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Figure	
  1	
  :	
  Le	
  cycle	
  cellulaire.	
  

Le	
  cycle	
  cellulaire	
  est	
  caractérisé	
  par	
  la	
  succession	
  de	
  phases	
  G1,	
  S,	
  G2	
  et	
  M.	
  Au	
  cours	
  de	
  l’interphase,	
  
la	
   cellule	
  duplique	
   l’intégralité	
  de	
   son	
  génome	
   (phase	
  S)	
  et	
   son	
   centrosome	
   (des	
  phases	
  G1	
  à	
  G2).	
  
Lors	
   de	
   la	
   mitose,	
   la	
   cellule	
   doit	
   diviser	
   équitablement	
   son	
   contenu	
   génétique	
   en	
   deux	
   lots	
   de	
  
chromosomes	
  qui	
   sont	
  hérités	
  par	
  chacune	
  des	
  deux	
  cellules	
   filles.	
  Pour	
  cela,	
  elle	
  met	
  en	
  place	
  un	
  
réseau	
  de	
  microtubules	
  hautement	
  dynamique	
  et	
   finement	
  régulé	
  appelé	
   le	
   fuseau	
  mitotique.	
  Une	
  
fois	
   les	
  deux	
   lots	
  de	
  chromosomes	
   séparés	
  aux	
  pôles	
  opposés	
  de	
   la	
   cellule,	
  un	
  anneau	
  contractile,	
  
composé	
  d’actine	
  et	
  de	
  myosine,	
  se	
  met	
  en	
  place	
  à	
  l’équateur	
  de	
  la	
  cellule.	
  S’en	
  suit	
  une	
  contraction	
  
de	
  cet	
  anneau	
  qui,	
  à	
  terme,	
  individualise	
  les	
  deux	
  cellules	
  filles	
  néoformées.	
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I	
  -­‐	
  Généralités	
  sur	
  le	
  cycle	
  cellulaire	
  

	
   La	
   division	
   cellulaire	
   est	
   un	
   processus	
   essentiel	
   au	
   développement	
   des	
   organismes	
  

pluricellulaires,	
  permettant	
  à	
  partir	
  d’une	
  cellule	
  mère	
  d’obtenir	
  deux	
  cellules	
   filles	
  génétiquement	
  

identiques	
  entre	
  elles.	
  Ce	
  processus	
  est	
  ponctué	
  par	
  deux	
  principales	
  étapes	
  :	
  la	
  réplication	
  intégrale	
  

du	
  génome	
  et	
   la	
   ségrégation	
  équitable	
  des	
  deux	
   lots	
  de	
  chromosomes	
  dans	
   les	
  deux	
  cellules	
   filles.	
  

Ainsi,	
  de	
  manière	
  conservée,	
   les	
   cellules	
   se	
  divisent	
   selon	
   le	
  même	
  schéma	
  :	
   l’ADN	
  est	
   répliqué	
  au	
  

cours	
  de	
  la	
  phase	
  S	
  et	
  ségrégé	
  en	
  phase	
  M	
  ;	
  entre	
  ces	
  deux	
  phases	
  s’intercalent	
  les	
  phases	
  G1	
  et	
  G2	
  

de	
  façon	
  à	
  constituer	
  un	
  cycle	
  G1-­‐S-­‐G2-­‐M.	
  Les	
  phases	
  G1,	
  S	
  et	
  G2	
  constituent	
  l’interphase	
  (figure	
  1).	
  

Afin	
  de	
  garantir	
  un	
  contenu	
  génétique	
  strictement	
  identique	
  entre	
  la	
  cellule	
  mère	
  et	
  les	
  deux	
  

cellules	
  filles,	
  les	
  différentes	
  phases	
  du	
  cycle	
  ainsi	
  que	
  leurs	
  transitions	
  sont	
  hautement	
  régulées.	
  Des	
  

points	
  de	
  contrôle	
  sont	
  donc	
  mis	
  en	
  place	
  pour	
  vérifier	
  le	
  bon	
  déroulement	
  de	
  la	
  réplication	
  de	
  l’ADN	
  

ainsi	
  que	
  la	
  bonne	
  ségrégation	
  des	
  chromatides	
  sœurs.	
  	
  

La	
  mitose,	
  qui	
  est	
  l’étape	
  de	
  ségrégation	
  des	
  chromosomes,	
  est	
  communément	
  découpée	
  en	
  

cinq	
  phases	
  (figure	
  1)	
  :	
  

-­‐	
  La	
  prophase	
  est	
  marquée	
  par	
  la	
  condensation	
  de	
  l’ADN	
  et	
  la	
  rupture	
  de	
  l’enveloppe	
  nucléaire.	
  

-­‐	
   La	
   pro-­‐métaphase	
   correspond	
   à	
   la	
   mise	
   en	
   place	
   du	
   fuseau	
   mitotique.	
   Les	
   microtubules	
   de	
   ce	
  

dernier	
  s’attachent	
  aux	
  kinétochores	
  des	
  chromosomes	
  qui	
  migrent	
  vers	
  «	
  l’équateur	
  »	
  de	
  la	
  cellule	
  :	
  

c’est	
  la	
  congression.	
  

-­‐	
   La	
   métaphase	
   est	
   caractérisée	
   par	
   l’alignement	
   parfait	
   des	
   chromosomes	
   sur	
   la	
   plaque	
  

métaphasique.	
  Chaque	
  chromosome	
  doit	
  être	
  attaché	
  de	
  façon	
  bipolaire	
  pour	
  que	
  la	
  cellule	
  bascule	
  

dans	
  l’étape	
  suivante.	
  

