
essentiel dans la formation de I'enveloppe nucléaire et le fonctionnement du noyau. Les nesti-
nes (Type VI) sont présentes dans les cellules souches neuroépithéliales. Enfin, on retrouve
dans le cristallin des Fl spécifiques n’appartenant a aucun des groupes précédents, les filensine
et phakinine.

Aucun homologue aux Fl animaux n’a été trouvé dans les séquences génomiques de
plantes disponibles. Cependant, des observations en microscopie électronique de la membrane
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interne de noyaux de cellules BY-2 de tabac ont révélé la présence structures filamenteuses
trés similaires a celles observées chez les animaux (Figure 5).

) e ' - -
Figure 5 : Structure de la membrane interne du noyau. A : Membrane interne d’un noyau de cellule
BY-2 de tabac. B : Membrane interne du noyau d’une cellule de xénope. Les pores nucléaires sont mar-
qués par des cercles en pointillés. Les fleches indiquent les structures filamenteuses. Barre d’échelle :
100 nm. D’aprés (Fiserova et al. 2009)

De plus, des recherches récentes ont permis d’identifier des candidats potentiels a la
fonction de lamine chez les plantes. NMPC1 (Nuclear Matrix Constituant 1) de carotte et son
homologue LINC (Llttle NuClei) d’Arabidopsis, sont des protéines contenant des régions coiled-
coil et présentant une localisation nucléaire (Masuda et al. 1997; Dittmer et al. 2007). Les
noyaux des doubles mutants d’Arabidopsis linc1 ; linc2, 2 a 5 fois plus petits que ceux des

plantes sauvages, présentent une morphologie altérée et une distribution anormale du degré de
ploidie.

Aux réseaux de polyméres formés par les filaments d’actine et les filaments intermédiai-
res, s’ajoutent les microtubules, également essentiels a I'activité cellulaire.
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Les microtubules

Les microtubules sont des structures tubulaires constitués d’hétérodiméres de tubuline a
et B. Chaque sous-unité est une protéine globulaire d’environ 55 kDa. lls forment des réseaux
complexes impliqués dans de nombreux processus physiologiques essentiels au fonctionne-
ment des cellules eucaryotes. Ce sont les composants majeurs du fuseau mitotique qui jouent
un réle essentiel dans la division cellulaire. En plus de leur réle évident dans la ségrégation des
chromosomes, ils sont impliqués dans des processus aussi variés que le maintien de la forme
de la cellule, le transport de macromolécules et d’organelles et la transduction de signaux.

Caractéristiques génomique et structurale des tubulines

Huit familles distinctes de tubulines ont été identifiées a ce jour. Les tubulines a et 3 sont
les composants structuraux majeurs des microtubules. La Y-tubuline joue un role essentiel dans
la nucléation de I'assemblage des polymeéres. Ces trois isoformes sont conservées chez les
eucaryotes. Elles sont issues de I'expression de plusieurs familles de génes. Par exemple chez
’lhomme, on ne compte pas moins de 15 génes d’a-tubuline, 21 de B-tubuline et 3 de Y-tubu-
line. Le génome d’Arabidopsis comporte au moins 6 génes d’a-tubuline, 7 génes de B-tubuline,
et 2 génes de Y-tubuline. Les autres familles de tubulines ne sont pas ubiquitaires, mais spéci-
fiques a certains organismes, en général flagellés. Les tubulines & (delta) et € (epsilon) sont
notamment impliquées dans la structure et le fonctionnement du centrosome et du corps basal
du flagelle. Les tubulines n (eta), ¢ (zeta) et 1 (iota) ne sont retrouvées que chez certains proto-
zoaires, associées aux corps basaux et jouent un réle dans leur duplication (Vaughan et al.
2000; Dutcher 2003). Enfin, les tubulines k (kappa) et 0 (theta) de Paramecium seraient des
homologues des tubulines a et B, respectivement (Dutcher 2001, 2003).

Structure et polarité des microtubules

Les hétérodiméres d’aB-tubuline s’assemblent en orientation « téte-queue » pour former
des protofilaments (Figure 6). In vivo, un microtubule typique est composé de 13 protofilaments
formant un tubule creux et rigide d’environ 25 nm de diamétre. L’orientation des diméres de
tubuline a pour conséquence de conférer une polarité intrinséque au microtubule.

A, B
B-Tubuline
o-Tubuline

Protofilament

8nm
hétérodimére
d’aB-Tubuline

Figure 6 : Structure des microtubules. A : L’interaction « téte-queue » de dimeres d’aB-tubuline forme un protofila-
ment linéaire. Treize protofilaments s’assemblent latéralement pour former un microtubule. B : Structure théorique
d’'une matrice de type A ou les interactions entre tubuline a et B se font latéralement. C : Structure d’un microtubule
assemblé suivant la matrice de type B, le modéle d’assemblage le plus en accord avec les données expérimentales.
Les interactions latérales entre sous-unités se font entre tubulines a et a ou B et B sauf entre les 2 protofilaments de
jointure montrant des interactions entre tubulines a et B. A la droite des modéles figurent une des trois hélices de
tubuline formant le microtubule, ainsi qu’une vue de dessus de la structure. On observe un décalage de 3 monomeéres a
chaque tour d’hélice. Adapté de (Wade et Chretien 1993; Desai et Mitchison 1997).
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In vitro, selon les conditions expérimentales, il est possible d’obtenir des microtubules de
10 a 16 protofilaments ou méme des feuillets plans. Ces variations sont exceptionnelles in vivo.
C’est le cas, par exemple, des microtubules de neurones de Caenorhabditis elegans qui sont
formés de 15 protofilaments (Dutcher 2003).

La tubuline peut également polymériser en formant des doublets (13 + 11 protofilaments)
et des triplets (13 + 11 + 11 protofilaments) de microtubules. On retrouve ces configurations
particuliéres dans le corps basal des cils et des flagelles et dans les centrosomes.

Dynamique d’assemblage des dimeres de tubuline af

Les constantes d’association/dissociation des deux extrémités des microtubules different.
A l'extrémité nommée (+) ou se situe la B-tubuline, les échanges sont plus rapides qu’a
I’extrémité (-) correspondant aux sous-unités d’a-tubuline. L'extrémité (-) est souvent ancrée au
site de nucléation qui limite ou inhibe les échanges.

GDP GTP
R-Tubuline GDP GTP R-Tubuline
—_—
o-Tubuline f

Pi

Figure 7 : Equation d’équilibre entre dimeéres d’af-
tubuline GDP et GTP. L’équilibre est déplacé vers la
droite, favorisant I'association du dimere au GTP.

Les tubulines a et B s’associent a une molécule de GTP (Figure 7). Lorsque I’hétérodi-
mere se forme, le GTP de I'a-tubuline se retrouve piégé a l'interface des deux protéines et n’est
pas hydrolysable. En revanche, lors de I'assemblage de nouveaux dimeres, le GTP associé a la
B-tubuline est rapidement hydrolysé par I'activité catalytique de I'a-tubuline. L’extrémité (+) d’'un
microtubule en croissance est donc caractérisée par une coiffe d’ap-tubuline/GTP formée par
les dimeéres fraichement polymérisés, I'extrémité (-) étant constituée d’ af3-tubuline/GDP.

Instabilité dynamique des microtubules

Au sein du microtubule, les interactions entre hétérodimeéres se font latéralement et longi-
tudinalement. La polymérisation longitudinale permet la croissance des protofilaments, formant
un feuillet de tubuline. Les interactions latérales entre protofilaments favorisent la fermeture de
ce feuillet en un cylindre creux relativement rigide. L’hydrolyse du GTP de la B-tubuline entraine
une courbure dans le monomere, ce qui a pour effet d'introduire des tensions dans le protofila-
ment. Lorsque tout le GTP des B-tubulines formant la coiffe est hydrolysé, les liaisons entre pro-
tofilaments se déstabilisent, entrainant la dépolymérisation rapide du microtubule (Erickson et
O'Brien 1992). Une fois libérée du polymeére, la sous-unité de B-tubuline va pouvoir réincorporer
une molécule de GTP et le dimére ainsi activé sera & nouveau apte a intégrer un polymeére en
croissance (Figure 8). On considere trois états dans l'instabilité dynamique : la phase de catas-
trophe illustrant la dépolymérisation, la phase de pause ou le microtubule reste stable et la
phase de sauvetage qui se traduit par I'’élongation du polymere.
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Figure 8 : Instabilité dynamique des microtubules. A : Microscopie électronique de microtubules en cours de poly-
mérisation ou dépolymérisation. Les microtubules en croissance forment un feuillet alors que les microtubules qui dépo-
lymérisent forment des protofilaments recourbés (Chretien et al. 1995). B : Représentation schématique de
microtubules en cours de polymérisation (en haut) ou dépolymérisation (en bas). La fermeture compléte du feuillet (au
niveau de la couture) est proposée comme mécanisme structural pouvant conduire a la dépolymérisation (Desai et
Mitchison 1997). C : Le microtubule, stabilisé a son extrémité (-) par un complexe de nucléation, croit par addition de
diméres d’ aB-tubuline/GTP. La perte de la coiffe de tubuline/GTP entraine une dépolymérisation rapide du polymere,
appelée événement de « catastrophe ». La phase de polymérisation succédant a cet événement est appelée « sauve-
tage ».

Treadmilling des microtubules

Lorsgu’un microtubule n’est pas stabilisé a son extrémité (-) par un complexe de nucléa-
tion ou d’ancrage, I'assemblage a I'extrémité (+) peut étre associé a une dépolymérisation équi-
valente de diméres a I'extrémité (-) (Figure 9).

Polymérisation

de I'extrémité +

Dépolymérisation
de I'extrémité -

Mouvement net
Figure 9 : Phénomeéne de « treadmilling » ou tapis roulant. Les dimeres de tubuline polymérisent
du coté (+) et apres hydrolyse du GTP de la B-tubuline, se séparent du c6té (-) du microtubule. Il en
résulte un déplacement net du polymére.
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Le microtubule garde alors une taille constante et se déplace dans le milieu selon un mé-
canisme de tapis roulant similaire a celui observé avec I'actine (Rodionov et Borisy 1997).

Complexes protéiques de nucléation

L’assemblage spontané de microtubules in vitro a partir de tubuline purifiée est possible
mais la concentration minimale de tubuline requise, appelée concentration critique d’assem-
blage (de l'ordre de 18+/-2 uM) serait bien supérieure aux concentrations rencontrées in vivo
(Chatterjee et al. 2001), suggérant des mécanismes catalyseurs de I'assemblage ou nucléa-
teurs. In vivo, cette nucléation pourrait s’initier par la formation d’oligoméres de tubuline compo-
sés d’une dizaine de dimeéres associés latéralement (Job et al. 2003). D’autre part, des com-
plexes protéiques de nucléation permettent a la cellule d’amorcer la formation des microtubules
(Figure 10) aux concentrations physiologiques de tubuline c.a.d. <15 pM (Moritz et al. 1995;
Zheng et al. 1995; Morita-Fujimura et al. 1996).

Composition des complexes de nucléation

Des complexes de nucléation des microtubules ont été identifiés a partir d’extraits d’ceuf
de xénope, d’embryons de drosophile, et de cellules humaines. Des expériences de microsco-
pie électronique ont montré que ces complexes s’organisent en une structure circulaire appelée
« Y-Tubulin Ring Complex » (Y-TuRC) (Moritz et al. 1995; Zheng et al. 1995; Murphy et al.
2001). lls sont composés de Y-tubuline associée a d’autres composants protéiques, nommés
GCPs pour « Gamma-tubulin Complex Proteins » (GCP1 correspondant a la Y-tubuline). La Y-
tubuline reste I'élément clé de I'activité de nucléation (Moritz et Agard 2001). On la trouve asso-
ciée avec GCP2 et GCP3 dans des petits complexes appelés « Y-Tubulin Small Complexes »
(Y-TuSCs).

Chez la levure, ce complexe minimum initiateur de la nucléation est composé d’un di-
mere de Y-tubuline, et de deux autres protéines appelées Spc97 et Spc98, homologues aux
GCP2 et 3 humaines (Geissler et al. 1996; Knop et al. 1997; Knop et Schiebel 1997). Ces deux
protéines sont, avec la Y-tubuline, les protéines les mieux conservées au sein du complexe.

Les Y-TuRCs humains se composent de six GCPs dont les homologues sont retrouvés
dans le génome de nombreux organismes dont la drosophile et le xénope (Tableau 1).

Complexe Y-TuSC

GCP1 GCP2 GCP3 GCP4 GCP5 GCP6

Homo sapiens  Y-tubuline hGCP2 hGCP3 hGCP4 hGCP5 hGCP6
Xenopus laevis  Y-tubuline XGrip110 XGrip109 XGrip75 XGrip133 XGrip210
Drosophila melanogaster  Y-tubuline DGrip84 DGrip91 DGrip75 DGrip128 DGrip163
Arabidopsis thaliana  Y-tubuline AtGCP2 AtGCP3 AtGCP4 AtGCP5 AtGCP6
Saccharomyces cerevisiae Tub4p Spc97p Spc98p

Schizosaccharomyces pombe Tuglip Alp4 Alp6 Gfhip Alp16

Tableau 1 : Récapitulatif des protéines des complexes de nucléation de microtubules codées par des
génes orthologues de différents organismes. Y-TuSC pour Y-Tubulin Small Complex : complexe mi-
nimal de nucléation des microtubules.
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Arabidopsis posséde deux génes codant pour la Y-tubuline, dont le réle essentiel dans
I'organisation des différents réseaux de microtubules et le développement de la plante a ré-
cemment été mis en évidence (Pastuglia et al. 2006). Des homologues de I'ensemble des
GCPs animales sont également retrouvés dans le génome d’Arabidopsis (AtGCP2 a 6). Les
protéines AtGCP2 et 3 sont les seules a avoir été caractérisées a ce jour. Ces protéines ont été
identifiées avec la Y-tubuline dans un méme complexe membranaire de haut poids moléculaire,
suggérant I'existence de complexes Y-TuRC chez les plantes (Drykova et al. 2003; Seltzer et al.
2007).

Structure des complexes Y-TuRCs

Les complexes Y-TuRCs agissent en stabilisant I'extrémité (-) des microtubules. Deux
modéles de nucléation faisant intervenir ces complexes ont été proposés (Moritz et Agard 2001;
Job et al. 2003; Pastuglia et Bouchez 2007) (Figure 10).

Dans le modéle en matrice, basé sur des immunomarquages en microscopie électroni-
que, les complexes Y-TuSCs s’associent latéralement et forment un anneau sur lequel vont
s’ancrer les diméres d’ap-tubuline. Chaque protofilament est alors aligné sur une des 13 molé-
cules de Y-tubuline du complexe. Les autres GCPs se positionnent du coté des GCP2 et 3, par-
ticipant a la stabilité de la structure.

Dans le modéle en béquille ou protofilament, basé sur des expériences in vitro, les Y-tu-
bulines s’associent les unes aux autres pour former le premier protofilament du microtubule qui
va ensuite interagir latéralement avec les diméres d’ap-tubuline. Cette interaction stabiliserait
les deux premiers protofilaments du microtubule en formation. Les GCPs 4, 5 et 6 seraient as-
sociées au coude du polymeére de Y-TuSC.

R-Tubuline . E—Complexe Y-TuSC

a-Tubuline

Y-Tubuline

Complexe Y-TuSC

GCP4/5/6

Figure 10 : Complexes de nucléation des microtubules. A : Modéle en matrice. Les Y-tubulines des complexes Y-
TuSCs interagissent latéralement pour former un anneau qui va servir de matrice. B : Modéle en protofilament. Les Y-
tubulines s’associent verticalement pour former une béquille qui va stabiliser les protofilaments adjacents.

Le complexe Y-TuSC est suffisant pour nucléer la formation de microtubules in vitro. Ce-
pendant, le complexe complet (Y-TuRC) présente une activité 25 fois supérieure au Y-TuSC
seul (Gunawardane et al. 2001). Ces données suggérent que les autres GCPs contribuent for-
tement a lefficacité de nucléation du complexe.
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Des études récentes ont révélé des fonctions additionnelles pour les GCP5 et 6. GCP5
serait impliquée dans la localisation du complexe Y-TuRCs aux péles du fuseau mitotique.
Cette fonction serait régulée par la Glycogene Synthase Kinase GSK-3beta (Izumi et al. 2008).
GCP6 participerait a I'ancrage des complexes de nucléation au niveau de Fl de kératine et a la
formation du réseau cortical des cellules épithéliales. Des expériences réalisées in vitro mon-
trent que la phosphorylation de GCP6 par la kinase Cdk1 inhibe son interaction avec la kératine
(Oriolo et al. 2007).

Centres organisateurs animaux

Dans la plupart des types cellulaires, les microtubules forment des réseaux organisés et
polarisés dont la structure évolue au cours du cycle cellulaire. La formation de ces réseaux est
contrélée par des centres organisateurs (MTOC pour « Microtubule Organizing Centers ») qui
permettent a la cellule de réguler leur morphologie dans I'espace et dans le temps.

Le centrosome

Dans la plupart des cellules animales, la formation et I'organisation des réseaux de
microtubules est largement dépendante d’organites particuliers, les centrosomes (Figure 11).

Le centrosome est composé d’une paire de centrioles, généralement orientés perpendi-
culairement I'un a l'autre. Chaque centriole est composé de neuf triplets de microtubules arran-
gés en cercle, formant un cylindre parfaitement symétrique. Le centrosome est entouré d’une
matrice protéique amorphe contenant les complexes de nucléation Y-TuRCs. Ces complexes
initient la formation de microtubules qui vont rayonner dans I'espace cellulaire. Le maintien de
cette matrice protéique au niveau des centrosomes requiert la présence d’une protéine particu-
liere, la centrosomine (Lucas et Raff 2007).

AL

Centriole

Microtubule—" Matrice
péricentriolaire

Figure 11 : Structure du centrosome. A : Centrosome observé en microscopie
électronique (Chretien et al. 1995). B : Les deux centrioles du centrosome et la
matrice péri-centriolaire ou sont nucléés les microtubules.

Le centrosome a été longtemps considéré comme la structure responsable de
I'assemblage du fuseau mitotique. Cependant, de nombreux eucaryotes, incluant entre autres
les plantes supérieures, assemblent correctement leur fuseau en I'absence de centrosome, re-
lativisant son importance dans I'organisation du cytosquelette microtubulaire.

Par exemple, les premieres divisions de I'embryon de souris se réalisent sans centro-
some. Ceux-ci sont ensuite assemblés de novo au stade blastocyste (Schatten et Schatten
1986). D’autre part, lorsque les centrosomes de cellules animales sont enlevés par microchirur-
gie ou détruits par rayonnement laser, le fuseau s’assemble correctement et la cellule se divise
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normalement (Khodjakov et al. 2000; Hinchcliffe et al. 2001). Enfin, des mutants de drosophile
dépourvus de centrosomes ont un développent quasiment normal mais présentent des dysfonc-
tionnements associés a la perte de cils et de flagelles (Basto et al. 2006).

En considérant ces données, la fonction essentielle dépendant du centrosome serait
donc plutét de former les cils ou les flagelles de cellules spécialisées que d’organiser le réseau
de microtubules, dans la mesure ou des mécanismes alternatifs sont possibles.

Le corps polaire des levures (Spindle Pole Body ou SPB)

Chez la plupart des champignons, le SPB est une structure trans-membranaire compo-
sée de trois plaques protéiques disposées de part et d’autre de I'enveloppe nucléaire. Les pla-
ques interne et externe permettent de nucléer respectivement les microtubules nucléaires lors
de la formation du fuseau de division et les microtubules cytoplasmiques. Ces plaques protéi-
ques sont reliées entre elles par une plaque centrale. Le SPB est impliqué dans de multiples
fonctions cellulaires dont la formation du fuseau de division, le positionnement du noyau et la
cytocinése.

Autres centres organisateurs associés au noyau

Au cours de I'évolution, la structure des centres organisateurs a divergé selon les orga-
nismes tout en préservant les fonctions de nucléation microtubulaire et de ségrégation génomi-
que (Schmit et Nick 2008). Le rhizoplaste d’Ochromonas et I'attractophore de Filobasidiella par
exemple, sont des masses denses plus ou moins sphériques localisées dans une dépression
de la surface externe du noyau.

La membrane apicale des cellules épithéliales

Les cellules animales qui possédent des centrosomes ou des structures équivalentes
possédent également des centres organisateurs secondaires qui peuvent avoir des réles impor-
tants dans 'organisation des microtubules. Les cellules épithéliales polarisées ont un réseau de
microtubules trés développé dont une grande part n’est pas en relation directe avec le centro-
some (Yvon et Wadsworth 1997). Les microtubules du réseau apico-basal de ces cellules sont
nucléés au niveau de la membrane apicale. Dans ces cellules, la Y-tubuline est retrouvée au
niveau du cortex.

Autres sites de nucléation

Une grande partie des fibres kinétochoriennes du fuseau mitotique est formée a partir
des kinétochores. Les extrémités (-) des microtubules formant ces fibres sont capturées et gui-
dées par des protéines motrices le long des microtubules astraux vers les poles du fuseau.
Lorsque ces fibres sont coupées par microchirurgie laser, elles se reforment & partir de leurs
extrémités (+) localisées au niveau des kinétochores (Maiato et al. 2004). Le fuseau mitotique
lui-méme semble étre également une source de nucléation de microtubules (Mahoney et al.
2006). L’appareil de Golgi est également capable d’assembler et de stabiliser des microtubules
par un mécanisme impliquant les complexes a Y-tubuline (Chabin-Brion et al. 2001; Rios et al.
2004).
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Centres organisateurs des plantes

Toutes les cellules végétales immobiles possédent des centres organisateurs dispersés.
En revanche, dans le cas de cellules végétales mobiles comme les gametes flagellés des al-
gues, Lycophytes, Bryophytes, Ptéridophytes... jusqu’au Gingko dont la reproduction reste dé-
pendante du milieu agueux, un corps basal, structure analogue au centriole impliquée dans la
formation du flagelle, est présent. Les cellules des plantes supérieures (Pinophytes et Angio-
spermes) ne possedent ni gameétes flagellés, ni centriole ou structure y ressemblant. En I'ab-
sence de MTOC structurellement bien défini, divers réseaux de microtubules s’organisent dans
le cytoplasme, suggérant l'existence de sites de nucléation diffus dont I'activité est finement
régulée dans I'espace et dans le temps.

MTOCs a la membrane plasmique et le long des microtubules

Dans les cellules végétales, les microtubules sont majoritairement corticaux, associés a
la face interne de la membrane plasmique. lls forment un réseau de microtubules paralléles
entre eux et associés en faisceaux perpendiculaires a I'axe d’élongation de la cellule.

Des expériences d'immunodétection montrent que la Y-tubuline est répartie de maniere
ponctuée le long des microtubules, suggérant I'existence de sites de nucléation multiples (Fi-
gure 12). L’expression d’une fusion GFP de la protéine AtEB1 (End Binding protein 1) qui mar-
que les extrémités des microtubules, révele que ces sites ne sont pas statiques mais se dépla-
cent dans le cortex (Chan et al. 2003). Les complexes a Y-tubuline effectueraient des navettes
entre le cortex et le cytoplasme, initiant de nouveaux microtubules sur le réseau préexistant. Ce
mécanisme de nucléation particulier conduit a la formation d’un réseau branché de
microtubules (Murata et al. 2005). Ce mécanisme pourrait aussi contribuer a la formation de
microtubules fusoriaux (Murata et Hasebe 2007).

& Ancrage de Complexes\
\ Y Tubuline w

Microtubule
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Dépolymérisation

Relargage
du complexe

N

3

Complexes Y Tubuline

Figure 12 : Mécanisme de nucléation dépendant des microtubules. A et B : Images confocales du cortex d’une
cellule de tabac BY-2 (A) ou de microtubules nucléés a partir d’extraits cytosoliques (B) montrant I'a-tubuline (& gau-
che), la Y-tubuline (au centre) et une superposition des deux (a droite). Les deux signaux co-localisent au niveau des
branchements de microtubules (fleches). C : Micrographie électronique a transmission d’un « fantéme » de cellule BY-
2. On observe des microtubules nucléés sur un microtubule préexistant. D : Schéma d’interprétation : la Y-tubuline est
localisée a la base des microtubules branchés. Des complexes y-TuRCs présents le long des microtubules initieraient
de nouveaux polymeres avec un angle de 40°. E : Modéle de nucléation des microtubules corticaux des plantes. Des
complexes y-TuRCs cytosoliques se lient le long de microtubules existant (1) et initient de nouveaux microtubules (2).
Les complexes de nucléation ne sont libérés qu’aprés dépolymérisation du microtubule qu’ils ont initié. Barres d’échel-
les : 10 um (A), 200 nm (C). D’aprés (Murata et al. 2005).
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MTOC:s a la surface du noyau

Des essais in vitro ont montré que des noyaux isolés de mais sont capables de nucléer
des microtubules & des concentrations de tubuline inférieures a celles requises pour un assem-
blage spontané (Stoppin et al. 1994), suggérant la présence de complexes de nucléation a la
surface du noyau des cellules végétales. Des noyaux, capables de nucléer des microtubules in
vitro, montrent a leur surface la présence de Y-tubuline et GCP3 (Figure 13). Lorsque ces
noyaux sont incubés avec des anticorps dirigés contre la Y-tubuline ou contre AtGCP3, la nu-
cléation de microtubules est inhibée (Erhardt et al. 2002). De plus, des expériences d’immuno-
détection et d’expression de fusion GFP montrent qu’AtGCPS3 est localisée au niveau de I'enve-
loppe nucléaire et au cortex. Des complexes de type Y-TuRC pourraient donc étre a I'origine de
cette activité de nucléation.

o-tubulin] C

a-tubulin | F

Figure 13 : SPC98p et la Y-tubuline sont présents a la surface de noyaux isolés de cellu-
les de tabac BY-2 ayant nucléé des microtubules. A : Coupe confocale d’un noyau marqué
avec un anticorps anti-Spc98p (GCP3 de levure). B : Reconstitution de la surface du méme
noyau marqué avec un anticorps anti-a-tubuline. C : Superposition des images A et B. D :
Coupe confocale d’un noyau marqué avec un anticorps anti-Y-tubuline. E : Marquage du méme
noyau avec un anti-a-tubuline. F : Superposition des images D et E. Insert : noyau en DIC.
D’aprés (Erhardt et al. 2002).

Organisateurs polaires acentriolaires et plastes

Les mousses et les hépatiques du groupe des Bryophytes possédent une grande variété
de MTOCs révélés par un marquage de la Y-tubuline : des centrioles dans les cellules sperma-
togénes, des éléments acentriolaires sphériques décrits comme « organisateurs polaires », un
systeme associé a la membrane plastidiale et un systéme diffus. Ces structures représente-
raient des formes évolutives intermédiaires, entre les algues vertes (qui ont un centrosome) et
les plantes supérieures (qui n’ont pas de MTOC structuré).

Chez les Bryophytes a méiose monoplastidique, des microtubules irradient de la surface
du plaste et participent a sa propre division et a la répartition des 4 plastes résultants vers les
pbles des spores. Puis les plastes servent de MTOCs et organisent un systeme microtubulaire
guadripolaire (QMS).

Les capacités nucléatrices des plastes isolés ont été démontrées in vitro, mais I'implica-
tion fonctionnelle de la Y-tubuline, bien que conservée dans ces organismes et présente de
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facon ponctuée en surface des plastes, n'est pas encore démontrée (Shimamura et al.
2004).0n peut donc considérer que, d’'une maniere générale, les MTOCs animaux et végétaux
peuvent étre distribués soit de maniere diffuse au niveau des membranes, soit concentrés au
niveau d’organites particuliers ou le long de microtubules préexistants. Quelque soit leur locali-
sation, les protéines des complexes de nucléation passent par une étape de recrutement au
site actif, d’ancrage et enfin d’activation de la nucléation.

L’ensemble des MTOCs décrits chez les eucaryotes est résumé dans le tableau 2.

Structure (Organismes) Composition Fonction

Centrosomes (cellules animales, Matrice Nucléation et ancrage des microtubules a leur extrémité
cellules végétales primitives) Protéique (-), dépendant de la Y-tubuline

Corps basaux (cellules ciliées ou Matrice Présence de Y-tubuline mais l'activité de nucléation n’a
flagellées) Protéique pas été démontrée

Membrane plasmique corticale (cellu- Membrane Nucléation et ancrage de microtubules due a I'association
les végétales) latérale de Y-tubuline a des microtubules préexistants
Membrane basale des cellules épi- Membrane Présence de Y-tubuline mais I'activité de nucléation n’a
théliales (cellules animales) pas été démontrée

Centrosome et membrane apicale Matrice Au niveau des centrosomes, nucléation et ancrage des
des cellules épithéliales (cellules Protéique, microtubules, dépendant de la Y-tubuline ; ancrage de
animales) membrane ’extrémité (-) des microtubules au niveau de la mem-

brane apicale

Enveloppe nucléaire (cellules végéta- Membrane Nucléation et ancrage des microtubules a leur extrémité
les) ; enveloppe nucléaire des myo- (-), dépendant de la Y-tubuline
tubes (cellules animales)

Appareil de Golgi (cellules animales) Membrane Nucléation et ancrage des microtubules, présence de Y-
tubuline

MTOCSs interphasiques au niveau de  Membrane, Nucléation et ancrage des microtubules a leur extrémité

la membrane nucléaire et le long des  protéines (-) au niveau de I'enveloppe nucléaire et a partir de

microtubules (levure) microtubules préexistants, dépendant de la Y-tubuline

Phragmoplaste (cellules végétales) ;  Matrice Nucléation et ancrage des microtubules a leur extrémité

Midbody (cellules animales) ; MTOCs Protéique (-) pendant la cytocinése, dépendant de la Y-tubuline

équatoriaux (levure)

Fuseau mitotique (cellules animales) Matrice Nucléation des microtubules, ancrage latéral et au niveau
et microtubules corticaux (cellules Protéique des extrémités des microtubules

végétales)

Chromosomes (cellules animales) ADN, protéines Nucléation et ancrage des microtubules a leur extrémité

(+) par les kinétochores, dépendant de la Y-tubuline

Tableau 2 : Récapitulatifs des centres organisateurs potentiels et connus, de leur structure et de leur réle dans
I'organisation du réseau de microtubules. D’aprés (Luders et Stearns 2007).
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Facteurs régulant la dynamique
Modifications post-traductionnelles de la tubuline

La tubuline peut subir un grand nombre de modifications post-traductionnelles. Certaines
d'entre elles ne lui sont pas spécifiques, comme la phosphorylation ou I'acétylation, mais d'au-
tres n'ont pas a ce jour été décrites sur d'autres protéines, comme le cycle de détyrosylation, la
polyglutamylation ou la polyglycylation (Figure 14). Ces changements se font de préférence sur
de la tubuline non polymérisée, et sont davantage présents sur les microtubules peu dynami-
ques. Ces modifications peuvent agir directement en modifiant la structure des microtubules ou
indirectement en influengant le recrutement de protéines associées (Hammond et al. 2008).

-
~, o-Tubuline \>1- —— ina
K40 -Tubulmif

T K

Figure 14 : Modifications post-traductionnelles de la tubuline. Détyrosi-
nation du résidu C-terminal de tyrosine (Y) de I'a-tubuline. Polyglutamylation
(EEE) et polyglycylation (GGG) de la partie C-terminale des tubulines a et B.
Acétylation la lysine 40 de I'a-tubuline (K40). Adapté de (Hammond et al.
2008)

Facteurs stabilisateurs

Les MAPs (Microtubule Associated Proteins) sont des protéines associées aux
microtubules qui les stabilisent en diminuant la fréquence des événements de catastrophe,
augmentant le taux de sauvetage ou leur vitesse de polymérisation. Cette activité stabilisatrice
réduit le taux de renouvellement des microtubules et augmente la fraction de tubuline polyméri-
sée. La phosphorylation est une voie privilégiée de régulation de I'activité des MAPs, modulant
leur affinité pour les microtubules (McNally 1996).

XMAP215, identifiée chez le xénope, et son homologue humain TOGp augmentent jus-
qu’a 10 fois la vitesse de polymérisation de la tubuline purifiée (Ohkura et al. 2001). MOR1/
GEM1 est I'hnomologue végétal de cette MAP. L’analyse de mutants thermosensibles montre
que cette protéine joue un réle important dans I'organisation des microtubules corticaux et fuso-
riaux ainsi que dans I'asymétrie des divisions lors de la gamétogenése pollinique (Kawamura et
al. 2006; Kawamura et Wasteneys 2008).

XMAP230 et XMAP310 sont deux autres MAPs de xénope impliquées dans 'assemblage
du fuseau mitotique. La premiére agit en diminuant la fréquence de catastrophe et la seconde
en augmentant la fréquence de sauvetage (Andersen 2000).
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Introduction

Récemment, une nouvelle classe de protéines se liant spécifiquement a I'extrémité (+)
des microtubules (+TIPs) a été découverte. CLIP170 et EB1, identifiées chez 'homme, sont
impliquées dans I'ancrage des kinétochores aux extrémités (+) des microtubules (Schuyler et
Pellman 2001). Il existe trois homologues d’EB1 dans le génome d’Arabidopsis (AtEB1a, b et
c). Ces protéines s’associent a I'extrémité (+) mais peuvent également révéler les extrémités (-)
des microtubules. La fusion AtEB1a-GFP a en effet été utilisée pour suivre la localisation des
sites de nucléation au cours du cycle cellulaire (Chan et al. 2003; Chan et al. 2005). Des mu-
tants d’insertion des génes EB1 présentent une déviation de la croissance racinaire suggérant
des problemes de perception de la gravité (Bisgrove et al. 2008). L’affinité de EB1 pour
extrémité (+) est réduite dans les mutants mor1, suggérant une interaction possible entre les
deux protéines (Kawamura et Wasteneys 2008).

Chez Arabidopsis, les génes de la famille SPIRAL codent pour des +TIPs impliquées
dans I'organisation des microtubules corticaux des cellules en expansion. Selon le type cellu-
laire, ces protéines ont également été localisées le long des microtubules, mais probablement
via une MAP intermédiaire (Hamada 2006). Le mutant spr1 présente un étiolement de I'’hypoco-
tyle et une croissance des racines en vrille fortement inclinée vers la droite (Nakajima et al.
2004; Sedbrook et al. 2004).

Des MAPs spécifiquement végétales comme les MAPs 65 sont présentes dans différents
types de faisceaux microtubulaires antiparalléles. Leur hyperphosphorylation en mitose réduit
leur affinité pour les microtubules fusoriaux. Le mutant pléiade, correspondant a une inactiva-
tion de la MAP 65-3, montre des cellules multinuclées, suggérant un rble de cette MAP en liai-
son avec les microtubules du phragmoplaste lors de la cytocinése (Muller et al. 2004). Ce type
de MAPs agirait en diminuant les temps de pause des microtubules, favorisant ainsi leur crois-
sance. (Yao et al. 2008).

TANGLED1 (TAN1), une MAP identifiée initialement chez le mais, joue un réle important
dans le contréle de l'orientation spatiale des divisions (Smith et al. 1996). Le mutant tanft pré-
sente des défauts de positionnement du phragmoplaste et d’orientation des parois cellulaires.
L’homologue d'Arabidopsis marque I'anneau préprophasique et reste associé a son site de for-
mation jusqu’en fin de division, servant de guide aux microtubules lors de la mise en place du
phragmoplaste (Walker et al. 2007). Un criblage double hybride a montré que TAN1 est capable
d’interagir avec les kinésines POK1 et POK2 (Mdiller et al. 2006). Le double mutant pok1; pok2
présente un phénotype similaire au mutant tan1 de mais, suggérant une action conjointe des
kinésines et de TAN1 dans le contrble spatial des divisions.