-­‐	
   L’anaphase	
   est	
   composée	
   de	
   deux	
   phases	
  :	
   tout	
   d’abord	
   les	
   chromatides	
   sœurs	
  migrent	
   vers	
   les	
  

pôles,	
  tirées	
  par	
  les	
  microtubules	
  en	
  dépolymérisation	
  :	
  c’est	
   l’anaphase	
  A.	
  Puis	
   les	
  pôles	
  du	
  fuseau	
  

s’éloignent	
  et	
  le	
  fuseau	
  central	
  se	
  met	
  en	
  place	
  entre	
  les	
  deux	
  lots	
  de	
  chromatides	
  (anaphase	
  B).	
  Ce	
  

fuseau	
  central	
  participe	
  à	
  la	
  mise	
  en	
  place	
  de	
  l’anneau	
  contractile	
  composé	
  d’actine	
  et	
  de	
  myosine,	
  

dictant	
  ainsi	
  la	
  position	
  du	
  sillon	
  de	
  division	
  dans	
  le	
  plan	
  de	
  l’équateur	
  de	
  la	
  cellule.	
  

-­‐	
   La	
   télophase	
   marque	
   la	
   séparation	
   physique	
   des	
   deux	
   cellules.	
   D’abord,	
   l’anneau	
   se	
   contracte	
  

progressivement	
  et	
  partage	
  en	
  deux	
  la	
  cellule	
  mère.	
  Parallèlement,	
  dans	
  les	
  deux	
  nouvelles	
  cellules,	
  

l’enveloppe	
   nucléaire	
   se	
   reforme	
   et	
   les	
   chromosomes	
   se	
   décondensent.	
   Les	
   deux	
   cellules	
   filles	
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restent	
  attachées	
  par	
   le	
  midbody	
  (vestige	
  du	
  fuseau	
  central)	
  qui	
  disparaît	
   lors	
  de	
   la	
  cytokinèse.	
  Les	
  

deux	
  cellules	
  filles	
  sont	
  alors	
  complétement	
  séparées,	
  c’est	
  l’abscission.	
  

II	
  -­‐	
  Structure,	
  assemblage	
  et	
  régulation	
  du	
  fuseau	
  mitotique	
  

A	
   -­‐	
   Les	
   microtubules,	
   les	
   origines	
   de	
   nucléation	
   et	
   les	
   voies	
  

d’assemblage	
  du	
  fuseau	
  mitotique	
  

Chez	
   les	
  eucaryotes,	
   la	
  division	
  cellulaire	
  nécessite	
   la	
  mise	
  en	
  place	
  d’un	
   fuseau	
  mitotique.	
  

Cette	
   structure	
   hautement	
   dynamique	
   et	
   finement	
   régulée	
   est	
   indispensable	
   à	
   une	
   ségrégation	
  

équitable	
   des	
   chromatides	
   sœurs	
   dans	
   les	
   deux	
   cellules	
   filles.	
   La	
   fonction	
   du	
   fuseau	
  mitotique	
   est	
  

donc	
  très	
  conservée,	
  cependant	
  des	
  différences	
  architecturales	
  majeures	
  peuvent	
  être	
  observées	
  à	
  

travers	
   les	
   espèces.	
  Dans	
   ce	
   chapitre,	
   je	
   vais	
   brièvement	
   introduire	
   le	
  microtubule,	
   les	
   origines	
   de	
  

nucléation	
  et	
  donc	
  les	
  différentes	
  voies	
  d’assemblage	
  du	
  fuseau	
  mitotique.	
  

1	
  -­‐	
  Le	
  microtubule	
  

a)	
  Structure	
  

Composant	
  du	
  cytosquelette	
  de	
   la	
  cellule	
  au	
  même	
  titre	
  que	
  l’actine,	
   le	
  microtubule	
  est	
  un	
  

polymère	
   protéique	
   qui,	
   en	
   mitose,	
   est	
   l’unité	
   de	
   base	
   du	
   fuseau.	
   Du	
   point	
   de	
   vue	
   structural,	
   le	
  

microtubule	
  est	
  un	
  tube	
  de	
  25	
  nm	
  de	
  diamètre	
  composé	
  de	
  tubuline	
  arrangée	
  en	
  protofilaments.	
  Au	
  

niveau	
  d’un	
  protofilament,	
  des	
  hétérodimères	
  d’α/β-­‐tubuline	
  sont	
  associés	
  dans	
  une	
  conformation	
  

«	
  head-­‐to-­‐tail	
  »,	
  ce	
  qui	
  confère	
  aux	
  protofilaments	
  une	
  polarité.	
  Pour	
  former	
  un	
  microtubule,	
  dans	
  la	
  

majorité	
   des	
   cas,	
   13	
   protofilaments	
   sont	
   associés	
   latéralement	
   suivant	
   la	
   même	
   orientation,	
  

conférant	
   au	
   microtubule	
   sa	
   forme	
   cylindrique.	
   Il	
   a	
   cependant	
   été	
   montré	
   que	
   le	
   nombre	
   de	
  

protofilaments	
   peut	
   varier	
   (Chrétien	
   et	
   al.,	
   1992).	
   La	
   polarité	
   des	
   protofilaments,	
   induite	
   par	
   la	
  

conformation	
   orientée	
   des	
   hétérodimères	
   de	
   tubuline,	
   résulte	
   en	
   une	
   polarité	
   du	
   microtubule	
  :	
  

l’extrémité	
   (-­‐),	
   où	
   l’α-­‐tubuline	
   est	
   exposée,	
   et	
   l’extrémité	
   (+)	
   qui	
   expose	
   la	
   β-­‐tubuline.	
   Chacune	
  

possède	
  des	
  propriétés	
  dynamiques	
  différentes	
  (figure	
  2A).	
  	
  

b)	
  Dynamique	
  

Alors	
  que	
  l’extrémité	
  (-­‐)	
  est	
  peu	
  dynamique	
  et	
  très	
  stable,	
  notamment	
  car	
  elle	
  est	
  protégée	
  

par	
  des	
  protéines	
  comme	
   la	
  Patronine	
  ou	
  MCRS1	
   ((Goodwin	
  and	
  Vale,	
  2010;	
  Meunier	
  and	
  Vernos,	
  

2011)	
  ;	
  détaillé	
  en	
  II-­‐B-­‐2-­‐c)),	
   l’extrémité	
  (+)	
  subit	
  alternativement	
  des	
  épisodes	
  de	
  polymérisation	
  et	
  

de	
   dépolymérisation	
   rapide	
  :	
   c’est	
   l’instabilité	
   dynamique	
   (Mitchison	
   and	
   Kirschner,	
   1984).	
   Le	
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passage	
   d’une	
   phase	
   de	
   croissance	
   à	
   une	
   phase	
   de	
   dépolymérisation	
   est	
   appelé	
   catastrophe	
  ;	
   et	
  

l’inverse	
  est	
  le	
  sauvetage	
  (figure	
  2A).	
  