La protéine d’Arabidopsis WAVE-DAMPENED 2 (WVD2), identifiée au cours d’un crible
génétique (Yuen et al. 2003), est une MAP que l'on retrouve associée aux microtubules corti-
caux en interphase (Perrin et al. 2007). L’extinction ou la surexpression de WVD2, ou d’autres
paralogues de la méme famille (WV2-like ou WDL), entrainent des défauts d’élongation aniso-
trope des cellules ainsi qu’une désorganisation des réseaux de microtubules corticaux. Ces
protéines partagent des similarités de séquence avec la partie C-terminale de TPX2 (Targeting
Protein for Xklp2), une MAP essentielle au fonctionnement du fuseau de division animal. Les
auteurs suggérent un paralléle possible entre les fonctions des deux protéines (Perrin et al.
2007).
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Facteurs déstabilisant les microtubules

Le haut taux de catastrophe rencontré in vivo suggere I'existence de facteurs déstabili-
sant les microtubules. S’opposant a I'activité stabilisatrice des MAPs, ces facteurs de catastro-
phe permettent des modulations rapides de la dynamique des microtubules au cours du cycle
cellulaire (Figure 15).

La protéine Op18/stathmine est une protéine animale (pas d’homologue de plante ou de
levure) capable d’induire la dépolymérisation des microtubules. L’activité de la stathmine est
controlée négativement par de nombreuses kinases. En mitose, son hyperphosphorylation est
nécessaire a la progression normale du cycle cellulaire (Belmont et Mitchison 1996).

La Katanine est une protéine hétérodimérique composée de deux sous-unités de 60 et
80 kDa (p60 et p80). La sous-unité p60, qui appartient a la famille des ATPases AAA, est capa-
ble de couper les microtubules et de générer ainsi des extrémités (+) dépourvues de coiffe de
tubuline-GTP, entrainant des événements de dépolymérisation. La sous-unité p80 est impliquée
dans la régulation et la localisation de la p60 au centrosome (Hartman et al. 1998). Des genes
codant pour les deux sous-unités de la Katanine sont retrouvés chez Arabidopsis. L’analyse de
mutants révéle leur importance dans I'organisation et la dynamique des microtubules corticaux
et périnucléaires, notamment lors de I’élongation cellulaire (Burk et al. 2001; Bouquin et al.
2003).

Des protéines de la famille des kinésines intermédiaires (non motrices) forment une
deuxieme classe de protéines déstabilisatrices. XKCM1, une kinésine identifiée chez le xénope,
est capable de se fixer directement aux extrémités des microtubules et de les dépolymériser.
Cette protéine et son homologue de mammifere (MCAK) sont localisés sur les kinétochores en
mitose et pourraient jouer un réle dans le mouvement des chromosomes (Walczak et al. 1996).

A B

Y-Tubuline Katanine p60/p80

Figure 15 : MAPs en relation avec les microtubules corticaux de plante. A : Deux microtubules en phase de crois-
sance, ancrés a leur extrémité (-) par des complexes de nucléation. EB1 se retrouve a la fois aux centres de nucléation
et aux extrémités (+) des microtubules, jouant un réle stabilisateur et recrutant d’autres protéines. La Y-tubuline joue
son role nucléateur a I'extrémité (-) mais se retrouve également de maniere ponctuée le long des microtubules. Les
MAPs 65 forment des dimeres qui vont ponter les microtubules entre eux. MOR1 s’associe le long des microtubules et
les stabilise. SPR1 s’associerait de maniére indirecte a I'extrémité (+) des microtubules. B : Le premier microtubule est
séparé du complexe de nucléation par un complexe hexamérique de katanine p60/p80 (hypothétique). Le deuxieme
microtubule est en cours de dépolymérisation par ces deux extrémités (I'extrémité (+) dépolymérise plus vite). Des
sous-unités p60 de katanine pourraient se retrouver également le long du microtubule. Une kinésine hypothétique s’as-
socierait avec MOR1 pour accélérer la dépolymérisation du microtubule (processus connu avec ’'homologue animal de
MOR?1).
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Moteurs protéiques associés aux microtubules

Les protéines motrices associées aux microtubules utilisent I'’énergie de I'’hydrolyse de
I’ATP pour se déplacer le long de ces polyméres. Les kinésines sont des protéines motrices qui
se déplacent en grande majorité vers I'extrémité (+) des microtubules. Les dynéines se dépla-
cent vers I'extrémité (-).

Les kinésines ont en commun un domaine moteur conservé responsable de leur liaison
aux microtubules et de I'hydrolyse de ’ATP. Une nomenclature standardisée (tableau 3) permet
de distinguer 14 familles de kinésines suivant leur groupe phylogénétique (Lawrence et al.
2004).

Nom . . Fonctions communes et Nombre de
L. Membres représentatifs S, . !
standardisé caractéristiques spécifiques représentants
Hu Dr Ce Ar Di
Kinésine 1 KIF5B, KHC, NKin, DdK3, DdK5 Transport vésiculaire, kinésine conventionnelle 3 11 4 3
Kinésine 2 KIF3A/3B, KIF17, Krp85/95, Osm3, Trgr_nsport vésiculaire au sein du flagelle, kinésine hétérotri- 4 3 3 0 0
Fla10 mérique

Lo KIF1A, KIF1B, KIF13A, UNC104, s s -
Kinésine 3 DAUnc104 Transport d’organelles, kinésine monomeérique 8 4 2 0 1

Lo KIF4A, FIF21A/B, Xkip1, ,
Kinésine 4 Chromokinésine Transport d’organelles, mouvement des chromosomes 5 3 2 3 1
Kinésine 5 KIF11, Eg5, BimC, Cin18, Kip1, Cut7 Formation du fuseau, homotétramere, mouvement bipolaire 1 1 1 4 0
Kinésine 6 I\K/IIIEEg1 KIF23, RabBKinesin, CHOT, Cytocinése, polarité du fuseau 5 2 1 0 1
Kinésine 7 KIF10, CENP-E, CMET, CANA, KIP2 Capture des microtubules kinétochoriens 1 2 0 14 2
Kinésine 8 KIF18B, KIF19A, KLP67A, KIP3 Migration du noyau, transport mitochondrial 3 21 2 0
Kinésine 9 CrKLP1, KIF6, KIF9, KRP3 Indéterminé 2 0 0 0 O
Kinésine 10 KIF22, KID, Xkid, Nod gtigArS%ation des chromosomes, posséde un motif de liaison 1101 0
Kinésine 11 KIF26A, KIF26B, VAB8, SMY1 Transduction de signal, coeurs catalytiques divergents 2 11 2 0

Lo KIF12, KIF15, HKLP2, KLP54D, , . g ’
Kinésine 12 Xkip2, PAKRPd Transport d’organelles, domaines C-terminaux homologues 2 1 0 6 0
Kinésine 13 KIF2A, MCAK, XKMC1, Kinl Dépolymérisation des microtubules, moteur central 4 3 2 1 1
Kinésine 14A  KIFC1, CHO2, Ncd, Kar3, KatA Ségrégation des chromosomes, moteur C-terminal 11 4 4 1
Kinésine 14B  KIFC2, KIFC3, KatD, KCBP, KIF25 Transport d’organelles, Moteur C-terminal 3 0 1 16 0
Orphans CeKLP10, CeKLP18, DdK9 0 0 2 2 1

Total : 45 25 21 59 11
Total publié par (Miki et al. 2005) : 45 25 19 60 10

Tableau 3 : Nomenclature standardisée regroupant les membres de la superfamille des kinésines. A droite Fi-
gure le nombre de représentants chez I'humain (Hu), la drosophile (Dr), Caenorhabditis elegans (Ce), Arabidopsis (Ar)
et Dictyostelium (Di). D’apres (Miki et al. 2005).

Parmi les kinésines intervenant dans I'assemblage du fuseau mitotique, certaines inter-
agissent avec le centrosome (Xklp2, une kinésine 12) ou les chromosomes (Xklp1, une kinésine
4). Les protéines de la famille des kinésines 5 comme BimC ou Eg5, sont des tétrameres avec
deux paires de domaines moteurs a chaque extrémité. Ces protéines sont capables de ponter
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deux microtubules et de les déplacer I'un par rapport a l'autre en rapprochant leurs extrémités
(+). Les kinésines de type 14 possedent un domaine moteur dans leur partie C-terminale, qui
leur permet de se déplacer vers I'extrémité (-) des microtubules. La majorité d’entre elles sont
également capables de s’associer aux microtubules grace a un domaine de liaison N-terminal
permettant de les ponter et de les déplacer I'un par rapport a I'autre. Elles sont essentielles a
I'organisation et au fonctionnement du fuseau (Goshima et Vale 2003; Xiang et Plamann 20083;
Zhu et al. 2005). Elles permettent de focaliser les péles du fuseau et de faire glisser entre eux
les microtubules antiparalléles interpolaires. La kinésine NCD (pour NonClaret Disjunctional) est
le premier membre de cette famille a avoir été identifié. La perte de fonction du gene provoque
chez la drosophile I'élargissement des péles du fuseau et la non-disjonction des chromosomes
(Hatsumi et Endow 1992; Matthies et al. 1996).

La dynéine cytoplasmique est un large complexe protéique formé de deux chaines lour-
des qui contiennent chacune un domaine moteur, associées a deux chaines légéres et des
chaines intermédiaires. Au cours de la mitose, la dynéine intervient notamment dans la forma-
tion des deux péles du fuseau, une fonction qui nécessite son interaction avec d’autres
protéines comme le complexe de dynactines. Aucun homologue de chaine lourde de dynéine
n’a été trouvé dans le génome d’Arabidopsis, suggérant que des kinésines non conventionnel-
les, se déplagant vers I'extrémité (-), sont & l'origine de ce type de mouvements chez les
plantes supérieures.
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Le cycle de division cellulaire

Le cycle de division cellulaire (cycle cellulaire) est le processus fondamental par lequel
une cellule mére donne naissance a 2 cellules filles identiques entre elles et a celle dont elles
dérivent. Chez les organismes unicellulaires, chaque cycle de division produit deux nouveaux
individus. Chez les organismes multicellulaires, le zygote subit de nombreux cycles avant
d’aboutir & la formation d’un nouvel organisme. Des divisions cellulaires sont également néces-
saires pour renouveler les cellules mortes et maintenir I'intégrité de I'organisme.

Le cycle cellulaire se subdivise en phases au cours desquelles les chromosomes vont
étre répliqués en deux copies identiques puis répartis équitablement dans les deux cellules
filles (Tableau 4). Ce processus est largement dépendant de la dynamique du réseau de
microtubules.

G1 (Growth 1 ou Gap 1) La cellule croit jusqu’a atteindre un volume final défini et effectue les fonctions
pour lesquelles elle est programmée.

S (Synthesis) Le matériel génétique se réplique et, s'’il est présent, le centrosome se dupli-

Interphase que.

G2 (Growth 2 ou Gap 2) Chaque chromosome est présent en deux copies parfaitement identiques.

Prophase La chromatine, diffuse en interphase, se condense en chromosomes. Le cy-
tosquelette microtubulaire interphasique se désassemble et un pré-fuseau
(prospindle) se met en place.

Prométaphase L’enveloppe nucléaire se rompt. Les microtubules pénétrent dans le noyau et
participent a la formation du fuseau mitotique. Des complexes protéiques
spécialisés appelés kinétochores se forment au niveau des régions centromé-
riques de chaque chromosome et capturent quelques microtubules. Les
chromosomes oscillent entre les pdles jusqu’a atteindre un équilibre de forces
entre les 2 fibres kinétochoriennes des chromatides soeurs reliant les pbles
opposés.

Métaphase Des fibres microtubulaires kinétochoriennes relient chaque chromosome aux
pbles opposés du fuseau bipolaire. Les chromosomes s’alignent sur un méme
plan appelé plaque métaphasique.

Mitose

Anaphase L’anaphase débute par une séparation synchrone des chromatides soeurs au
niveau des kinétochores et leur ascension vers les pdles opposés du fuseau
(anaphase A). Des microtubules interpolaires s'allongent, renforgant la sépa-
ration des chromosomes (anaphase B).

Télophase L’enveloppe nucléaire se reforme autour de chaque groupe de chromatides.
Des microtubules polymérisés a I’équateur et des filaments d’actine partici-
pent a la séparation des deux cellules filles (midbody et phragmoplaste).

e Un mécanisme centripéte (constriction) ou centrifuge (fusion de vésicules
Cytocinése golgiennes du phragmoplaste) permet la séparation des deux cellules filles.

Tableau 4 : Etapes du cycle cellulaire et fonctions du cytosquelette associées a la ségrégation du génome et la
cytocinéese.
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Le fuseau mitotique animal

Les microtubules jouent un réle essentiel lors de la division cellulaire. Leur organisation
se modifie en début de mitose pour former un fuseau bipolaire complexe et dynamique. Le
fuseau est constitué de deux réseaux de microtubules symétriques et antiparalléles associés a
de nombreuses autres protéines régulatrices. Certaines vont agir en amont de la formation du
fuseau, en stimulant la nucléation notamment. D’autres vont permettre d’organiser les
microtubules en un fuseau bien structuré et de le stabiliser.

Anatomie et étapes d’assemblage

Dans les cellules somatiques animales (Figure 16), 'assemblage du fuseau est orchestré
par un centre organisateur, le centrosome, qui se duplique au cours de l'interphase. La réplica-
tion compléte du matériel génétique conduit a la condensation des chromosomes.

© (=

Interphase (1)
« Duplication du centrosome
- Réplication de ’ADN i
+ Condensation des chromosomes

+ Croissance . . N
+ Séparation des centrosomes

Prophase (2)

+ Rupture de I’enveloppe nucléaire

r
‘ =
2_;77 Prometaphase (3/4)
w—/ > \ + Capture et congression des chromosomes
Anaphase (6)
+ Ségrégation des chromatides \

Metaphase (5)

+ Alignement des chromosomes

Figure 16 : Dynamique des microtubules au cours de la division d’une cellule somatique animale. A et B: Re-
présentation schématique (A) et images obtenues en microscopie a fluorescence (B) illustrant la dynamique du réseau
de microtubules (vert) et des chromosomes (bleu) au cours du cycle cellulaire. Les numéros figurant entre parentheses
sur le schéma correspondent a ceux associés aux images de microscopie.
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Les centrosomes migrent alors de part et d’autre du noyau et initient de longs
microtubules astraux. Puis l'activité de nucléation des centrosomes augmente, multipliant le
nombre de microtubules. Dans un méme temps, 'augmentation du taux de catastrophe et la
diminution du taux de sauvetage contribuent au démantélement du réseau interphasique et au
raccourcissement des microtubules astraux.

La migration d’'un des centrosomes a I'opposé du premier initie la formation d’'un fuseau
bipolaire. L’enveloppe nucléaire se rompt et quelques microtubules s’attachent aux kinétocho-
res des chromatides soeurs. Leur extrémité (+) est orientée vers les chromosomes et leur ex-
trémité (-) est focalisée aux péles, au niveau des centrosomes. Le réseau devient plus dense et
forme un fuseau bipolaire caractéristique. Les forces appliquées de chaque c6té des
chromosomes par les microtubules kinétochoriens vont induire leur congression puis leur ali-
gnement au centre du fuseau.

En plus des microtubules kinétochoriens, le fuseau contient également des microtubules
interpolaires qui partent des pdles et s’entrecroisent dans la région centrale du fuseau, et des
microtubules astraux qui vont interagir avec le cortex cellulaire (Figure 17). Les chromosomes
forment alors la «plaque métaphasique», a I'’équateur de la cellule.

Kinetochore

Centrosome

Microtubules
Kinétochoriens

Microtubules
Interpolaires

/

Paire de chromatides

Figure 17 : Différents types de microtubules composent le fuseau mitotique. Ils se différencient
par les protéines ou complexes avec lesquels ils interagissent.

A ce stade, la cellule passe un point de contrble d’attachement des fibres kinétochorien-
nes. Ce point de contrdle mitotique régule I'activation du complexe APC/cdc20, E3 ubiquitine
ligase impliquée dans l'ubiquitination de la sécurine avant sa dégradation par le protéasome.
Tant qu’un seul kinétochore n’est pas associé a des microtubules, Mad2 y séquestre cdc20.
Des kinases des familles Bub, Polo-like kinase (Plk1) et Aurora régulent l'interaction Mad2/
cdc20 et libérent cdc20 dés complétion du fuseau. Le complexe APC/cdc20 se forme et est lui-
méme activé par phosphorylation par le complexe CDK1/cycline B. La dégradation de la sécu-
rine libére la séparase. Cette enzyme est activée par phosphorylation par CDK1/cyclineB puis
dégrade la cohésine phosphorylée sur sa sous-unité Scc1 par la kinase Plk1, libérant ainsi les
chromatides soeurs. La cellule entre alors en anaphase. Les chromatides soeurs migrent vers
les pbles opposés du fuseau.
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Recherche et capture des kinétochores

Différents modéles d’assemblage du fuseau sont décrits dans la littérature. Dans un pre-
mier modeéle appelé «recherche et capture», les microtubules nucléés au niveau des centroso-
mes alternent des phases de croissance et dépolymérisation dans toutes les directions, explo-
rant I'espace cellulaire (Figure 18A). Une fois capturés par les kinétochores, ils se stabilisent et
guident les autres microtubules.

Dans ce modéle, les chromosomes jouent un rble passif et 'assemblage du fuseau re-
pose intégralement sur la dynamique des microtubules. Les centrosomes sont les seuls centres
organisateurs. Ce modéle d’assemblage ne peut pas étre généralisé du fait de I'existence de
fuseaux acentrosomaux.