Il	
   existe	
  une	
  asymétrie	
  au	
   sein	
  des	
  hétérodimères	
  de	
   tubuline	
  quant	
  à	
   leur	
   faculté	
  à	
   lier	
   le	
  

GTP.	
  Alors	
  que	
   l’α-­‐tubuline	
   lie	
   constitutivement	
   sa	
  molécule	
  de	
  GTP,	
   la	
  β-­‐tubuline	
  possède	
  un	
   site	
  

permettant	
   l’échange	
   entre	
   GDP	
   et	
   GTP,	
   appelé	
   site	
   E,	
   qui	
   sera	
   localisé	
   à	
   l’extrémité	
   (+)	
   du	
  

microtubule	
  (Mitchison,	
  1993).	
  En	
  solution,	
  deux	
  molécules	
  de	
  GTP	
  sont	
  liées	
  au	
  dimère	
  de	
  tubuline.	
  

Une	
  fois	
  inséré	
  dans	
  le	
  microtubule,	
  s’en	
  suit	
  une	
  hydrolyse	
  de	
  GTP-­‐β-­‐tubuline	
  en	
  GDP-­‐β-­‐tubuline,	
  ce	
  

qui	
  déstabilise	
  le	
  microtubule	
  (figure	
  2A).	
  Cependant	
  si	
  le	
  taux	
  de	
  polymérisation	
  est	
  plus	
  rapide	
  que	
  

l’hydrolyse	
   du	
   GTP,	
   une	
   coiffe	
   GTP	
   se	
   forme	
   à	
   l’extrémité	
   (+)	
   du	
  microtubule	
   en	
   croissance.	
   Si	
   la	
  

polymérisation	
  ralentit,	
  la	
  coiffe	
  GTP	
  réduit	
  jusqu’à	
  disparaitre,	
  l’extrémité	
  déstabilisée	
  commence	
  à	
  

dépolymériser	
  :	
  c’est	
  ce	
  qu’on	
  appelle	
  la	
  catastrophe.	
  Si	
  la	
  coiffe	
  GTP	
  se	
  reforme	
  sur	
  un	
  microtubule	
  

en	
  phase	
  de	
  dépolymérisation,	
  la	
  tendance	
  s’inverse	
  et	
  la	
  croissance	
  reprend	
  :	
  c’est	
  le	
  sauvetage.	
  

c)	
  Les	
  récentes	
  avancées	
  

D’un	
   point	
   de	
   vue	
   structural,	
   il	
   avait	
   été	
   admis	
   que	
   la	
   forme	
   GTP-­‐tubuline	
   adopte	
   une	
  

conformation	
  plus	
  droite	
  qui	
  favorise	
  les	
  contacts	
  latéraux	
  entre	
  les	
  protofilaments	
  au	
  moment	
  de	
  la	
  

fermeture.	
  Et	
  au	
  contraire,	
  la	
  forme	
  GDP	
  est	
  incompatible	
  avec	
  la	
  formation	
  de	
  contacts	
  latéraux,	
  ce	
  

qui	
  expliquerait	
  l’impossibilité	
  d’incorporation	
  de	
  cette	
  forme	
  (Wang	
  and	
  Nogales,	
  2005).	
  Cependant	
  

des	
  études	
  récentes	
  remettent	
  en	
  cause	
  le	
  modèle	
  d’élongation	
  exclusivement	
  dépendant	
  d’ajout	
  de	
  

GTP-­‐tubuline	
  suivi	
  de	
  son	
  hydrolyse,	
  notamment	
  par	
   l’observation	
  d’incorporation	
  de	
  GDP-­‐tubuline	
  

(Valiron	
   et	
   al.,	
   2010)	
  et	
   la	
   présence	
   de	
   vestiges	
   de	
   GTP-­‐tubuline	
   dans	
   le	
   microtubule	
   polymérisé	
  

(Dimitrov	
   et	
   al.,	
   2008).	
   Ceci	
   indiquerait	
   que	
   la	
   tubuline	
   va	
   acquérir	
   une	
   conformation	
   droite	
  

seulement	
  quand	
  le	
  protofilament	
  lui	
  même	
  se	
  redresse	
  au	
  moment	
  de	
  la	
  fermeture	
  du	
  tube,	
  et	
  ceci	
  

indépendamment	
  du	
  nucléotide	
  chargé	
  sur	
  le	
  site	
  E	
  de	
  la	
  β-­‐tubuline	
  (pour	
  revue,	
  (Valiron,	
  2011)).	
  

d)	
  La	
  matrice	
  de	
  nucléation	
  :	
  le	
  γ-­‐TuSC	
  et	
  le	
  γ-­‐TuRC	
  

Les	
   microtubules	
   peuvent	
   polymériser	
   spontanément	
   in	
   vitro	
   à	
   partir	
   d’une	
   solution	
  

d’hétérodimères	
  α/β	
   tubuline.	
   Cependant,	
   in	
   vivo,	
   ce	
   processus	
   requiert	
   la	
   présence	
   d’un	
   centre	
  

nucléateur.	
  C’est	
  un	
  autre	
  membre	
  de	
  la	
  famille	
  des	
  tubulines	
  qui	
  possède	
  ce	
  rôle	
  :	
  la	
  γ-­‐tubuline.	
  Un	
  

doublet	
  de	
  γ-­‐tubuline	
  s’associe	
  avec	
  GCP2	
  et	
  GCP3	
  (Gamma	
  tubulin	
  Complex	
  Proteins)	
  appelées	
  chez	
  

la	
  Drosophile	
  Dgrip84	
  et	
  Dgrip91	
  respectivement	
  (grip	
  pour	
  Gamma	
  tubuline	
  RIng	
  complex	
  Proteins)	
  

pour	
  former	
  le	
  complexe	
  γ-­‐TuSC	
  (Kollman	
  et	
  al.,	
  2011;	
  Raynaud-­‐Messina	
  and	
  Merdes,	
  2007;	
  Teixido-­‐

Travesa	
  et	
  al.,	
  2012)	
  (figure	
  2B).	
  	
  

	
   	
  



 

	
   	
  6	
  

	
  

Figure	
  2	
  :	
  La	
  structure	
  du	
  microtubule	
  et	
  la	
  matrice	
  de	
  nucléation.	
  

A.	
   Le	
  microtubule	
  est	
  composé	
  d’hétérodimères	
  d’α/β-­‐tubuline	
  organisés	
  en	
  13	
  protofilaments.	
  En	
  
phase	
  de	
  polymérisation,	
  une	
  coiffe	
  GTP	
  constitue	
  l’extrémité	
  (+)	
  dynamique	
  des	
  microtubules.	
  Cette	
  
coiffe	
  est	
  composée	
  d’hétérodimères	
  α/β-­‐tubuline	
  chargés	
  par	
  une	
  molécule	
  GTP.	
  Une	
  fois	
  dans	
   la	
  
paroi,	
   le	
   GTP	
   de	
   la	
   β-­‐tubuline	
   est	
   hydrolysé.	
   Le	
   passage	
   entre	
   les	
   phases	
   de	
   polymérisation	
   et	
  
dépolymérisation	
  est	
  appelé	
  catastrophe	
  et	
   l’inverse	
  est	
   le	
  sauvetage.	
  B.	
  Un	
  complexe,	
  appelé	
   le	
  γ-­‐
TuRC	
  constitue	
  la	
  matrice	
  de	
  nucléation	
  au	
  niveau	
  de	
  l’extrémité	
  (-­‐)	
  du	
  microtubule.	
  Ce	
  complexe	
  est	
  
composé	
  de	
  plusieurs	
  sous-­‐complexes	
  γ-­‐TuSC	
  (γ-­‐tubuline,	
  GCP2	
  et	
  3),	
  de	
  pseudo	
  γ-­‐TuSC	
  et	
  d’un	
  semi	
  
γ-­‐TuSC	
  (où	
  la	
  γ-­‐tubuline	
  est	
  associée	
  aux	
  protéines	
  GCP4,	
  5	
  ou	
  6).	
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Grâce	
  à	
  de	
  récentes	
  études	
  sur	
   la	
  structure	
  du	
  γ-­‐TuSC	
  et	
  de	
  GCP4	
  notamment,	
  un	
  nouveau	
  

modèle	
  d’assemblage	
  du	
  γ-­‐TuRC	
  a	
  été	
  proposé.	
  Le	
  complexe	
  γ-­‐TuRC	
  s’assemble	
  à	
  partir	
  de	
  plusieurs	
  

γ-­‐TuSC	
  et	
  pseudo	
  γ-­‐TuSC	
  où	
  les	
  protéines	
  GCP4,	
  5	
  et	
  6	
  (respectivement	
  Dgrip75,	
  128	
  et	
  163	
  chez	
  la	
  

Drosophile)	
   remplacent	
  GCP2	
  et/ou	
  GCP3	
  ;	
   et	
   d’un	
  demi	
   γ-­‐TuSC	
   composé	
  d’une	
   γ-­‐tubuline	
   et	
   d’un	
  

des	
  GCP4,	
  5	
  ou	
  6.	
  Ceci	
  correspond	
  au	
  nombre	
  impair	
  de	
  protofilaments	
  que	
  contient	
  classiquement	
  

un	
  microtubule.	
   Ainsi,	
   13	
   γ-­‐tubulines	
   s’associent	
   latéralement,	
   formant	
   un	
   anneau,	
   et	
   lient	
   les	
  α-­‐

tubulines	
  «	
  apparentes	
  »	
  aux	
  extrémités	
  (-­‐)	
  (Kollman	
  et	
  al.,	
  2011)	
  (figure	
  2).	
  	
  

La	
  perte	
  de	
  fonction	
  de	
  Dgrip84/GCP2	
  chez	
  la	
  Drosophile	
  entraine	
  une	
  létalité	
  plus	
  ou	
  moins	
  

précoce	
   selon	
   l’allèle	
   et	
   de	
   sévères	
   défauts	
   d’assemblage	
   du	
   fuseau	
   dans	
   les	
   neuroblastes	
   et	
   les	
  

spermatocytes.	
  En	
  permettant	
  la	
  maturation	
  des	
  centrosomes	
  et	
  le	
  recrutement	
  de	
  la	
  γ-­‐tubuline	
  aux	
  

pôles,	
   le	
  γ-­‐TuSC	
  est	
  absolument	
  essentiel	
  à	
  la	
  viabilité	
  (Colombie	
  et	
  al.,	
  2006).	
  A	
  l’inverse,	
  le	
  γ-­‐TuRC	
  

n’est	
   pas	
   requis	
   pour	
   la	
   viabilité	
   des	
   Drosophiles.	
   Les	
   déplétions	
   de	
   Dgrip75,	
   128,	
   et	
   163	
  

(respectivement	
  GCP4,	
   5,	
   et	
   6)	
   induisent	
   des	
   phénotypes	
  mitotiques	
  moins	
   sévères	
   que	
   lors	
   de	
   la	
  

perte	
   de	
   fonction	
   du	
   γ-­‐TuSC.	
   De	
   plus,	
   le	
   recrutement	
   du	
   γ-­‐TuSC	
   aux	
   centrosomes	
   n’est	
   pas	
   aboli	
  

après	
  déplétion	
  d’une	
  ou	
  plusieurs	
  des	
  protéines	
  γ-­‐TuRC-­‐spécifiques	
  (Vérollet	
  et	
  al.,	
  2006).	
  Le	
  γ-­‐TuSC	
  

semble	
  donc	
  capable	
  seul	
  de	
  s’associer	
  aux	
  centrosomes	
  et	
  d’assurer	
  une	
  nucléation	
  «	
  basale	
  ».	
  Le	
  γ-­‐

TuRC,	
  assurerait	
  quant	
  à	
   lui	
   la	
   localisation	
  de	
   la	
  γ-­‐tubuline	
  dans	
   le	
   fuseau,	
   renforçant	
   la	
  densité	
  et	
  

l’architecture	
  du	
  fuseau,	
  expliquant	
  les	
  phénotypes	
  mineurs	
  lors	
  de	
  sa	
  déplétion.	
  	