Importance de la chromatine

De nombreuses expériences réalisées in vitro ont mis en évidence I'existence de méca-
nismes d’assemblage et d’organisaion des microtubules dépendant de la chromatine. L’injection
de noyaux dans des ceufs de xénope, naturellement dépourvus de centrosome, stimule la nu-
cléation de microtubules autour de la chromatine condensée (Karsenti et al. 1984). Des
chromosomes bivalents placés dans le cytoplasme de spermatocytes de drosophile induisent la
formation de mini fuseaux de microtubules (Church et al. 1986). Par ailleurs, I'ajout de billes
enrobées de chromatine entraine la formation de microtubules mimant un fuseau dans des ex-
traits d’ceufs de xénope (Heald et al. 1996).

Ces données montrent que la formation du fuseau est possible en I'absence de kinéto-
chore et de centrosome. La capture et la stabilisation des microtubules par les kinétochores
n’est donc pas la seule voie d’assemblage du fuseau mitotique ou méiotique.

Stabilisation locale autour de la chromatine

Un deuxiéme modeéle, appelé «stabilisation locale», a été élaboré sur la base de ces ob-
servations et compléte le modéle «recherche et capture» décrit précédemment. Ce modéle
propose que la chromatine modifie la nature du cytoplasme alentour et induit une stabilisation
locale de I'extrémité (+) des microtubules (Hyman et Karsenti 1996). Cette propriété favoriserait
la croissance des microtubules centrosomaux ou astériens en direction des chromosomes. De
nombreux résultats expérimentaux confortent cette idée. Des expériences réalisées in vitro
montrent que le taux de sauvetage des microtubules augmente a proximité de la chromatine,
alors que le taux de catastrophe est corrélé avec la longueur des microtubules en provenance
du centrosome (Dogterom et al. 1996). La chromatine semble donc annuler I'effet déstabilisa-
teur du cytoplasme, favorisant ainsi une croissance orientée des microtubules.

Assemblage périchromosomique et polarisation par des moteurs protéiques

La modulation des propriétés dynamiques des microtubules n’est cependant pas suffi-
sante pour expliquer la formation et la stabilisation d’'un fuseau bipolaire. Dans les oocytes de
xénope, les microtubules sont nucléés de maniere aléatoire autour de la chromatine (Figure
18B). Des moteurs protéiques associés aux microtubules vont permettre leur organisation en un
fuseau bipolaire. Des kinésines tétramériques de type BimC/Eg5 induisent la formation de fais-
ceaux de microtubules et les réarrangent en un réseau ordonné et antiparalléle, centré sur la
chromatine (Sawin et al. 1992; Sharp et al. 1999). La kinésine Xklp1, liée a la chromatine, re-
pousse I'extrémité (-) des microtubules vers le cortex. Son action conduit a la formation d’un lot
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de microtubules orientés (Vernos et al. 1995). La dynéine va permettre la focalisation des ex-
trémités (-) des microtubules en deux pbles opposés (Sawin et Endow 1993; Heald et al. 1996).
Une combinaison de forces motrices opposées est donc a l'origine de la morphogénése du
fuseau. Ce mécanisme d’assemblage n’est pas limité aux cellules dépourvues de centrosomes.
Dans les cellules somatiques de vertébrés, le fuseau mitotique s’assemble correctement apres
I'ablation par impulsion laser ou par microchirurgie des centrosomes (Khodjakov et al. 2000;
Hinchcliffe et al. 2001). Il est également vraisemblable que les deux modéles de nucléation mi-
crotubulaire puissent coexister dans une méme cellule (Figure 18C).

Figure 18 : Modeéles d’assemblage du fuseau mitotique animal. A : Mécanisme de recherche et capture des kinéto-
chores par les microtubules nucléés au niveau des centrosomes. B : Mécanisme d’autoassemblage des microtubules
nucléés autour de la chromatine. C : Combinaison des deux mécanismes. Les microtubules nucléés au niveau des
centrosomes apparaissent en rouge, ceux en provenance de la chromatine en vert. Adapté de (Walczak et Heald
2008).

Activités motrices liees a la ségrégation du génome

D’importants changements dans la balance des forces motrices contribuent a la ségréga-
tion des chromosomes en anaphase et a I'’écartement des péles (Figure 19).

La séparation des chromatides se traduit par un raccourcissement des microtubules kiné-
tochoriens. Des forces de traction appliquées au kinétochore entrainent chaque chromatide
soeur vers les poles opposés du fuseau. De nhombreux moteurs a orientation (+) sont capables
de générer des mouvements entre les microtubules antiparalléles et pourraient étre impliqués
dans le mouvement d’écartement des poéles fusoriaux (anaphase B).
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Figure 19 : Activités motrices participant a la formation et au fonctionnement du fuseau. Des moteurs pro-
téiques a orientation (+) (en rouge), et orientation (-) (en orange), permettent aux microtubules interpolaires antipa-
ralleles d’interagir et de coulisser les uns par rapport aux autres, éloignant les pdles I'un de l'autre. La dynéine
cytoplasmique (violet) permet de repousser les microtubules astraux et de focaliser les extrémités (-) aux pdles.
Des chromokinésines (vert) induisent le mouvement des chromosomes vers I'extrémité (+) des microtubules.

Deux modeles ont été proposés pour expliquer ce phénoméne. Dans un premier modele,
les microtubules dépolymérisent a leur extrémité (-) tout en restant ancrés aux péles. Il en ré-
sulte une force de traction qui entraine les chromatides vers les p6les du fuseau (Figure 20 A).
Dans un deuxieme modele appelé «pacman» (Figure 20 B), il est proposé que les kinétochores
induisent une dépolymérisation des fibres tout en restant attachés aux microtubules, «grigno-
tant» ainsi 'extrémité (+) des polymeéres en direction de I'extrémité (-). Ces modeles ne sont pas
mutuellement exclusifs ; en effet, différentes techniques de marquage des microtubules et des
kinétochores ont montré que, chez le xénope et la drosophile, les deux mécanismes fonction-
naient de concert pour dépolymériser les microtubules kinétochoriens.

Dynéine Kinétochore

Figure 20 : Forces motrices associées a la dépolymérisation des microtubules kinétochoriens. A :
Dépolymérisation de I'extrémité (-) des microtubules dépendante de I'activité de kinésines déstabilisatrices de la famille
Kinl. B : Dépolymérisation de I'extrémité (+), au niveau du kinétochore, par 'action conjointe de la dynéine qui va tirer le
microtubule et d’une kinésine de type Kinl qui va induire sa dépolymérisation. Le moteur a orientation (+) CENPE est
également représenté.
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MAPs impliquées dans la dynamique des microtubules fusoriaux

Comme évoqué précédemment (page 24), de nombreuses MAPs motrices participent
€galement a la régulation de la dynamique du fuseau (Figure 21). Des MAPs structurales
(MAP1, MAP4, etc.) aident a la stabilisation du fuseau. Des +TIPs, telles que EB1 ou CLIP170,
participent a la croissance ou au raccourcissement des microtubules. En association avec d’au-
tres protéines (Adenomatous Polyposis Coli, CLASPs, etc.), elles pourraient servir d’ancrage a
’'extrémité (+) des microtubules kinétochoriens, ou de ceux associés au cortex (Schuyler et
Pellman 2001). La Katanine serait capable de libérer les microtubules en les coupant a proximi-
té du centrosome, permettant la nucléation de nouveaux polymeéres (Baas et al. 2005). Ce mé-
canisme permettrait entre autre d’augmenter le nombre de microtubules émanant du centro-
some en début de division (McNally et al. 2006). Les kinésines déstabilisatrices de la famille de
Kinl, telles que XKCM1 et MCAK, participent a la dépolymérisation des microtubules au niveau
des kinétochores et des péles du fuseau en déformant la structure des polymeéres (Walczak
2003). Leur action est contrecarrée par ch-TOG/XMAP215, qui stabilise le fuseau et stimule la
polymérisation des microtubules (Gergely et al. 2003).

Stabilisation

Stathmine

Séquestration
Dépolymérisation Protéines d’ancrage —

- Co-polymérisation

Stabilisation et ancrage aux extrémités (+)
o &

Figure 21 : Régulation de la dynamique des microtubules fusoriaux. La dynamique des microtubules qui compo-
sent le fuseau est régulée par différentes classes de protéines impliquées dans la nucléation (y-Tubulin Ring Com-
plexes), leur capture (MAPs (+) et leurs partenaires), leur stabilisation (MAPs) ou déstabilisation (Kinésines de type Kinl
et stathmine) et leur sectionnement (Katanine).
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Ces observations suggerent qu’une multitude de mécanismes agissent de concert pour
former correctement le fuseau de division. L’activation des facteurs impliqués dans la nucléation
et 'assemblage du fuseau est finement régulée par des voies de régulation complexes. Des
gradients de signalisation générés autour de la chromatine contrélent ces cascades d’activa-
tion.

Gradient de phosphorylation

La phosphorylation est un mode majeur de régulation de Il'activité des protéines. De
nombreuses kinases dont I'activité est régulée au cours du cycle cellulaire contrdlent différents
aspects de I'assemblage du fuseau. Il a été proposé que des gradients de phosphorylation au-
tour de la chromatine pourraient réguler la dynamique des microtubules.

Des études récentes ont montré que l'inhibition de la stathmine en début de mitose est
régulée par une activité localisée de la kinase chromosomique Plk1. L'inhibition de sa phospho-
rylation provoque des perturbations majeures de l'assemblage du fuseau (Andersen 2000;
Budde et al. 2001; Sumara et al. 2004). Un gradient de stathmine phosphorylée autour des
chromosomes a pu étre visualisé dans des extraits mitotiques d’ceuf de xénope (Niethammer et
al. 2004).

Un gradient de phosphorylation généré par la kinase Aurora B, ayant pour origine la zone
centrale du fuseau mitotique, est également observé en début d’anaphase sur cellules HelLa
(Fuller et al. 2008). Des données récentes montrent également que Plk1 et Aurora A régulent de
maniére antagoniste I'activité et la localisation de KIF2a, une kinésine déstabilisatrice de la fa-
mille de Kinl (Jang et al. 2009).

Voies de signalisation impliquant Ran-GTP

Ran appartient a la superfamille des protéines Ras (Rho, Rac, Cdc42...), de petites
GTPases impliquées dans la régulation de nombreux processus physiologiques tels que la
croissance cellulaire, le transport nucléo-cytoplasmique ou I'assemblage du cytosquelette.

Mode d’action des Ras-GTPases

Ces GTPases sont soit liées a une molécule de GTP, soit une molécule de GDP. L’hydro-
lyse intrinséque du GTP, trés lente, est accélérée par deux autres enzymes : une « GTPase
activating protein » (GAP, ou RanGAP pour Ran) qui va hydrolyser le GTP et un « Guanine-nu-
cleotide Exchange Factor » (GEF, ou RCC1 pour Ran) qui va échanger le GDP en GTP. La
forme active, associée au GTP, va interagir avec des effecteurs protéiques et activer spécifi-
quement certains processus cellulaires.

Rdle de Ran en interphase

Ran joue un réle essentiel dans le transport directionnel de macromolécules entre le
noyau et le cytoplasme (Figure 22). Elle interagit avec des karyophérines, des récepteurs capa-
bles de transporter des protéines cargo du cytoplasme vers le noyau (importines) ou du noyau
vers le cytoplasme (exportines) au travers des pores nucléaires. Ces protéines vont reconnaitre
des séquences spécifiques présentes sur les protéines cargo. Les importines s’associent a des
séquences riches en aminoacides basiques comme la lysine et I'arginine formant des signaux
de localisation nucléaire (Nuclear Localization Signal ou NLS) alors que les exportines recon-
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naissent des séquences hydrophobes souvent riches en leucine constituant des signaux d’ex-
port nucléaire (Nuclear Export Signal ou NES).

@\/@—%nes @*\K
P

Import

NTF2

NN\

D

v Chromatine

\/Q\:
GDP J Export

Figure 22 : Implication de Ran dans les échanges nucléo-cytoplasmiques en interphase. Ran navigue entre le
noyau et le cytoplasme au travers des pores nucléaires. RanGDP est importée dans le noyau par NTF2 (Nuclear
Transport Factor 2) puis est convertie en RanGTP par RCC1, un facteur d’échange associé a la chromatine. RanGTP
entraine la libération de protéines a NLS véhiculées par les importines en s’associant a I'importine B. RanGTP peut
également s’associer a CRM1 (Chromosomal Region Maintenance 1) et promouvoir ainsi la formation de complexes
d’export avec des protéines a NES. L’hydrolyse de RanGTP dans le cytoplasme par RanGAP, assistée par RanBP1 ou
2, entraine la dissociation des complexes d’export. Adapté de (Clarke et Zhang 2008)

Le facteur d’échange RCC1, associé a la chromatine, va catalyser la formation de
RanGTP. La présence de GTP va modifier la conformation de Ran, qui va devenir plus affine
pour I'importine B, libérant ainsi les protéines a NLS qui y sont associées. RanGTP va égale-
ment promouvoir la formation de complexes d’export en modifiant la conformation de I'exportine
CRM1 (Chromosomal Region Maintenance 1), favorisant son association avec des protéines a
NES. Une fois exportée dans le cytoplasme, RanGTP se dissocie du complexe d’export puis est
hydrolysée en RanGDP par RanGAP. RanGTP est ensuite réimportée dans le noyau par l'in-
termédiaire de NTF2 (Nuclear Transport Factor 2).

RanGTP peut également s’associer aux karyophérines dans le cytoplasme. Cette interac-
tion protege RanGTP de son hydrolyse par RanGAP jusqu’a ce qu’elle se lie a RanBP1 ou
RanBP2 (également appelée Nucléoporine 358 ou Nup358). RanBP1 est majoritairement cyto-
plasmique alors que RanBP2 est localisée du cbté cytoplasmique des pores nucléaires. Ces
protéines, qui contiennent des motifs RBD (Ran Binding Domain), vont dissocier RanGTP des
karyophérines et la présenter & RanGAP, stimulant ainsi I'hydrolyse du GTP. La libération du
GTP de Ran est également possible dans le noyau par l'intermédiaire du facteur d’échange
Mog1 (Steggerda et Paschal 2000).
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La formation de RanGTP au niveau de la chromatine et son hydrolyse dans le cyto-
plasme créent un gradient de concentration qui contréle les échanges nucléo-cytoplasmiques
en interphase.

RanGTP en mitose

Des études récentes ont montré que RanGTP joue un rble essentiel en mitose, en acti-
vant sélectivement des protéines cargo impliquées dans la I'assemblage du fuseau (Figure 23).
Les mécanismes par lesquels RanGTP active ces facteurs sont similaires a ceux mis en jeu
dans le transport nucléo-cytoplasmique. Des expériences réalisées sur des extraits d’ceufs de
xénope en phase M ont montré que RanGTP stimule la formation du fuseau en libérant des
protéines cargos associées aux importines (Gruss et al. 2001; Nachury et al. 2001; Wiese et al.
2001). Son réle dans I'assemblage du fuseau a également été démontré in vivo (Askjaer et al.
2002; Bamba et al. 2002). Ran est également impliquée dans d’autres événements du cycle
cellulaire tels que I'assemblage de I'enveloppe nucléaire en télophase (Hetzer et al. 2000;
Zhang et Clarke 2001) ou le fonctionnement des kinétochores (Arnaoutov et Dasso 2003).

SAF

Q@ | ] SAF

Importines

SAF SAF

Cellule HeLa Extrait d’oeuf de xénope

0,66 T = k!

Figure 23 : Gradient de RanGTP généré autour de la chromatine. A et B : RanGTP, produit par RCC1 a proximité
de la chromatine, est hydrolysée par RanGAP dans le cytoplasme. Il se forme un gradient de concentration (bleu ciel)
de RanGTP. L’association de RanGTP a I'importine B libére a proximité de la chromatine le facteur d’assemblage (SAF
pour « Spindle Assembly Factor ») qui y était associé. Ce facteur peut soit initier la nucléation de microtubules autour
de la chromatine (A), soit participer a I'assemblage et I'organisation du fuseau (B). C : Visualisation du fuseau mitotique
(en niveau de gris, a gauche) et du gradient d’'importine libéré par RanGTP dans des cellules HeLa ou des extraits
d’ceufs de xénope (gradient bleu/vert/jaune/rouge, a droite). L’image en couleurs artificielles correspondant au signal de
FRET émis par la sonde Rango lorsque celle-ci est libérée par RanGTP de I'importine B. Les astérisques correspon-
dent aux centrosomes. L’axe de symétrie du fuseau est marqué par un trait blanc horizontal. Les plus fortes intensités
de FRET correspondent a la position des chromosomes. La correspondance couleur-intensité du signal est figurée en
dessous de I'image. D’aprés (Kalab et al. 2006).
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Gradient de RanGTP

En interphase, ces facteurs d’assemblage sont importés dans le noyau et s’accumulent
sous une forme inactive, liée aux importines. Lorsque la cellule entre en mitose et que I'enve-
loppe nucléaire se rompt, le nucléoplasme et le cytoplasme se mélangent, diluant la forte con-
centration de RanGTP présente dans le noyau. Cependant, RCC1 continue a produire RanGTP
autour de la chromatine, créant ainsi un gradient de concentration. Ce gradient permettrait un
contrdle a distance de la chromatine sur des facteurs d’assemblage du fuseau. La forte concen-
tration locale en RanGTP autour de la chromatine activerait des facteurs impliqués dans la nu-
cléation, alors que de plus faibles concentrations pourraient stimuler d’autres facteurs impliqués
dans I'élongation et la stabilisation des microtubules, ainsi que leur focalisation au niveau des
péles. L'existence de ce gradient a été confirmée dans des extraits d’ceuf de xénope (Kalab et
al. 2002; Kalab et al. 2006) et dans des cellules somatiques (Li et Zheng 2004; Kalab et al.
2006).