  

D’autres	
  protéines	
  comme	
  GCP-­‐WD/NEDD1	
  et	
  MOZART1,	
  2A	
  et	
  2B	
  sont	
  également	
  associées	
  

au	
   γ-­‐TuRC	
   mais	
   semblent	
   avoir	
   un	
   rôle	
   pour	
   l’adressage	
   sur	
   certaines	
   structures	
   (centrosome	
   ou	
  

fuseau)	
  plutôt	
  qu’un	
   rôle	
  purement	
   fonctionnel	
  pour	
   la	
  nucléation	
   (Kollman	
  et	
  al.,	
   2011;	
  Raynaud-­‐

Messina	
  and	
  Merdes,	
  2007;	
  Teixido-­‐Travesa	
  et	
  al.,	
  2012).	
  	
  

Enfin,	
  des	
  études	
  plus	
  récentes	
  ont	
  montré	
  que	
  les	
  complexes	
  de	
  γ-­‐tubuline,	
  en	
  plus	
  d’un	
  rôle	
  

dans	
  la	
  nucléation,	
  seraient	
  également	
  impliqués	
  dans	
  la	
  stabilité	
  des	
  microtubules.	
  Ceci	
  sera	
  décrit	
  

en	
  II	
  –	
  B	
  –	
  2.	
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Figure	
  3	
  :	
  Le	
  fuseau	
  métaphasique	
  et	
  les	
  types	
  de	
  microtubules.	
  

Trois	
   grandes	
  populations	
  de	
  microtubules	
   composent	
   le	
   fuseau	
  mitotique.	
   Tout	
  d’abord	
   les	
   fibres	
  
kinétochoriennes	
   (fibres	
   k)	
   sont	
   des	
   faisceaux	
   de	
   microtubules	
   particulièrement	
   robustes	
   qui	
  
joignent	
   les	
   kinétochores	
   des	
   chromatides	
   sœurs	
   à	
   chacun	
   des	
   centrosomes.	
   Les	
   microtubules	
  
astraux	
   émanent	
   également	
   des	
   centrosomes	
   et	
   permettent	
   leur	
   ancrage	
   au	
   cortex	
   cellulaire.	
   Ce	
  
type	
  de	
  microtubule	
  est	
  impliqué	
  dans	
  le	
  positionnement	
  du	
  fuseau	
  et	
  son	
  orientation	
  (dans	
  le	
  cas	
  de	
  
cellules	
  polarisées).	
  Enfin,	
  la	
  troisième	
  population	
  de	
  microtubules	
  compose	
  le	
  fuseau	
  au	
  même	
  titre	
  
que	
   les	
   fibres	
   k.	
   Ils	
   sont	
   appelés	
  microtubules	
   non-­‐kinétochoriens	
   et	
   ont	
   pour	
   rôle	
   de	
   densifier	
   le	
  
fuseau.	
   Ils	
   peuvent	
   interagir	
   avec	
   les	
   bras	
   des	
   chromosomes,	
   ou	
   entre	
   eux	
   de	
   façon	
   parallèle	
   ou	
  
antiparallèle	
  (microtubules	
  interpolaires).	
   	
  

Microtubules 
non-kinétochoriens

Microtubules astraux

Fibre kinétochorienne
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e)	
  Les	
  différentes	
  populations	
  de	
  microtubules	
  au	
  sein	
  du	
  fuseau	
  

Au	
   sein	
   d’un	
   fuseau	
  mitotique,	
   on	
   distingue	
   trois	
   types	
   de	
  microtubules	
  :	
   les	
  microtubules	
  

kinétochoriens	
   ou	
   fibres	
   kinétochoriennes	
   (fibres	
   k),	
   les	
   microtubules	
   dits	
   du	
   fuseau	
   (ou	
   non	
  

kinétochoriens)	
  et	
  les	
  microtubules	
  astraux	
  (figure	
  3).	
  

La	
  plupart	
  des	
  espèces	
  présentent	
  des	
  chromosomes	
  monocentriques,	
  ce	
  qui	
   signifie	
  qu’au	
  

niveau	
  du	
  centromère	
  de	
  chaque	
  chromatide	
  sœur	
  se	
  met	
  en	
  place	
  une	
  plateforme	
  d’attachement	
  

des	
   microtubules	
   appelée	
   kinétochore.	
   Cependant,	
   comme	
   c’est	
   le	
   cas	
   chez	
   C.	
   elegans,	
   certaines	
  

espèces	
  possèdent	
  des	
  chromosomes	
  holocentriques,	
  un	
  kinétochore	
  est	
  assemblé	
  tout	
  au	
  long	
  des	
  

chromatides	
  sœurs	
  (Melters	
  et	
  al.,	
  2012).	
  Les	
  fibres	
  k	
  font	
  le	
  lien	
  entre	
  les	
  kinétochores	
  et	
  les	
  pôles	
  

du	
   fuseau.	
   Elles	
   ont	
   la	
   capacité	
   de	
   résister	
   davantage	
   au	
   traitement	
   par	
   le	
   froid	
   ou	
   à	
   des	
  

concentrations	
   faibles	
   de	
   drogues	
   dépolymérisant	
   les	
  microtubules	
   (Rieder,	
   1981)	
   et	
   ceci	
   est	
   dû	
   à	
  

leur	
   structure	
  :	
   ce	
   sont	
   des	
   faisceaux	
   (ou	
   «	
  bundles	
  »)	
   d’environ	
   12	
   (en	
   prométaphase)	
   à	
   30	
  

microtubules	
   (en	
   anaphase)	
   (McEwen	
   et	
   al.,	
   1997).	
   Cette	
   stabilité,	
   est	
   renforcée	
   par	
   l’action	
   de	
  

protéines	
   de	
   stabilisation	
   qui	
   pontent	
   les	
   microtubules	
   entre	
   eux	
   comme	
   HURP	
   (Hepatoma	
  

UpRegulated	
  Protein)(Yang	
  and	
  Fan,	
  2008)	
  et	
  également	
  par	
  la	
  protection	
  des	
  extrémités	
  (-­‐)	
  (MCRS1,	
  

(Petry	
  and	
  Vale,	
  2011)).	
  