Action localisée de RanGTP

RanGTP pourrait également controler 'assemblage et la dissociation de complexes pro-
téiques a des sites spécifiques de la cellule, comme les kinétochores, les centrosomes ou des
zones spécifiques de la membrane plasmique. La localisation particuliere de certains partenai-
res de RanGTP dans des cellules somatiques conforte ce modéle.

L'importine B est en effet retrouvée aux pdles du fuseau mitotique dans des cellules de
mammifére en culture (Ciciarello et al. 2004). Sa surexpression provoque des défauts de locali-
sation aux péles du fuseau de protéines cargo régulées par RanGTP (Fan et al. 2007). L'impor-
tine B est également impliquée dans I'importation puis la localisation au niveau de la chromatine
de la chromokinésine Kid, par l'intermédiaire de I'importine a (Trieselmann et al. 2003). L’asso-
ciation avec les importines inhibe la liaison de Kid aux microtubules. L’action localisée de
RanGTP a la surface des chromosomes va libérer et activer la kinésine (Tahara et al. 2008).

L’importine B peut interagir directement avec les protéines cargo, ou par l'intermédiaire
d’adaptateurs tel que I'importine a, l'importine 7 ou bien encore la nucléoporine Nup98. Nup98
stabilise I'interaction de I'importine B avec Rae1, un facteur d’export d’ARN messager (ARNm).
Rae1 est essentiel a 'assemblage du fuseau mitotique. Il est associé a de grands complexes
ribo-nucléo-protéiques capables de stabiliser les microtubules in vitro. Cette activité est régulée
par RanGTP, I'importine B, et de maniere surprenante, requiert également la présence d’ARNm
(Blower et al. 2005).

Une fraction de RanBP1 est également retrouvée au niveau des centrosomes. La sur-
exression de RanBP1 induit la formation de fuseaux multipolaires en altérant notamment le
fonctionnement des centrosomes, et la localisation de facteurs essentiels a I'organisation des
péles, comme la kinésine Eg5 (Di Fiore et al. 2003). L’extinction de RanBP1 par ARN interfé-
rence entrave l'entrée en mitose et provoque des défauts dans la ségrégation des
chromosomes et dans la localisation de certaines protéines comme la cycline B1 et HURP (He-
patoma Up-Regulated Protein) (Tedeschi et al. 2007).

Des travaux récents montrent qu’une accumulation localisée de RanGTP, associée a une
délocalisation de RanGAP1, permettent la nucléation de microtubules au niveau des kinétocho-
res (Torosantucci et al. 2008).
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Cibles de RanGTP

Le tableau 5 propose un récapitulatif des cibles régulées par RanGTP.

Cargo Type de protéine Transporteur Interactions connues Fonctions régulées par Ran
Microtubules, Xkip2, Aurora A, Nucléation de microtubules, activa
. BRCA1, BARD1, RHAMM, . . - N
TPX2 MAP (fuseau) Importine a1 /B tion de la kinase Aurora A, liaison a la
Eg5, XMAP215, HURP, la- s
° kinésine Eg5
mine B
I ; 1/ I . .
NuSAP MAP (fuseau) mport!ne at/g Chromosomes, Microtubules $tab|l|sat|on.des microtubules, liaison
Importine 7 a la chromatine
NuMA MAP (pbles du fuseau) Importine a1/ g;z?ne, BRCA1/BARDT, Inconnue
Xnf7 MAP Importine a1/ Mucrotupules, Anaphase Inconnue
Promoting Complex
contréle de la dynamique des
microtubules fusoriaux, stabilisation
TPX2, Aurora-A, XMAP215, ) - . .
HURP MAP Importine 8 Eo5 . des fibres kinétochoriennes en dimi-
¢ nuant leur turn over, bipolarisation du
fuseau
Maskin Phosphorylation par Aurora-A, import
(TACC, MAP (péles du fuseau) Importine PR IROET, TR nucléaire en mitose de Alp7 chez S.
Rael, TPX2, Eg5
Alp7) pombe
XCTK2 Kinésine (fuseau) Importine a1 /B Microtubules Liaison aux microtubules
Kid Chromo-kinésine Importine a1 /8 Chromosomes, Microtubules Mislizey e pmlaroialles, ceses ke
aux chromosomes
. - . Fuseau mitotique, NUMA s -
Lamine B Fl nucléaire Importine a1/ ’ ’ Association au fuseau mitotique
u i porti B TPX2, Eg5, PAR ssociati u fuseau mitotiqu
Rae1 Nucléoporine Importine 8, Nup98 RNP, Maskin, NuMa F.’olymensanon €29 IGEIEES
(indirecte)
| ti 0
CRB3-CLP1 Protéine membranaire mportine B Inconnu Ad’ressage aux ?oles d,u fuseau
par un adaptateur (dépendant de I'importine B)
. Histones H2A et H2B, ADN permet I'activation de Ran en
RCC1 RanGEF | i 3/ ’ ’
ce an mportine a3 /B Ran RanGTP. Liaison aux histones
RanBP2 - ) ) - .
RanGAP- Multifonction Exportine 1 Eme:cg;r_lzres{ ggmplexe Formation des fibres kinétochorien-
SUMO up up nes
Stabilisation des microtubules, inter-
Cdk11 Kinase (cycline) Importine a /8 Inconnu action des kinétochores avec les
microtubules
NPM1 Multifonction Exportine 1 Centrosome Intégrité du centrosome
Survivin Facteur anti-apoptoti- Exportine 1 Aurora-B, INCENP Recrutement de CPC, polymérisation

que

des microtubules (indirecte)

Tableau 5 : Fonctions et interactions de protéines cargo régulées par RanGTP. En rouge Figurent les interactions
directes protéine cargo/interactant. Adapté de (Kalab et Heald 2008).

TPX2 (Targeting Protein for Xklp2), une des cibles les mieux caractérisées de RanGTP,
est capable a la fois de stimuler la nucléation des microtubules autour de la chromatine et d’in-
teragir avec de nombreux partenaires afin d’'organiser un fuseau bipolaire (Figure 24).

38



Introduction

Réle de TPX2

En interphase, TPX2 est importée dans le noyau et s’accumule sous une forme inactive,
associée aux importines. Ce complexe est dissocié en début de mitose par RanGTP. Une fois
libérée, TPX2 va contribuer a la nucléation de microtubules autour de la chromatine et participer
a la formation du fuseau en régulant I'activité de nombreuses protéines.

Figure 24 : Nucléation Ran-GTP-dépendante de microtubules autour de la chromatine par TPX2.

Découverte

TPX2 a tout d’abord été identifiée dans des cellules humaines en culture (L428) sous le
nom de p100, une protéine d’environ 100 kDa localisée dans le noyau en interphase et sur le
fuseau en mitose (Heidebrecht et al. 1997). TPX2 a ensuite été caractérisée comme partenaire
de Xklp2 (Xenopus kinesin like protein 2), par son domaine C-terminal consensuel
(PFAMO06886). TPX2 permet linteraction de I'extrémité C-terminale de XkIp2 avec les
microtubules, ainsi que son association avec le complexe dynéine-dynactine, qui permet la lo-
calisation de la kinésine aux pbles du fuseau (Wittmann et al. 1998).

Activité de nucléatrice de TPX2

TPX2 est une MAP que l'on retrouve associée aux microtubules fusoriaux, que ce soit
sur des fuseaux assemblés in vitro dans des extraits mitotiques de xénope, ou in vivo dans dif-
férents types cellulaires (Gruss et al. 2001; Garrett et al. 2002; Gruss et al. 2002). Cependant,
elle n’agit pas uniquement en stabilisant les microtubules comme le font d’autres MAPs structu-
rales, mais joue probablement un réle dans les étapes précoces de nucléation par un méca-
nisme encore mal compris, peut-étre associée aux y-TuRCs.

L’ajout de TPX2 produit dans des bactéries a une solution de tubuline est suffisant pour
initier la polymérisation de microtubules in vitro, une activité inhibée par I'addition d’'importine a.
L’ajout de TPX2 a des microtubules stabilisés au taxol induit la formation de faisceaux. Cette
activité n’est pas inhibée en présence d’'importine a, suggérant un double rdle de TPX2, contrb-
Ié par deux domaines protéiques différents (Schatz et al. 2003). Un large domaine N-terminal
est en effet suffisant pour induire la nucléation de microtubules in vitro. Cependant, il ne peut
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pas se substituer au TPX2 sauvage dans des extraits de xénope. Un large domaine C-terminal,
qui ne lie pas directement les microtubules in vitro, est en revanche suffisant pour restaurer la
nucléation de microtubules dans des extraits de xénopes dépourvus de TPX2 endogéne (Bru-
net et al. 2004). TPX2 initierait par son activité nucléatrice de petits microtubules amorces ou
«seeds» qu’elle relierait entre eux tout en les stabilisant, conduisant a la formation de faisceaux
de microtubules (Schatz et al. 2003).

Un mutant de TPX2 (K284A, position centrale d’'un NLS potentiel) qui ne peut plus inter-
agir avec I'importine présente une activité de nucléation constitutive. Des tests in vitro sur ex-
traits de xénope montrent que I'activité du mutant n’est plus dépendante de la présence de
RanGTP. TPX2 est donc capable d’'induire la nucléation de microtubules sans la participation de
Ran et de I'importine (Schatz et al. 2003).

Cependant, des études récentes réalisées sur extraits mitotiques de xénope suggérent
que d’autres facteurs sont nécessaires a la nucléation de microtubules autour de la chromatine.

La suppression de TPX2 est partiellement compensée par I'addition en exces de
XMAP215 ou EB1, ou par l'inhibition de la kinésine déstabilisatrice MCAK. De plus, la suppres-
sion de Y-tubuline ou de XMAP215 n’est pas compensée par un exces de TPX2, ce qui révele
importance de ces facteurs dans le mécanisme de nucléation dépendant de la chromatine
(Wilde et Zheng 1999; Groen et al. 2009). HURP est également essentielle a la nucléation et &
'organisation du fuseau acentrosomal (Sillj¢ et al. 2006). L'inhibition de MCAK ne compense
pas la déplétion de HURP. Cependant, aucune interaction directe entre HURP et TPX2 n’a pu
étre démontrée (Casanova et al. 2008).

Ces données suggerent que la nucléation acentrosomale de microtubules nécessite I'in-
tervention de nombreux facteurs protéiques dont les fonctions ne sont pas redondantes.

Implication de TPX2 dans l'organisation d’un fuseau bipolaire

Outre son importance dans la nucléation des microtubules, TPX2 est également essen-
tielle a I'intégrité des pdles du fuseau (Figure 25). L'immunosuppression de TPX2 dans des ex-
traits de xénope provoque la désintégration des pbles et une diminution de la densité de
microtubules. L’addition en excés de TPX2 induit la formation de fuseaux monopolaires avec
des pbles élargis (Wittmann et al. 2000).

Tubuline TPX2 ADN Superposition

Contréle

Addition

Déplétion

Figure 25 : Défauts d’organisation du fuseau métaphasique induits par I’addition en ex-
cés ou la déplétion de TPX2. (Wittmann et al. 2000)
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Ces phénotypes pourraient découler de I'implication de TPX2 dans I'adressage et I'acti-
vation de certains facteurs aux p6les du fuseau (Figure 26)

TPX2 permet en effet la localisation de la kinésine Xkip2 aux péles (Wittmann et al.
1998). Cette localisation requiert I'activité du complexe dynéine-dynactine, mais n’est pas dé-
pendante de RanGTP. L’interaction directe de TPX2 avec ce complexe n’a toutefois pas été
démontrée.

TPX2 est également impliquée dans la localisation polaire de la kinase Aurora A (Kufer et
al. 2002). Les sérine-thréonine kinases Aurora ont de multiples fonctions au cours du cycle cel-
lulaire. Elles participent a la duplication et la séparation des centrosomes, la condensation des
chromosomes, I'assemblage et le fonctionnement du fuseau ou bien encore a la cytocinese. La
partie N-terminale de TPX2 (résidus 1 a 43) interagit avec I'extrémité C-terminale du domaine
catalytique de la kinase, induisant son activation par autophosphorylation. La kinase activée
phosphoryle a son tour TPX2 (Bayliss et al. 2003; Eyers et Maller 2004). L’activation de Aurora
A par TPX2 est notamment requise pour la phosphorylation de p53 (Pascreau et al. 2009) et de
HURP (Yu et al. 2005). Aurora A activée est également impliquée dans le recrutement de Y-tu-
buline au niveau des centrosomes (Barr et Gergely 2007; Sardon et al. 2008). Elle phosphoryle
BRCAT1 en début de mitose, participant ainsi a la transition G2/M du cycle cellulaire (Ouchi et al.
2004).

Comme on l'a vu précédemmment, TPX2 associée a un complexe comprenant HURP,
XMAP215, Eg5 et Aurora A participe aussi a la focalisation des péles du fuseau dans un méca-
nisme Ran-dépendant (Koffa et al. 2006).

Fonctions de complexes associés a TPX2

L’hétérodimere BRCA1/BARD1, qui présente une activité E3 ubiquitine ligase, est impli-
qué dans la prolifération cellulaire et la stabilité chromosomique. Il est nécessaire a I'accumula-
tion de TPX2 aux pdles, ou il forme un grand complexe comprenant TPX2, NuMA et RHAMM
(Joukov et al. 2006).

RHAMM, une protéine multifonctionnelle notamment impliquée dans la focalisation des
péles de fuseaux astraux et anastraux, interagit par sa partie N-terminale avec les microtubules
(Assmann et al. 1999). Elle facilite la nucléation microtubulaire autour des chromosomes, inter-
agit avec le y-TuRC et concentre TPX2 aux plles fusoriaux chez le xénope (Groen et al 2004).

NuMA est une protéine impliquée dans la maintenance de la structure de I'enveloppe nu-
cléaire et dans I'assemblage du fuseau mitotique. Le complexe NuMA/dynéine/dynactine est
nécessaire a la focalisation des pdles fusoriaux en métaphase (Fant et al. 2004). La phosphory-
lation de NuMA par la CDK1/Cycline B entraine sa dissociation de la matrice nucléaire et son
association avec le fuseau. Sa déphosphorylation, aprés dégradation de la Cycline B en
anaphase, entraine sa dissociation du fuseau (Gehmlich et al. 2004). Des données récentes
suggerent également un réle de cette protéine dans la stabilisation des fibres kinétochoriennes
(Haren et al. 2009). La surexpression de NuMA délocalise la dynéine du fuseau et induit la for-
mation de pOles multiples.
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Figure 26 : Interactions entre TPX2 et ses partenaires au cours de la formation du fuseau. TPX2 est impliquée
dans la localisation de XkIp2 et Aurora A aux pdles. Elle permet I'activation de la kinase par autophosphorylation, qui va
phosphoryler TPX2 en retour. TPX2 est également retrouvée au sein de grands complexes localisés aux péles du
fuseau.

Reégulation de TPX2 au cours du cycle

Une étude réalisée sur des cellules HeLa montre que la quantité de TPX2 varie au cours
du cycle cellulaire (Stewart et Fang 2005). La quantité de protéine, relativement faible en pha-
ses G1/S augmente en G2, puis diminue rapidement en fin de mitose. Cette dégradation rapide
de la protéine est due a I'activité d’'un complexe enzymatique, le protéasome.

Le protéasome est impliqué dans la régulation de nombreux processus physiologiques et
développementaux. Sa fonction principale est de dégrader les protéines défectueuses ou obso-
létes par protéolyse. Les protéines cibles sont marquées pour la dégradation par les molécules
d’'ubiquitine. Cette ubiquitination est contrélée par trois enzymes qui vont activer I'ubiquitine
(enzyme d’activation E1), reconnaitre le substrat (ligase E3) et former une liaison thioesther
entre le substrat et I'ubiquitine (enzyme de conjugaison E2).

L’APC (Anaphase-Promoting Complex) est I'E3 ubiquitine ligase qui va reconnaitre
TPX2. Son l'activité est essentielle a la dégradation de nombreux régulateurs du cycle cellulaire
(par exemple : Cdc20, Cycline B, Aurora A, Plk1 et Kid). Chez les animaux, I'activité de 'APC
est stimulée par son association avec Cdc20 en début d’anaphase, puis avec Cdh1 du début de
télophase jusgu’en fin de phase G1. L’APC reconnait principalement deux types de motifs : les
« KEN Boxes » (K-E-N) et les «destruction boxes» ou « D boxes » (R-X-X-L ou X correspond a
n’importe quel acide aminé). L’APC reconnait également une séquence spécifique présente
dans Aurora A, appelée « A box » (RXLXPSN). Les « D boxes » sont reconnues a la fois par
PAPCCdh1 et TAPCCde20, | es «KEN Boxes» et la « A box » ne sont reconnues que par ’APCCdn1,
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Deux domaines identifiés dans la séquence protéique de TPX2 semblent nécessaires
pour sa reconnaissance par I’APC : un motif « KEN box » (résidus 87 a 90) et une séquence
originale dans la partie N-terminale de la protéine (résidus 1 a 86) (Stewart et Fang 2005).
TPX2 possede également trois « D boxes » qui ne sont pas essentielles a sa dégradation.

Réle de TPX2 dans I'apoptose

Lors de l'induction de mort cellulaire programmée ou apoptose, le réseau microtubulaire
interphasique est démantelé et remplacé par un réseau acentrosomal qui va assurer la redistri-
bution des fragments nucléaires apoptotiques. Des données récentes ont montré que, dans des
cellules de drosophile, la formation de ce réseau dépend de TPX2 et de I'export de RanGTP
vers le cytoplasme (Moss et al. 2009).