D’autres	
  microtubules,	
  en	
  plus	
  des	
  fibres	
  k,	
  sont	
  présents	
  entre	
  les	
  deux	
  pôles	
  du	
  fuseau	
  :	
  ce	
  

sont	
   les	
   microtubules	
   non	
   kinétochoriens.	
   Ils	
   sont	
   capables	
   de	
   former	
   un	
   fuseau	
   bipolaire	
   sans	
  

kinétochore	
  et	
  sans	
  centrosome	
  (Heald	
  et	
  al.,	
  1996),	
  ils	
  interagissent	
  avec	
  les	
  bras	
  des	
  chromosomes	
  

(laissant	
  penser	
  à	
  un	
  rôle	
  dans	
  la	
  congression	
  (Cai	
  et	
  al.,	
  2009))	
  ou	
  entre	
  eux,	
  de	
  façon	
  antiparallèle	
  à	
  

l’équateur	
   du	
   fuseau	
   (microtubules	
   interpolaires).	
   La	
   majorité	
   de	
   leurs	
   extrémités	
   (-­‐)	
   ne	
   sont	
   pas	
  

directement	
  accrochées	
  au	
  centrosomes	
  mais	
  fréquemment	
  associées	
  au	
  fibres	
  k	
   (Compton,	
  2000).	
  

Bien	
  qu’aussi	
  nombreux	
  en	
  mitose	
  et	
  beaucoup	
  plus	
  nombreux	
  en	
  méiose	
  que	
  les	
  fibres	
  k,	
  leur	
  rôle	
  

est	
  moins	
   clair.	
   En	
   2009,	
   Houghtaling	
   et	
   collaborateurs	
   ont	
   testé	
   la	
   contribution	
   des	
  microtubules	
  

non	
  kinétochoriens	
  en	
  augmentant	
   la	
  concentration	
  d’OP18/Stathmine	
  qui	
  séquestre	
   la	
  tubuline	
  et	
  

agit	
  directement	
  sur	
  la	
  dynamique	
  des	
  microtubules	
  dans	
  des	
  extrait	
  de	
  Xénope	
  (Houghtaling	
  et	
  al.,	
  

2009).	
  A	
  une	
  certaine	
  concentration,	
  seuls	
  les	
  microtubules	
  non	
  kinétochoriens	
  sont	
  touchés,	
  ce	
  qui	
  

influe	
  sur	
  la	
  taille	
  du	
  fuseau.	
  Il	
  semble	
  donc	
  que	
  cette	
  classe	
  de	
  microtubules	
  ait	
  	
  principalement	
  un	
  

rôle	
  structural,	
  surtout	
  pour	
  les	
  fuseaux	
  les	
  plus	
  grands.	
  

Enfin,	
  les	
  microtubules	
  astraux	
  émanent	
  des	
  centrosomes	
  et	
  leurs	
  extrémités	
  (+)	
  sondent	
  le	
  

cytoplasme	
  dans	
  la	
  direction	
  opposée	
  par	
  rapport	
  aux	
  microtubules	
  du	
  fuseau	
  pour	
  interagir	
  avec	
  le	
  

cortex	
  de	
  la	
  cellule.	
  Ils	
  sont	
  impliqués	
  dans	
  l’ancrage	
  des	
  pôles	
  du	
  fuseau	
  et	
  donc	
  à	
  l’orientation	
  de	
  la	
  

division	
  de	
  la	
  cellule	
  ((Lu	
  and	
  Johnston,	
  2013)	
  ;	
  décrit	
  plus	
  loin).	
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Figure	
  4	
  :	
  La	
  structure	
  du	
  centrosome.	
  

Le	
   centrosome	
   est	
   composé	
   de	
   deux	
   centrioles	
   orthogonaux	
   l’un	
   à	
   l’autre,	
   qui	
   sont	
   eux	
   mêmes	
  
constitués	
  de	
  neuf	
  triples	
  de	
  microtubules	
  très	
  stables	
  (notés	
  A,	
  B	
  et	
  C	
  de	
  l’intérieur	
  vers	
  l’extérieur).	
  
Ces	
  deux	
  centrioles	
  sont	
  reliés	
  entre	
  eux	
  par	
  des	
  fibres	
  d’interconnexion	
  (Interconnecting	
  fibre).	
  Le	
  
centriole	
  père	
  (Mother	
  centriole)	
  possède	
  des	
  appendices	
  distaux	
  et	
  subdistaux	
  (Distal	
  and	
  Subdistal	
  
appendages)	
   qui	
   retiennent	
   les	
   microtubules	
   et	
   pourraient	
   être	
   importantes	
   pour	
   l’ancrage	
   à	
   la	
  
membrane	
  lors	
  de	
  la	
  formation	
  de	
  cils.	
  Enfin,	
  autour	
  des	
  centrioles	
  s’assemble	
  une	
  matrice	
  appelée	
  
PCM	
   (PeriCentriolar	
   Material)	
   qui	
   est	
   l’élément	
   clé	
   permettant	
   la	
   nucléation	
   des	
   microtubules.	
  