TPX2 comme cible anti-cancéreuse

TPX2 est une protéine oncogéne dont I'expression est perturbée dans de nombreux cas
de cancer. On la retrouve surexprimée dans des carcinomes du poumons (Lin et al. 2006), des
glandes salivaires (Shigeishi et al. 2009) et des ovaires (Scharer et al. 2008), ainsi que dans
des tumeurs osseuses (Smith et al. 2006). Sa surexpression entraine des défauts de régulation
de ses partenaires, notamment une hyperactivité de la kinase Aurora A, qui conduisent a la pro-
lifération cellulaire et a l'inhibition de I'apoptose. Le réle central de TPX2 dans la division cellu-
laire en fait une cible de choix pour lutter contre de nombreux types de cancer.
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Le fuseau mitotique des plantes a fleur

Le fuseau mitotique des plantes a fleur est assemblé en I'absence de centrosome, par
des mécanismes encore mal compris. La morphologie du fuseau végétal présente des différen-
ces majeures au niveau des pbles du fuseau : les microtubules semblent se focaliser en multi-
ples points, correspondant probablement a chaque kinétochore. Chacun de ces points pourrait
fonctionner comme un péle organisateur, comme si le fuseau était organisé par de multiples
centrosomes. Le concept d’'un centrosome flexible a ainsi été développé et s’est largement im-
posé pour expliquer 'assemblage et I'organisation du fuseau végétal (Mazia 1984). Cependant,
le défrichage des voies d’assemblage dépendant de la chromatine, et la remise en question du
role essentiel du centrosome dans I'assemblage du fuseau animal, a permis d'émettre de nou-
velles hypothéses et d’imaginer de nouveaux concepts expliquant les mécanismes d’assem-
blage du fuseau végétal.

Assemblage et structure

L’organisation générale des fibres kinétochoriennes et interpolaires formant le fuseau
mitotique s’est maintenue au cours de I'évolution, qu’il s’agisse de mitose close comme chez
les champignons ou ouverte comme chez les animaux et les plantes a fleurs. Cependant, les
mécanismes mis en jeu dans le fonctionnement et le contrble de I'appareil fusorial sont plus ou
moins conservés chez les Angiospermes. On peut noter certaines particularités importantes en
prophase, lorsque le fuseau s’assemble, ainsi qu’en fin de mitose, lorsque les deux cellules
filles s’individualisent (Figure 27).

Migration du noyau

Une indication fiable de I'entrée en mitose d’'une cellule végétale est la migration du
noyau durant les phases S/G2 vers le futur plan de division. La migration du noyau est dépen-
dante de cébles d’actine et de microtubules émanants du noyau et ancrés dans le cortex. La
contribution respective des microfilaments d’actine ou des microtubules varie suivant I'espece
et le type cellulaire.

Anneau préprophasique

Avant I'entrée en prophase, les microtubules corticaux se réorganisent et forment un an-
neau dense entourant le noyau, I'anneau préprophasique. Cet anneau se condense pour former
une bande trés fine, d’environ 2 um de large (PreProphase Band ou PPB). Malgré son déman-
telement en prométaphase, le PPB marque précisément la position de la future plaque cellulaire
qui séparera les deux cellules filles en fin de mitose. Des expériences de centrifugation cellu-
laire ont montré un lien entre le positionnement du noyau et celui du PPB. Aprés déplacement
du noyau par force centrifuge, une cellule en préprophase reforme un second PPB dans le cor-
tex entourant le noyau a sa nouvelle position. Il semble donc que se soit la position du noyau
qui génére celle du PPB (Murata et Wada 1993).

Un réseau de microfilaments d’actine est également présent lors de la formation du PPB
et pourrait jouer un réle dans sa condensation (Palevitz 1987). Au cours des étapes ultérieures
de la division, le réseau d’actine est exclu de la zone de formation du PPB, ainsi que la kinésine
KCA1, migrant du cytoplasme vers la membrane plasmique et constituant des marqueurs néga-
tifs de la future zone de division. Plus récemment, la MAP AtTAN (déja évoquée p25), est le
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premier marqueur positif mis en évidence a I'’équateur, qui guide I'expansion du phragmoplaste
et se désassemble aprés la cytocinese (Walker et al. 2007).
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Interphase (1) Préprophase (2/3)
- Réseau cortical paralléle - Formation de la PPB
* Quelques microtubules nucléés autour du noyau « Nucléation autour du noyau
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Cytocinése (6) Prophase (4)
- Formation du phragmoplaste + Disparition de la PPB
* Rupture de I'enveloppe nucléaire

« Capture des chromosomes

Anaphase Métaphase (5) Prométaphase
- Séparation des chromatides + Alignement des chromosomes + Congression des chromosomes

Figure 27 : Dynamique des microtubules au cours de la division d’une cellule végétale. A : Représentation
schématique des étapes du cycle de division. B, C et D : Différentes coupes confocales d’'une méme zone.

Fuseau prophasique

En interphase, on observe quelques microtubules nucléés au niveau de la surface de
I’enveloppe nucléaire qui irradient le cytoplasme, formant un aster ayant le noyau pour origine.
En prophase, la densité des microtubules nucléés autour du noyau augmente. Les microtubules
s’orientent tangentiellement a I'enveloppe et se réorganisent en formant deux coiffes disposées
de part et d’autre du noyau (coiffes polaires), prémices des pbéles du fuseau naissant. Cette
structure caractéristique, appelée fuseau prophasique, apparait comme une zone cytoplasmi-
que moins dense (clear zone) en microscopie. Dans un méme temps, I‘anneau préprophasique
se désagrége progressivement. A I'opposé des péles élargis du fuseau mature, le fuseau pro-
phasique a des pbles focalisés bien définis et compacts. Les microtubules tentent de pénétrer a
l'intérieur du noyau, provoquant des invaginations de I'’enveloppe nucléaire. Aprés la rupture de
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I’enveloppe, des microtubules entrent dans I'espace nucléaire et capturent les chromosomes. |l
a été montré récemment que quelques microtubules pénétrent le noyau avant méme la rupture
de I'enveloppe (Dhonukshe et al. 2006). Les péles du fuseau prophasique vont ensuite se
fragmenter et s’élargir, donnant lieu au fuseau métaphasique caractéristique des plantes.

Formation du fuseau métaphasique

La prométaphase est une étape de transition qui commence apres la rupture de I'enve-
loppe nucléaire et se termine lorsque la plaque métaphasique est clairement visible. Pendant la
prométaphase, les microtubules convergent des péles vers I'’équateur et se connectent aux ki-
nétochores (fibres kinétochoriennes) ou aux microtubules du pdle opposé (microtubules interpo-
laires). Les fibres kinétochoriennes induisent la congression des chromosomes au niveau de la
plaque métaphasique, puis la séparation des chromatides soeurs en anaphase. Les
microtubules interpolaires stabilisent le fuseau et permettent I'élongation des pdles en
anaphase. Dans la majorité des cas, le fuseau de métaphase posséde des poéles diffus ce qui
lui donne un aspect de tonneau, a I'opposé des fuseaux animaux qui ont 2 péles focalisés tout
au long de la division, méme en l'absence de centrosome. La Y-tubuline est retrouvée tout au
long du fuseau, suggérant qu’une partie des microtubules pourrait étre nucléée au sein méme
des fibres kinétochoriennes.

Du réticulum endoplasmique est retrouvé le long du fuseau, formant des structures tubu-
laires allongées paralleles aux microtubules. Il pourrait jouer un réle dans la stabilisation ou la
nucléation de microtubules, faisant partie d’'une sorte de « matrice fusoriale » servant de char-
pente a l'organisation du fuseau. Le réticulum endoplasmique est également un réservoir de

Ca'™, dont l'effet déstabilisant des microtubules pourrait permettre de moduler la dynamique
microtubulaire en mitose soit directement soit indirectement via une MAP calmoduline-dépen-
dante (Vantard et al. 1985).

Séparation des chromatides en anaphase

Le mouvement des kinétochores vers les plles et I'’élongation du fuseau sont a I'origine
de la ségrégation des chromosomes chez les plantes. Ces deux mécanismes qui correspon-
dent respectivement a I'anaphase A et B chez les animaux, peuvent étre mis en oeuvre chez les
plantes de maniere plus ou moins concomitante suivant les espéces. Au cours de I'anaphase,
les fibres kinétochoriennes se raccourcissent et les pbles se focalisent a nouveau. En méme
temps, les fibres du centre du fuseau deviennent mieux organisées et se regroupent, puis glis-
sent les unes par rapport aux autres, entrainant la séparation des péles fusoriaux.

Formation du phragmoplaste

Les cellules végétales se divisent par cloisonnement interne. En fin de mitose, les
microtubules du centre du fuseau d’anaphase persistent et se densifient, donnant lieu au
phragmoplaste qui va permettre la mise en place d’une nouvelle paroi. Les microtubules du
phragmoplaste sont organisés en deux lots cylindriques opposés dont les extrémités (+) se
terminent au niveau du plan de division de la cellule. Ce réseau va permettre le transport de
vésicules qui vont fusionner pour former la nouvelle plaque cellulaire. Le phragmoplaste va
s’étendre de maniére centrifuge vers le cortex, jusqu’au cloisonnement total des deux cellules
filles. La nouvelle paroi sera ensuite synthétisée entre les 2 membranes plasmiques ainsi géné-
rées
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L’assemblage du fuseau des plantes requiert, comme pour le fuseau animal, I’action con-
jointe de protéines motrices et structurales, notamment lors de la réorganisation des
microtubules a la surface du noyau en un fuseau prophasique, ou bien lors de la capture puis
de la ségrégation des chromosomes.

Facteurs régulant la dynamique

Moteurs protéiques

Les dynéines cytoplasmiques et ciliaires ont été perdues au cours de I'évolution des
plantes. Les kinésines végétales ont évolué et se sont diversifiées, contribuant ainsi a compen-
ser cette perte. On dénombre pas moins de 61 kinésines dans le génome d’Arabidopsis, suggé-
rant de potentielles spécialisations fonctionnelles (Reddy et Day 2001; Lee et Liu 2004). 23
d’entre elles sont surexprimées pendant la mitose (Vanstraelen et al. 2006). Deux membres des
kinésines 12, nommés POK1 et 2 (pour phragmoplaste oriented kinesin1 et 2), ont des fonc-
tions redondantes et sont impliquées dans l'orientation du phragmoplaste (Muller et al. 2006).
Seules les kinésines appartenant aux familles 5 et 14 semblent étre impliquées dans le fonc-
tionnement du fuseau.

Kinésines 14

ATK1 (AtKIN14a) et ATK5 (AtKIN14b) sont deux kinésines 14 identifiees chez
Arabidopsis jouant un rOle dans I'assemblage du fuseau mitotique. Elles sont capables d’induire
un déplacement vers I'extrémité (-) et de ponter des microtubules paralléles et antiparalléles in
vitro (Marcus et al. 2002; Ambrose et al. 2005; Ambrose et Cyr 2007).

Le mutant atk5 est affecté dés les étapes précoces de 'assemblage du fuseau (Ambrose
et Cyr 2007). En début de prophase jusqu’en fin de prométaphase, les fuseaux sont anormale-
ment allongés et souvent vrillés. On observe également un élargissement des péles en méta-
phase. La protéine de fusion YFP:ATK5 s’associe aux microtubules périnucléaires avant la rup-
ture de I’enveloppe, puis se concentre sur les microtubules du centre du fuseau. Elle s’associe
a l'extrémité (+) des microtubules mais son activité motrice induit un déplacement vers
I’extrémité (-) (Ambrose et al. 2005). Les auteurs proposent qu’ATK5 est adressée au centre du
fuseau puis se déplace vers I'extrémité (-) tout en associant les microtubules paralleles entre
eux, participant ainsi a la focalisation des pdles. Un mode d’action similaire a été proposé pour
Ncd de drosophile (Matthies et al. 1996).

Le mutant atk1 forme des fuseaux de prophase peu denses en microtubules et présente
des défauts de polarité du fuseau en prométaphase (Marcus et al. 2003). Cependant, ces er-
reurs d’assemblage sont rectifiées en anaphase et la ségrégation des chromosomes semble
normale, suggérant la mise en place de mécanismes de correction au cours de la division. En
revanche, atk1 semble étre affecté davantage dans la gamétogénése male (Chen et al. 2002).
On observe des fuseaux déformés aux pdles multiples et non focalisés, conduisant a la forma-
tion de microspores peu nombreuses et de taille variable. Il en découle une réduction de la ferti-
lité male. L'absence d‘anneau préprophasique dans les cellules méiotiques pourrait étre un fac-
teur aggravant pour le mutant, expliquant la sévérité du phénotype observé.

Les mutants double hétérozygotes ATK1/atk1 ; ATK5/atk5 sont affectés a la fois dans la
gamétogénese male et femelle. Les mutants homozygotes pour les deux génes ainsi que ceux
qui ne possedent qu’un alléle sauvage de I'un des deux génes sont embryo-létaux, suggérant
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qu’un niveau d’activité minimal de ces deux protéines est essentiel au bon déroulement de la
méiose et au développement gamétophytique (Quan et al. 2008).

Les génes codants pour les kinésines ATK1 et ATKS5, ainsi que pour les autres kinésines
14 d’Arabidopsis ont comme ancétre commun un seul et méme géne présent en copie unique
dans le génome de la drosophile (NCD), de la levure (KAR3), et de Chlamydomonas
(CrKIN14a), organismes qui possédent un géne codant pour la dynéine. Ces données suggé-
rant que la radiation évolutive des kinésines 14 chez Arabidopsis est la conséquence de la dis-
parition de la dynéine, seul autre moteur moléculaire se déplacant vers I'extrémité (-) des
microtubules.

Kinésines 5

Les kinésines 5 permettent d’associer entre eux les microtubules antiparalléles en prove-
nance des pdles opposés au niveau de la zone centrale du fuseau, et de les faire coulisser les
uns par rapport aux autres en anaphase. Ces moteurs protéiques générent ainsi les forces
principales responsables de I'’écartement des péles, s’opposant a celles générées par les kiné-
sines 14. Au contraire de la plupart des organismes animaux, les plantes possédent dans leur
génomes plusieurs génes codant pour des kinésines de type 5. On en dénombre quatre chez
Arabidopsis, nommées AtKRP125a, b et c, et AtF16L2 (Reddy et Day 2001). Le réle essentiel
d’AtKRP125¢ dans le fonctionnement du fuseau a récemment été mis en évidence au travers
du phénotype observé chez le mutant radially swollen 7 (Figure 28).
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Figure 28 : Images confocales de fuseaux mitotiques. A : Fuseau de métaphase d’une cellule de racine d’Arabi-
dopsis sauvage. B, C, D : Fuseau monopolaire (niveaux de gris ou vert) observé chez le mutant rsw7 aprés plusieurs
heures d’exposition a une température restrictive de 30 °C. C et D : Le co-marquage des microtubules (vert) et de
I’ADN (rouge) révele que les chromosomes se positionnent au centre du fuseau (C) ou a sa périphérie (D). E : Fuseau
monopolaire observé dans une cellule épithéliale de foie de porc apres un traitement au monastrol, une drogue qui
cible spécifiquement les kinésines de type Eg5. F : Séquence d’images montrant la formation d’un fuseau défectueux
d’une cellule de rsw7. Le fuseau, a peu prés bipolaire en début de division, voit ses plles se désagréger et les
microtubules migrer en périphérie, laissant les chromosomes au centre (comme en C). D’aprés (Bannigan et al. 2008).
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Le mutant rsw7 contient une mutation ponctuelle dans le domaine moteur de la kinésine,
qui la rend sensible a I'élévation de température (Wiedemeier et al. 2002). Aprés une exposition
prolongée a une température restrictive de 30 °C, les fuseaux formés ont une morphologie
aberrante, sont souvent monopolaires, reflétant des problémes de stabilisation des
microtubules antiparalleles de la zone centrale (Bannigan et al. 2007). Ce phénotype ressemble
fortement & ceux observés chez les mutants de kinésines 5 animaux, suggérant une fonction
conservée de cette famille de protéines chez Arabidopsis. AtKRP125¢ exprimée par transfec-
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tion dans des cellules épithéliales animales décore les microtubules tout au long du cycle, mais
ne complémente pas des mutants perte de fonction de kinésine 5 (Eg5).

MAPs

Des MAPs structurales impliqguées dans la régulation de la dynamique des microtubules
semblent jouer un réle important dans I'assemblage et le fonctionnement du fuseau végétal.

MAP65

Les MAPG65 partagent des homologies de séquence avec des protéines humaine (PRC1)
et de levure (Ase1p) impliquées dans le pontage et la stabilisation des microtubules de la région
centrale du fuseau (Mollinari et al. 2002; Schuyler et al. 2003). Plusieurs membres de la famille
des MAP65 décorent les microtubules corticaux en interphase et se localisent également au
centre du fuseau mitotique, suggérant des fonctions similaires (Muller et al. 2004; Chang et al.
2005; Mao et al. 2005). AtMAP65-4-GFP ne décore cependant ni les microtubules corticaux, ni
ceux de I'anneau préprophasique. La protéine ne montre pas d’enrichissement spécifique dans
la région centrale comme d’autres MAP65, mais s’associe spécifiquement aux microtubules
fusoriaux polaires (Van Damme, Van Poucke et al. 2004). AtIMAP65-4 est fortement exprimée
en début de mitose et la présence d’'une « D-Box » suggére une dégradation de la protéine par
le protéasome en fin de division. Les différences de localisation observées au sein des MAP65
pourraient étre dues a la présence de sites de phosphorylation particuliers. La mutation du site
de phosphorylation par CDK dans la MAP65-1 entraine une accumulation prématurée de la pro-
téine au niveau de la zone centrale en prométaphase, alors que la protéine sauvage ne sy lo-
calise qu’en cours d’anaphase (Mao et al. 2005).

TONT1 et TON2

Les mutants tonneau1 (ton1) et fass/tonneau2 d’Arabidopsis sont fortement affectés dans
leur développement. Les organes se différencient mais la plante reste naine. Ces mutants sont
incapables d’organiser un PPB mais forment un fuseau et un phragmoplaste.

Le géne FASS code pour une sous-unité régulatrice responsable de la localisation de la
phosphatase PP2A. FASS est impliquée dans l'orientation du plan de division (Camilleri et al.
2002), et est requise pour la bonne localisation de TANGLED (Walker et al. 2007). L’homologue
de FASS chez Caenorhabditis (RSA) (Schlaitz et al. 2007) est impliqué dans I'adressage de
PP2A au centrosome lors de I'assemblage du fuseau.

Le phénotype du mutant ton? est di a I'extinction de deux génes disposés en tandem,
TON1a et TON1b, dont les fonctions sont totalement redondantes (Azimzadeh et al. 2008).
L’'observation de la fusion TON1a-GFP montre un marquage des microtubules corticaux, puis
de I'anneau préprophasique en fin de G2. La protéine de fusion ne décore en revanche ni le
fuseau, ni le phragmoplaste. Ces observations suggeérent un rdle spécifique de TON1 dans la
formation du PPB. TON1b est par ailleurs capable d’interagir in vivo avec CDKA;1 (Van Leene
et al. 2007), une kinase cycline-dépendante qui se retrouve également associée a I'anneau
préprophasique de cellules BY-2 (Weingartner et al. 2001). Un rble possible de TON1 pourrait
étre de recruter et de réguler lactivité de kinases et phosphatases afin de contrbler
I'assemblage ou le désassemblage du réseau cortical et du PPB (Azimzadeh et al. 2008).

De maniére intéressante, TON1 interagit avec les centrines CEN1 et 2 d’Arabidopsis
(plus probablement CEN1 en conditions physiologiques in planta) (Azimzadeh et al. 2008). Les
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centrines, composants essentiels des MTOCs de nombreux organismes, sont notamment
impliquées dans le contréle de la duplication du centrosome (Salisbury 2007). Par ailleurs,
TONT1, qui est fortement conservée chez les plantes terrestres, partage des similarités de sé-
qguence avec FOP (FGFR1 Oncogene Partner) et OFD1 (Oral Facial Digital 1), protéines locali-
sées au niveau du centrosome des cellules humaines (Romio et al. 2003; Yan et al. 2006). Ces
données suggerent que les fonctions mises en jeu au niveau des centrosomes ont été conser-
vées au cours de I'évolution, malgré les divergences évolutives entre animaux et plantes.

Autres MAPs

MORT1 semble étre impliquée dans les étapes précoces de formation du fuseau. Les mu-
tants mor1 présentent des défauts de formation du PPB entrainant une orientation aberrante du
fuseau et du phragmoplaste (Eleftheriou et al. 2005; Kawamura et al. 2006). TANGLED, EB1,
SPIRAL, MAP70 et MAP190 s’associent également au fuseau mitotique mais leurs rbles réci-
proques dans les étapes d’assemblage et d’organisation restent a déterminer.

Mécanismes d’assemblage
Le PPB comme centre organisateur

Dans la majorité des cellules végétales, I'axe du fuseau de prophase est défini avec pré-
cision. De nombreuses observations suggerent I'existence d’un lien entre la position du PPB et
I'orientation du fuseau de prophase. Sur la base d’observations de cellules de tabac BY-2, il a
été proposé que le PPB inhibe localement la polymérisation de microtubules au niveau de la
surface de I'enveloppe nucléaire. Cet anneau d’inhibition supprimerait les microtubules au ni-
veau de I'’équateur du noyau, encourageant ainsi la formation d’'un fuseau bipolaire (Granger et
Cyr 2001). Certaines cellules BY-2 (i.e. souches BY-GT16 et BD2-5) possedent deux PPBs,
séparés d’une distance correspondant approximativement au diamétre d’'un noyau. Dans ces
cellules, le fuseau prophasique formé est multipolaire, et la plupart des péles sont formés a
I’équateur du noyau, la zone la plus éloignée des PPBs (Granger et Cyr 2001; Yoneda et al.
2005) (Figure 29).

Figure 29 : Anneau préprophasiques et fuseaux mitotiques de cellules de tabac BY-GT16. A,B,C et D : Assem-
blage du fuseau mitotique lorsqu'un seul PPB est présent. E, F, G et H : Assemblage du fuseau dans une cellule pos-
sédant deux PPB. Le fuseau formé, qui posséde quatre pdles en prophase (F), acquiert une bipolarité en métaphase
(H). Les péles anormaux sont marqués par deux triangles. Les pbles du fuseau sont marqués par des astérisques. Les
fleches permettent de repérer la position du PPB aprés sa disparition. L’axe de la plague métaphasique est mise en
évidence par deux traits (D et H). D’aprés (Yoneda et al. 2005). Barre d’échelle : 10um.
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Introduction

Assemblage du fuseau en I'absence de PPB

Lors de la formation des graines, les cellules triploides de I'albumen subissent des va-
gues de karyocinese dans un cytoplasme syncitial avant leur cellularisation. Ces mitoses se
réalisent naturellement en 'absence de PPB. Dans le modeéle cellulaire d’Haemanthus kathari-
nae (Scadoxus multiflorus ssp katharinae), il a pu étre montré une réorganisation progressive
des microtubules périnucléaires en fuseau prophasique bipolaire avant rupture de I'enveloppe
nucléaire (Schmit et al. 1982). Un certain type de cellules en culture d’Arabidopsis, incapable de
former un PPB, ne met pas en place de fuseau prophasique. Ces cellules forment pourtant un
fuseau fonctionnel directement aprés la rupture de I'enveloppe nucléaire. Les fuseaux mis en
place ont des orientations variées et possedent des microtubules astraux, normalement absent
des cellules pourvues d’un fuseau prophasique. Ces microtubules pourraient aider au position-
nement du fuseau et a I'établissement du plan de division en 'absence de PPB (Chan et al.
2005).

Il a récemment été proposé que les cellules végétales, comme les cellules animales,
possédent une voie d’assemblage chromosomique du fuseau qui est toujours présente, mais
qui peut étre masquée lorsque le fuseau prophasique est présent (Lloyd et Chan 2006). L‘an-
neau préprophasique pourrait jouer un réle analogue a celui du centrosome des cellules anima-
les. Il permettrait d’imposer une bipolarité axée sur I'équateur du noyau plutot que sur la posi-
tion des pdles. Le PPB et le centrosome permettraient d’améliorer I'efficacité d’assemblage du
fuseau et la fidélité de la cytocinése, sans étre pour autant essentiels a 'assemblage du fuseau.

La présence du PPB joue cependant un réle particulierement important au cours du dé-
veloppement tri-dimensionnel de la plante. Les cellules possédent en effet une paroi rigide leur
interdisant de corriger leur position en migrant, comme peuvent le faire les cellules animales.
L’importance de la position du plan de division est moindre dans les tissus non organogenes
comme l‘albumen, ou dans les cellules en culture.

Voies de signalisation

Peu de données sont disponibles quant aux voies de signalisation mises en jeu lors de
'assemblage du fuseau des plantes. Plusieurs génes impliqués dans I'assemblage du fuseau
animal ont des homologues chez les plantes, suggérant I'existence de mécanismes conservés.

Ran et ses partenaires

Les plantes supérieures, comme les autres organismes eucaryotes, possedent une su-
perfamille de génes codant pour de petites GTPases (Terryn et al. 1993). Des homologues vé-
gétaux de Ran ont été identifiés chez la tomate, le tabac et Arabidopsis. La surexpression de
ces protéines supprime le phénotype du mutant thermosensible de levure pim46-1, qui code
pour ’homolgue de RCC1 (Ach et Gruissem 1994; Merkle et al. 1994; Haizel et al. 1997). Ces
données suggérent que les fonctions assurées par Ran sont conservées entre la levure et les
plantes. Quatre homologues de Ran ont été identifiés chez Arabidopsis (AtRan1 a 4). AtRan1, 2
et 3 ont des séquences trés conservées (95% d’identité environ) et ne different que par leur
partie C-terminale (Haizel et al. 1997). AtRan4 ne posséde que 65% d’identité avec les autres
AtRan et sa fonction reste a déterminer.

Les principaux partenaires végétaux de Ran ont également été identifiés. Deux homolo-
gues de RanGAP ont été caractérisés chez Arabidopsis (Rose et Meier 2001). AtRanGAP1 et 2
sont localisées au niveau de I'enveloppe nucléaire en interphase, au fuseau en anaphase, au
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phragmoplaste et au noyaux des cellules filles en télophase (Rose et Meier 2001; Pay et al.
2002). L’extinction par ARNi de AtRanGAP1 provoque des défauts d’orientation du plan de divi-
sion (Xu et al. 2008). Des expériences de criblage double hybride, utilisant la séquence
d’AtRan1 comme appat, ont permis d’identifier les partenaires AtRanBP1a et 1b (Haizel et al.
1997). Seul RCC1 n’a pas d’homologue végétal identifié a ce jour.

Kinases Aurora

Trois kinases Aurora (AtAURORA1 a 3) ont été identifiées chez Arabidopsis (Van
Damme, Bouget et al. 2004; Demidov et al. 2005; Kawabe et al. 2005). Leur inhibition par I'’hes-
péradine provoque des défauts de ségrégation des chromosomes (Kurihara et al. 2006). Elles
seraient impliquées notamment dans I'attachement des microtubules aux kinétochores et dans
la dissociation de la cohésine au moment de la ségrégation des chromosomes (Kurihara et al.
2008). Elles sont capables de phosphoryler I'histone centromérique H3 (Kawabe et al. 2005).
AtAURORAT1 est par ailleurs capable d’autophosphorylation (Demidov et al. 2009). AtAURO-
RA1 et 2 montrent un haut degré de similarité et seraient issues d’'un événement de duplication
récent. Les deux kinases sont localisées au niveau de I'enveloppe nucléaire en interphase et
marquent le fuseau mitotique en mitose, un profil de localisation similaire a celui de Aurora A
(Carmena et Earnshaw 2003).

Objectifs de théese

La division cellulaire chez les végétaux apparait, au premier abord, sensiblement diffé-
rente de ce qu’elle est chez les animaux. Les cellules somatiques des plantes supérieures sont
acentrosomales et mettent en place un anneau préprophasique. Cette structure joue un role
essentiel dans I'établissement de la polarité mitotique, phénomeéne crucial conditionnant la mor-
phogenese des cellules non migrantes. Les cellules végétales possédent de plus une paroi qui
impose un mode de cytocinése particulier, basé sur la croissance centrifuge d’une plaque cellu-
laire naissant a l'intérieur de la cellule.

Malgré ces particularités, les mécanismes d’assemblage du fuseau présentent des ana-
logies avec ceux rencontrés chez les animaux. Par ailleurs, la présence d’homologues de Ran
et de la plupart des facteurs qui y sont associés suggére I'existence de voies de signalisation
similaires. Dans ce contexte, il semblait intéressant de rechercher I'existence d’'un mécanisme
faisant intervenir un homologue végétal de la protéine TPX2, acteur central de 'assemblage du
fuseau méiotique acentrosomal largement étudié chez le xénope.

L’objectif principal de cette thése a été de rechercher I'existence d’homologues de TPX2
chez Arabidopsis et de caractériser leurs fonctions. Les résultats s’articulent en deux grandes
parties :

- La caractérisation d’AtTPX2 que 'on considére a ce jour comme ’homologue véritable
de TPX2 animal.

- L’identification de génes d’Arabidopsis apparentés a AtTPX2 et possédant certains de
ses domaines fonctionnels.
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Résultats

Caractérisation d’AtTPX2

Article 1 : The Plant TPX2 Protein Regulates Prospindle Assembly before
Nuclear Envelope Breakdown

Cet article présente la caractérisation fonctionnelle d’AtTPX2, la protéine d’Arabidopsis
homologue de TPX2 animal. Les résultats publiés dans cet article sont le fruit de collaborations
entreprises avec deux autres équipes, celle de Jan Vos de I'Université de Wageningen et celle
d’Isabelle Vernos du Centre de Régulation Génomique de Barcelone. Ces collaborations ont
permis d’aborder I'’étude de la protéine sous différents aspects, en mettant a profit les compé-
tences de chaque équipe.

Jan Vos a réalisé des expériences de microinjection d’anticorps dirigés contre AtTPX2
dans des cellules de Tradescantia. Les résultats de ses travaux ont permis de démontrer le role
de la protéine in vivo et son implication dans les étapes précoces de la formation du fuseau.
L’injection de ces anticorps bloque en effet la formation du fuseau de prophase.

Les travaux d’Isabelle Vernos sont a l'origine de la découverte et la caractérisation de
TPX2 de xénope. Son équipe a pu mettre en évidence I'activité de nucléation d’AtTPX2 et sa
capacité a se substituer & TPX2 animal dans des extraits de xénope. lls ont pu montrer
qu’AtTPX2 est capable d’interagir avec Ran et I'importine

J’ai, pour ma part, travaillé essentiellement sur la localisation de la protéine au cours du
cycle cellulaire, ainsi que sur l'identification des domaines fonctionnels présents dans AtTPX2.
Mes travaux, ainsi que ceux d’Anne-Catherine et de Jean-Luc, ont permis de mettre en évi-
dence le comportement dynamique original de la protéine. AtTPX2 est nucléaire en interphase
comme son homologue animal, puis, de maniere surprenante, est exportée juste avant la rup-
ture de I'enveloppe nucléaire pour se retrouver sur le fuseau prophasique. AtTPX2 se localise
au niveau du fuseau mitotique mais ne marque pas la zone centrale en anaphase. AtTPX2 est
rapidement dégradée en fin d’anaphase. J’ai pu identifier des séquences protéiques permettant
I'import/export de la protéine et son association aux microtubules. Jean-Luc, avec qui j’ai eu le
plaisir de partager la paillasse durant ces trois années de thése, a travaillé avec obstination sur
la production d’AtTPX2 ainsi que la génération d’anticorps spécifiques. La protéine étant trés
instable, le travail c’est avéré particulierement délicat et Jean-Luc a di se résoudre a produire
les anticorps a partir d’'un fragment stable correspondant a la région centrale de la protéine.
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Figure 33 : Localisation de la fusion GFP-AtTPX2-6His dans des racines d’Arabidopsis.

A et B : Projection de coupes confocales d’'un apex racinaire. La protéine de fusion est localisée dans le noyau des
cellules en interphase et marque le fuseau mitotique des cellules en division (B). Quelques cellules présentent des
ponctuations dans le nucléoplasme. C : Des ponctuations sont présentes dans le nucéoplasme des cellules différen-
ciées. D : Niveau de fluorescence observé avec la construction 35S:GFP-AtTPX2 en utilisant la méme sensibilité qu’en
C. E : Cébles formés dans un poil absorbant. F : Ponctuations et structures en forme d’aiguille disposées de part et
d’autre du noyau. G : Zone différenciée de la racine dont I'apex est présenté en A. On observe des agrégats dans le
noyau, accompagnés de cébles cytoplasmiques. H : Rendu surfacique du noyau d’une cellule de la zone différenciée,
obtenu a partir de coupes confocales. On observe des filaments a la surface du noyau et dans le cortex. I : Coupe con-
focale correspondant au centre du méme noyau. On observe des filaments et des ponctuations dans le nucléoplasme.
La protéine est exprimée sous la dépendance d’'un promoteur inductible a I'oestradiol. Les observations ont été réali-
sées sur des plantules dgées de deux semaines, aprés 4 jours d'induction sur milieu de culture solide contenant du 17-
3 oestradiol. Barres d’échelle : 10 um.
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Résultats

GFP-AtTPX2 est dégradée par le protéasome en fin d’anaphase

L’analyse de la dynamique d’AtTPX2 au cours du cycle révele une dégradation de la pro-
téine en fin d’anaphase (Figures 3J et 3K de I'article 1, Figure 34A ci-dessous). Afin d’évaluer
implication du protéasome dans la dégradation de la protéine, des plantules agées de 10 jours
exprimant la protéine de fusion GFP-AtTPX2 ont été traitées avec un inhibiteur spécifique, le
MG132 (N-benzyloxycarbonyl (Cbz)-Leu—Leu-leucinal), puis la fluorescence a été observée en
microscopie confocale. Le MG132 est un peptide qui se lie spécifiquement et de maniére réver-
sible au cceur catalytique 20S du protéasome et inhibe son activité.

Aprés une heure de traitement, on observe une Iégére augmentation de la fluorescence
globale de I'apex racinaire associée a des défauts d’organisation du fuseau révélés par une
localisation anormale de GFP-AtTPX2. Ces défauts peuvent étre des conséquences indirectes
de l'inhibition du protéasome, qui pourraient entrainer I'accumulation de protéines normalement
dégradées a ce stade de la mitose.

NEB
A G2 Prophase ¢ Prométaphase Métaphase Anaphase Cytokinése

Export nucléaire  Fuseau de prophase Fuseau mitotique Dégradation

B C D E

Figure 34 : La dégradation de GFP-AtTPX2 est inhibée par un traitement au MG132.

A : Dynamique des protéines de fusion GFP-AtTPX2 (vert) et H2AX-RFP (rouge) au cours du cycle cellulaire. GFP-
AtTPX2 est rapidement dégradée en fin d’anaphase. B, C et D : Localisation de la protéine GFP-AtTPX2 dans des
cellules en division aprés une heure de traitement au MG132 (10uM). On observe la formation de fuseau prométapha-
siques et anaphasiques anormaux (B et C) et une accumulation nucléaire de la protéine en télophase (D). La protéine
se retrouve également au niveau de microtubules résiduels du phragmoplaste (fleche). Les observations ont été réali-
sées sur des plantules agées de 10 jours. Barres d’échelle : 10pm.