Schéma	
  issu	
  de	
  (Bettencourt-­‐Dias	
  and	
  Glover,	
  2007).	
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2	
  -­‐	
  Le	
  centrosome	
  et	
  le	
  modèle	
  de	
  «	
  recherche	
  et	
  capture	
  »	
  

Bien	
   que	
   non	
   nécessaire	
   pour	
   l’établissement	
   d’un	
   fuseau,	
   notamment	
   en	
   méiose	
   mais	
  

également	
  chez	
   les	
  plantes,	
   le	
  centrosome	
  constitue	
  une	
  source	
  majeure	
  de	
  microtubules.	
  Avec	
  un	
  

équivalent	
   fonctionnel	
   chez	
   la	
   levure	
   appelé	
   SPB	
   (Spindle	
  Pole	
  Body),	
   le	
   centrosome	
  est	
   le	
  majeur	
  

MTOC	
   (MicroTubule-­‐Organizing	
   Center,	
   centre	
   organisateur	
   de	
   microtubules)	
   des	
   cellules	
  

somatiques	
  animales,	
  avec	
  pour	
  principale	
  activité	
  la	
  nucléation	
  de	
  microtubules	
  en	
  interphase	
  et	
  en	
  

mitose.	
  

a)	
  Structure	
  

Le	
   centrosome	
   est	
   composé	
   de	
   deux	
   centrioles,	
   orthogonaux	
   l’un	
   par	
   rapport	
   à	
   l’autre,	
  

d’environ	
  500	
  nm	
  de	
  long,	
  et	
  chacun	
  formé	
  de	
  neuf	
  triplets	
  de	
  microtubules	
  très	
  stables	
  arrangés	
  en	
  

cylindre.	
   Au	
   cours	
   de	
   l’évolution,	
   la	
   structure	
   du	
   centriole	
   a	
   divergé,	
   ainsi	
   chez	
   la	
   Drosophile	
   le	
  

centriole	
   est	
   composé	
   de	
   neuf	
   doublets	
   et	
   chez	
   Caenorhabditis	
   elegans,	
   de	
   neuf	
   microtubules	
  

uniques.	
  Les	
  deux	
  centrioles,	
   liés	
  par	
   leur	
  région	
  proximale,	
  sont	
  entourés	
  d’une	
  matrice	
  dense	
  aux	
  

électrons	
  appelée	
  le	
  PCM	
  (PeriCentriolar	
  Material)	
  (Bettencourt-­‐Dias	
  and	
  Glover,	
  2007)	
  (figure	
  4).	
  Les	
  

centrioles	
   sont	
   indispensables	
   pour	
   éviter	
   la	
   dispersion	
   du	
   PCM	
   et	
   donc	
   favoriser	
   le	
   pouvoir	
   de	
  

nucléation	
  des	
  centrosomes	
  (Basto	
  et	
  al.,	
  2006).	
  	
  

Au	
  cours	
  du	
  cycle	
  de	
  la	
  cellule,	
  et	
  donc	
  du	
  centrosome,	
  la	
  composition	
  du	
  PCM	
  évolue.	
  Grâce	
  

à	
   de	
   nombreuses	
   études	
   protéomiques	
   et/ou	
   fonctionnelles	
   à	
   grande	
   échelle,	
   de	
   nombreux	
  

composants	
   et	
   régulateurs	
   des	
   centrosomes	
   ont	
   été	
   identifiés	
   (Bettencourt-­‐Dias	
   et	
   al.,	
   2004;	
  

Dobbelaere	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Goshima	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Jakobsen	
  et	
  al.,	
  2011;	
  Muller	
  et	
  al.,	
  2010)	
  expliquant	
  

aussi	
  les	
  différences	
  d’activités	
  entre	
  les	
  deux	
  centrosomes	
  d’une	
  même	
  cellule,	
  selon	
  le	
  recrutement	
  

de	
   certaines	
   protéines	
   à	
   un	
   moment	
   donné	
   ((Piel	
   et	
   al.,	
   2000)	
  ;	
   détaillé	
   plus	
   loin	
   pour	
   le	
   cas	
   du	
  

neuroblaste	
  de	
  Drosophile).	
  

b)	
  Cycle	
  

En	
  sortie	
  de	
  mitose,	
  chacune	
  des	
  cellules	
  filles	
  a	
  hérité	
  d’un	
  des	
  deux	
  centrosomes,	
  qui	
  devra	
  

être	
  dupliqué	
  au	
  cours	
  du	
  cycle	
  de	
  la	
  cellule	
  pour	
  assurer	
  son	
  rôle	
  lors	
  de	
  la	
  prochaine	
  division.	
  Ainsi,	
  

le	
   centrosome	
   a	
   un	
   cycle	
   conjointement	
   lié	
   à	
   celui	
   de	
   la	
   cellule.	
   Chez	
   l’Homme,	
   en	
   fin	
   de	
  

mitose/début	
   de	
   G1,	
   la	
   phase	
   de	
   désengagement	
   correspond	
   au	
   moment	
   où	
   les	
   deux	
   centrioles	
  

perdent	
   leur	
   orientation	
   orthogonale.	
   Puis	
   en	
   fin	
   de	
   phase	
   G1,	
   les	
   centrioles	
   se	
   dupliquent.	
   Ces	
  

précentrioles	
  subissent	
  une	
  phase	
  d’élongation	
  jusqu’en	
  fin	
  de	
  phase	
  G2.	
  Finalement,	
  à	
  la	
  transition	
  

G2/M,	
   les	
   deux	
   centrosomes	
   se	
   séparent	
   et	
   maturent,	
   recrutant	
   le	
   PCM	
   ce	
   qui	
   renforce	
  

considérablement	
  leur	
  pouvoir	
  du	
  nucléation	
  (Bettencourt-­‐Dias	
  and	
  Glover,	
  2007)	
  (figure	
  5).	
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Figure	
  5	
  :	
  Le	
  cycle	
  du	
  centrosome.	
  