De maniére intéressante, on remarque que I'’ensemble des cellules du méristeme ont un
noyau fluorescent. On observe également I'association inhabituelle de TPX2 avec les
microtubules du phragmoplaste. GFP-AtTPX2 est normalement absente a ce stade du cycle. La
protéine n’est donc plus dégradée en fin d’anaphase et se retrouve dans les noyaux fils refor-
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més des la fin de télophase. Ces données suggerent que la dégradation d'AtTPX2 en fin d’ana-
phase est due a I'action du protéasome.

Analyse de l'activité du promoteur d’AtTPX2

Une construction chimérique composée du gene rapporteur codant pour la B-glucuroni-
dase (GUS) sous le contrble de la région promotrice d’AtTPX2 a été introduite dans des plantes
d’Arabidopsis. La région clonée comprends I’ATG et les 2000 paires de bases en amont. L’ana-
lyse de l'activité GUS des plantes transgéniques montre que le promoteur est nettement plus
actif au niveau des apex racinaires et caulinaires, ainsi qu’a la base des jeunes feuilles (Figure
35), suggérant une expression spécifique d’AtTPX2 dans les tissus méristématiques. Le patron
d’expression est identique dans les 10 lignées indépendantes qui ont été analysées.

A

ok = 7 ; s

Figure 35 : Localisation histochimique de I'activité GUS dans des plantules d’Arabidopsis exprimant la fusion
traductionnelle du promoteur d’AtTPX2 avec le géne rapporteur GUS. A : Apex caulinaires et primordia foliaires. B,
C et D : Jeunes feuilles a différents stades de développement. E a | : Primordia et apex racinaires secondaires en
cours de développement. Barres d’échelle : 200 pm.
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Reésultats

Autres TPX2 like d’Arabidopsis thaliana

Article 2 : Plant TPX2 and related proteins

Cet article est paru en janvier 2009, sur invitation du journal Plant Signaling and
Behavior. Il a pour objet de compléter les données présentées dans l'article 1.

Les analyses présentées dans cet article ont permis de mettre en évidence des domai-
nes conservés au sein d’AtTPX2, que I'on retrouve différenciellement répartis dans d’autres

protéines de plantes. L’article propose des séquences consensus permettant d’identifier ces
domaines clés.

Des données complémentaires présentant 'ensemble des protéines d’Arabidopsis appa-
rentées a AtTPX2, ainsi que la caractérisation de certaines d’entre elles, seront présentées en
fin de chapitre.
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Identification de protéines similaires a AtTPX2

Les expériences d’expression transitoire de domaines d’AtTPX2 fusionnés a la GFP pré-
sentées dans l'article 1 ont permis d’identifier des séquences d’acides aminés probablement
impliquées dans la dynamique de la protéine au cours du cycle cellulaire. Parmi ces domaines,
ont peut distinguer deux NLSs et un NES certainement impliqués dans le transit nucléo-cyto-
plasmique de la protéine, et dans son export juste avant la rupture de I'enveloppe nucléaire.
Deux domaines de liaison aux microtubules (MBD ou Microtubule Binding Domain) ont égale-
met été identifiés. Ces résultats expérimentaux ont été complétés par des analyses bioinforma-
tiques qui ont permis d’identifier un domaine d’interaction avec les kinases AtAURORA 1 ou 2
ainsi que trois signaux de dégradation de type « KEN Box » et un de type « D Box », potentiel-
lement impliqués dans la dégradation de la protéine en anaphase. Une carte récapitulative de
’ensemble des domaines identifiés est proposée figure 36A.

Des recherches dans les bases de données d’Arabidopsis ont permis d’identifier des
protéines présentant des similarités avec AtTPX2. Bien que le pourcentage d’identité global ne
soit pas trés important (de 17 a 22 %), quatre d’entre elles possédent des régions fortement
conservées qui correspondent a certains des domaines caractérisés précédemment. Une ana-
lyse plus compléte de 'ensemble des protéines identifiées est présentée en fin de chapitre.

N° d’accession N° d’accession Longueur de la % d’identité avec % d’identité
. L. Nom d’usage .. PM
du géne de la protéine protéine AtTPX2 entre elles
At4g22860 NP_194017 AtTLP1a 509 aa 58 kDa 22
60
At4g11990 NP_192936 AtTLP1b 501 aa 57 kDa 21
At5g15510 NP_186749 AtTLP2a 488 aa 56 kDa 18
65
At3g01015 NP_197055 AtTLP2b 497 aa 56 kDa 17

Tableau 6 : Comparaison des quatre protéines de type AtTPX2-Like identifiées dans les bases de données.

AtTLP1a et b possedent les caracteristiques structurales essentielles d’AtTPX2

Les génes AtTLP1a et AtTLP1b (TLP pour TPX2 Like Protein) codent pour des protéines
de respectivement 509 et 501 acides aminés qui partagent 22 et 21 % d’identité avec AtTPX2 et
60 % d’identité entre elles. Elles possedent cing régions fortement similaires avec AtTPX2 (ré-
gions 1, 3, 4, 5 et 7 ; Figure 36).

La région 1 comprend deux séquences particulierement bien conservées qui correspon-
dent aux domaines de liaison aux kinases Aurora. Les régions 3, 4 et 5 sont également bien
conservées et couvrent le premier domaine de liaison aux microtubules. AtTPX2 posséde un
NLS dans sa région 3 qui est présent dans AtTLP1a et b. On y retrouve une lysine et une argi-
nine qui sont essentielles a I'activité du signal d'import d’AtTPX2. La zone de la région 5 cor-
respondant au NES est également bien conservée et la présence de plusieurs leucines et au-
tres résidus hydrophobes suggere que le signal d’export est fonctionnel. Le NLS 2, les « KEN
boxes » 1 et 2 ainsi que le motif de liaison a Xklp2 ne sont pas présents dans AtTLP1a/b. La
région 7 contenant le deuxieme MBD n’est pas non plus bien conservée, a I'exception de la «
KEN box » 3 et des acides aminés voisins.

90



Résultats
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Figure 36 : Comparaison de la séquence protéique d’AtTPX2 avec celles d’AtTLP1a et b. A : Représentation
schématique des différents domaines identifiés au sein d’AtTPX2. Les domaines marqués d'un astérisque ont été
identifiés par analyse informatique. Les autres domaines ont été identifiés expérimentalement, en exprimant de ma-
niére transitoire des versions tronquées d’AtTPX2 fusionnées a la GFP dans des cellules BY-2 de tabac (voir article
1). AtTPX2 a été découpée arbitrairement en sept grandes régions afin de faciliter la comparaison avec les autres
protéines. B : Alignement global faisant apparaitre le degré de conservation des trois protéines. C : Alignement des
séquences protéiques des zones les mieux conservées entre les trois protéines. Les numéros figurés a gauche des
alignements correspondent aux régions définies précédemment. Les alignements ont été réalisés a I'aide du pro-
gramme Tcoffee disponible sur le site «www.tcoffee.org» (Poirot et al. 2003).

AtTLP1a présente la méme localisation subcellulaire qu’AtTPX2

Afin d’étudier la localisation subcellulaire d’AtTLP1a, la séquence codante du géne a été
amplifiée par PCR puis fusionnée a la partie C-terminale de la GFP, sous le contréle du promo-
teur 35S. La protéine de fusion a ensuite été exprimée par agroinfection dans des feuilles de
Nicotiana benthamiana.

Dans ce systeme, GFP-AtTLP1a présente une localisation nucléaire avec un net enri-
chissement au niveau de I'enveloppe (Figure 37A). On observe également un marquage des
microtubules corticaux en augmentant la sensibilité de détection du microscope (Figure 37B).
Certaines cellules présentent des structures nucléaires similaires a celles rencontrées avec
AtTPX2. On observe en effet des ponctuations (Figure 37C) ou des filaments (Figure 37D), ain-
si que de grosses structures arrondies de plusieurs um de diamétre (Figure 37E).
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Figure 37 : Expression transitoire d’AtTLP1a par agroinfiltration de feuilles de Nicotiana benthamiana. A, C, D
et E : Noyaux présentant un enrichissement du signal au niveau de I'enveloppe (A), des ponctuations (C), des filaments
(D) ou de grosses structures arrondies (E). La fleche de I'image D montre un filament sortant de I'espace nucléaire. Il
s’agit d’une reconstitution volumique montrant deux vues opposées d’'un méme noyau. B : Observation de la zone
corticale montrant un marquage des microtubules. Barres d’échelle : 10 um.

Ces données suggérent que les domaines conservés retrouvés par alignement de sé-
quences sont fonctionnels dans la protéine GFP-AtTLP1a.

Les anticorps dirigés contre AtTPX2 reconnaissent également AtTLP1a

Les anticorps générés contre AtTPX2 ont été produits a partir du domaine central de la
protéine. Ces anticorps révelent une bande de haut poids moléculaire (PM) en Western blot,
que ce soit sur extraits d’Arabidopsis (Figure 38A, fleche N°1) ou de Pichia pastoris produisant
AtTPX2 (Figure 38B, fleche N°1). Une bande majeure correspondant a un PM de 60 kDa envi-
ron est également détectée sur extraits d’Arabidopsis (Figure 38A, fleche N°2).

Nous avions initialement interprété cette bande comme étant un produit de clivage
d’AtTPX2. Cependant, le domaine d’AtTPX2 qui a servi & générer les anticorps est particulié-
rement bien conservé dans la séquence d’AtTLP1. Il a alors été testé si la bande de 60 kDa
révélée en Western blot pouvait correspondre a AtTLP1.
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Figure 38 : Les anticorps anti-AtTPX2 reconnaissent AtTLP1a. A et B : Western blots réalisés a partir d’extraits
totaux d’Arabidopsis (A) ou Pichia pastoris produisant AtTPX2 (B), en utilisant les anticorps anti-AtTPX2. Les anticorps
reconnaissent une bande de 120 kDA (1) ainsi qu’une bande de 60 kDA (2). C et D : Expression bactérienne d’AtTLP1a
avant ou apres induction, analysée par coloration au bleu de Coomassie aprés transfert sur membrane (C) ou par Wes-
tern blot en utilisant les anticorps anti-AtTPX2 (D).



Résultats

Nous avons produit AtTLP1a fusionnée a la thiorédoxine dans E. coli, puis analysé I'ex-
trait bactérien en Western blot en utilisant les anticorps anti-AtTPX2. Aprés induction, on ob-
serve I'apparition d’une bande nette a environ 100 kDa (Figure 38C). Cette bande est révélée
par I'anticorps anti-AtTPX2 (Figure 38D). Aucun signal n’est détecté dans les extraits non-in-
duits.

Ces résultats suggerent que les anticorps anti-AtTPX2 reconnaissent AtTLP1a. Un con-
tréle de Western blot avec la thiorédoxine ou AtTLP1a seule sera cependant nécessaire pour le
confirmer définitivement. Le méme protocole pourra étre suivi pour tester AtTLP1b.

AtTLP2a et b possedent un domaine C-terminal similaire au MBD d’AtTPX2

AtTLP2a et AtTLP2b sont des protéines de 488 et 497 acides aminés partageant respec-
tivement 18 et 17 % d’identité avec AtTPX2. Elles possédent quatre régions présentant des si-
milarités avec AtTPX2 dont deux qui sont particulierement bien conservées (régions 6 et 7, Fi-
gure 39).
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Figure 39 : Comparaison des séquences protéiques d’AtTPX2 et d’AtTLP2a et b. A : Représentation schématique
des différents domaines identifiés au sein d’AtTPX2. B : Alignement global faisant apparaitre le degré de conservation
des trois protéines. C : Alignement des séquences protéiques des zones les mieux conservées entre les trois protéines.
* : acides aminés identiques.

Les régions 2, 5 et 6 d’AtTPX2 dont la fonction est inconnue présentent des similarités
avec les séquences d’AtTLP2a et b. La région 7, qui correspond au MBD d’AtTPX2, est égale-
ment bien conservée. On retrouve dans cette zone une séquence consensus correspondant au
domaine de liaison a Xklp2 (Pfam06886). La zone de la région 5 contenant le NES n’est pas
présente dans AtTLP2a/b. Les « KEN boxes » 1 et 3, ainsi que les acides aminés K et R, es-
sentiels a I'activité du NLS 2, ne sont pas conservés. Ces protéines ne possedent par ailleurs ni
le domaine de liaison & Aurora, ni le MBD central d’AtTPX2.
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Le domaine C-terminal d’AtTPX2 et des AtTLP2a/b est également fortement similaire a la
séquence de PttMAP20, une petite MAP de peuplier, et a son homologue d’Arabidopsis WVD2.
La zone conservée recouvre la quasi totalité de la protéine de peuplier (Figure 40).

we I W W T D -

amezs [ | |1

e BT YT . Y I

Figure 40 : Alignement global des séquences de WVD2, d’AtTLP2a et de PttMAP20 faisant apparaitre le haut
degré de conservation du domaine C-terminal des trois protéines.

AtTLP2a et b s’associent aux microtubules et forment des filaments intranu-
cléaires

Afin d’analyser la localisation subcellulaire d’AtTLP2a et b, les séquences codantes des
génes ont été fusionnées a la partie C-terminale de la GFP, sous le contréle du promoteur 35S.
Les protéines de fusion ont ensuite été exprimées par bombardement dans des cellules BY-2
de tabac.

GFP-AtTLP2a et b semblent marquer les microtubules corticaux (Figures 41A et B) et
fusoriaux (Figure 41C), suggérant que le domaine similaire au MBD2 d’Arabidopsis est fonc-
tionnel. Ces protéines forment également des filaments intranucléaires, tout comme AtTPX2 et
AtTLP1a. Dans certaines cellules, on observe la présence de ponctuations d’ou semble émaner
des cébles qui s’étendent vers le cytoplasme (Figures 41E et F).
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Figure 41 : Expression transitoire d’AtTLP2a et b par bombardement de cellule BY-2 de tabac. A et B : Projection
(A/gauche et B/haut) et coupe confocale (A/droite et B/bas) de cellules exprimant soit GFP-AtTLP2a (A) soit GFP-
AtTLP2b (B). On observe un marquage des microtubules corticaux et la formation de filaments intranucléaires. C :
fuseau mitotique décoré par AtTLP2a. D, E, F : Projections (D, E/gauche) et coupes confocales (E/droite et F) de cellu-
les exprimant AtTLP1a. Barres d’échelle : 10 um.
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Résultats

La protéine de fusion, d’une taille d’environ 85 kDa, devrait normalement étre exclue de
I’espace intranucléaire. Ceci suggere que, malgré I'absence de signaux d’adressage identifia-
bles, la protéine est capable de transiter par le noyau. La GFP étant positionnée en N-terminal,
il est également possible que la protéine de fusion que I'on observe ne soit qu’une version tron-
qguée de la protéine sauvage, d’une taille suffisamment petite pour entrer dans le noyau par dif-
fusion.

AtTLPZ2a et b transitent par le noyau

Afin de déterminer si AtTLP2a et b transitent activement par le noyau, des expériences
d’expression transitoire ont été couplées a un traitement par la leptomycine B. Des cellules BY-
2 bombardées exprimant AtTLP2a ou b ont été incubées dans du milieu contenant 100 nM de
leptomycine B, puis observées en microscopie confocale.

On constate une diminution drastique du signal cytoplasmique et une augmentation si-
gnificative du niveau de fluorescence dans le noyau (Figure 42). Il est toutefois possible de dé-
tecter un faible marquage des microtubules corticaux en augmentant la sensibilité de détection
du microscope (Figure 42A, image de droite). On observe également une forte augmentation de
la densité des structures nucléaires (Figure 42B). Ces données suggérent que les protéines
AtTLP2 transitent par le noyau.

Figure 42 : L’inhibition de I’exportine augmente le rapport nucléo/cytoplasmique de GFP-AtTLP2a et b

A : Cellule BY-2 exprimant GFP-AtTLP2a observée aprés traitement a la leptomycine 100nM. On observe une diminu-
tion drastique du marquage des microtubules corticaux. L’image de droite montre qu’il est possible de révéler le mar-
quage cortical en augmentant la sensibilité de détection du microscope. B : Noyau de cellules exprimant GFP-AtTLP2b
traitées a la leptomycine montrant des structures filamenteuses. Barres d’échelle : 10 um.
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Les filaments intranucléaires résistent au traitement a l'oryzaline

Les expériences de microscopie électronique réalisées sur BY-2 montrant ces filaments
intranucléaires suggérent que les cables observés pourraient étre des microtubules enrobés
d’AtTPX2. Nous avons réalisés une série d’expériences, a la fois avec AtTPX2 et AtTLP2a/b,
afin de déterminer si ces structures étaient microtubulaires ou d’une autre nature.

Nous avons traité des cellules BY-2 bombardées exprimant ces protéines avec de I'ory-
zaline, une drogue qui bloque la polymérisation des microtubules. Nous avons également réali-
sé des essais sur des cellules exprimant AtTLP2a/b traitées a la leptomycine B, afin d'augmen-
ter le nombre de noyau montrant ces structures dans la population observée.

Figure 43 : Les filaments intranucléaires résistent au traitement a I'oryzaline. Cellule BY-2 expri-
mant AtTLP2a traitée avec de la leptomycine 100 nM et de I'oryzaline 10uM. A : Observation en DIC. B :
Projection de coupes confocales. On observe des filaments intranucléaires. C : Projection de coupes
correspondant a la zone corticale de la méme cellule, aprés avoir augmenté la sensibilité de détection.
Le signal cytoplasmique diffus que I'on observe démontre I'efficacité du traitement a I'oryzaline. Barre
d’échelle : 10 um.

Dans tous les cas, le marquage cortical est remplacé par un signal cytoplasmique diffus,
montrant d’une part que le traitement est efficace, et d’autre part que le marquage observé
dans le cortex résultait bien de I'association des protéines avec les microtubules (Figure 43C).
En revanche, les filaments nucléaires sont toujours présents, suggérant que ces structures ne
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