Le	
   cycle	
   du	
   centrosome	
   est	
   étroitement	
   lié	
   à	
   celui	
   de	
   la	
   cellule.	
   Chez	
   l’Homme,	
   en	
   fin	
   de	
  
mitose/début	
   de	
   phase	
   G1,	
   les	
   centrioles	
   perdent	
   leur	
   orientation	
   orthogonale	
  :	
   c’est	
   le	
  
désengagement.	
   En	
   fin	
   de	
   phase	
   G1/début	
   de	
   phase	
   S	
   commence	
   la	
   duplication	
  :	
   le	
   centriole	
   fils	
  
(orange)	
   nuclée	
   de	
   façon	
   orthogonale	
   au	
   centriole	
   père.	
   Ensuite,	
   jusqu’en	
   fin	
   de	
   phase	
   G2	
   (voire	
  
début	
   de	
  phase	
  G1	
  du	
   cycle	
   suivant),	
   l’élongation	
  du	
   centriole	
   fils	
   a	
   lieu.	
   Pour	
   finir,	
   à	
   la	
   transition	
  
G2/M,	
   les	
   centrosomes	
  maturent	
  et	
   se	
   séparent.	
   Ils	
   recrutent	
   alors	
   le	
  PCM	
   (violet)	
   et	
   augmentent	
  
ainsi	
  leur	
  pouvoir	
  de	
  nucléation,	
  indispensable	
  à	
  l’assemblage	
  du	
  fuseau	
  mitotique.	
   	
  

M
G1

G2
S

Désengagement

Elongation du
centriole filsMaturation et

séparation

Duplication 
(nuclétion du
centriole fils)
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Cependant,	
   comme	
   pour	
   la	
   structure	
   qui	
   a	
   divergé	
   au	
   cours	
   de	
   l’évolution,	
   le	
   cycle	
   du	
  

centrosome	
  présente	
  également	
  des	
  variations	
  d’une	
  espèce	
  à	
  l’autre,	
  comme	
  chez	
  la	
  Drosophile	
  où	
  

la	
  séparation	
  précède	
  la	
  duplication	
  (Januschke	
  et	
  al.,	
  2011)	
  

c)	
  Modèle	
  de	
  «	
  recherche	
  et	
  capture	
  »	
  

Après	
   les	
   premières	
  observations	
  de	
   l’instabilité	
   dynamique	
  des	
  microtubules,	
   Kirschner	
   et	
  

Mitchison	
   (Kirschner	
   and	
  Mitchison,	
   1986)	
   proposent	
   une	
   stabilisation	
   sélective	
   des	
   microtubules	
  

captant	
   un	
   kinétochore.	
   En	
   effet,	
   il	
   a	
   été	
   estimé	
   quelques	
   années	
   plus	
   tard	
   que	
   l’instabilité	
  

dynamique	
   des	
   microtubules	
   semble	
   être	
   la	
   façon	
   la	
   plus	
   efficace	
   (et	
   donc	
   la	
   plus	
   rapide)	
   pour	
  

sonder	
  l’espace	
  de	
  la	
  cellule	
  à	
  la	
  recherche	
  des	
  kinétochores	
  de	
  chromatides	
  sœurs	
  (Holy	
  and	
  Liebler,	
  

1994).	
  

Les	
  centrosomes,	
  au	
  niveau	
  du	
  PCM,	
  vont	
  recruter	
  la	
  γ-­‐tubuline	
  sous	
  la	
  forme	
  du	
  complexe	
  γ-­‐

TuRC.	
  Ces	
   complexes	
   servent	
  de	
  matrice	
  aux	
  microtubules	
  nucléant	
  en	
   très	
  grand	
  nombre	
  à	
  partir	
  

des	
   centrosomes,	
   qui	
   regroupent	
   donc	
   les	
   extrémités	
   (-­‐)	
   des	
  microtubules	
   (Raynaud-­‐Messina	
   and	
  

Merdes,	
  2007).	
  De	
  part	
   la	
   séparation	
  des	
   centrosomes	
  et	
   leur	
   localisation	
  aux	
  pôles	
  opposés	
  de	
   la	
  

cellule,	
   les	
   nombreux	
   microtubules,	
   qui	
   vont	
   aléatoirement	
   s’attacher	
   à	
   un	
   kinétochore,	
   vont	
  

contraindre	
   le	
  kinétochore	
   libre	
  à	
  s’orienter	
   face	
  au	
  second	
  centrosome	
  de	
   la	
  cellule.	
  Ce	
  processus	
  

facilite	
  la	
  capture	
  de	
  la	
  seconde	
  chromatide	
  sœur	
  et	
  contribue	
  à	
  la	
  bipolarité	
  du	
  fuseau	
  (Gadde	
  and	
  

Heald,	
  2004)	
  (figure	
  6A).	
  

Cependant,	
  deux	
  arguments	
  majeurs	
  forcent	
  à	
  penser	
  que	
  cette	
  voie	
  d’assemblage	
  n’est	
  pas	
  

absolument	
   requise	
  mais	
   permet	
   simplement	
   une	
  meilleure	
   efficacité	
   de	
   l’assemblage	
   du	
   fuseau.	
  

Premièrement,	
  l’ablation	
  (Khodjakov	
  et	
  al.,	
  2000)	
  ou	
  l’absence	
  des	
  centrosomes	
  (Basto	
  et	
  al.,	
  2006)	
  

ne	
   compromettent	
   pas	
   l’assemblage	
   du	
   fuseau	
   voire	
   le	
   développement	
   d’un	
   organisme	
   (dans	
   le	
  

deuxième	
   cas,	
   chez	
   la	
   Drosophile).	
   Deuxièmement,	
   des	
   simulations	
   ont	
   montré	
   que	
   le	
   simple	
  

phénomène	
  de	
  «	
  recherche	
  et	
   capture	
  »	
   induirait	
  un	
   temps	
  d’assemblage	
  de	
   fuseau	
  démesuré	
  par	
  

rapport	
   à	
   la	
   réalité	
   physiologique	
   (Wollman	
   et	
   al.,	
   2005).	
   Ceci	
   implique	
   l’existence	
   de	
   «	
  biais	
  

moléculaires	
  »	
  qui	
  faciliteraient	
  la	
  formation	
  d’un	
  fuseau,	
  comme	
  le	
  gradient	
  de	
  Ran	
  (partie	
  II-­‐A-­‐3	
  et	
  

figure	
  6B).	
  	
  

Malgré	
   le	
   fait	
   que	
   les	
   centrosomes	
   ne	
   soient	
   pas	
   requis	
   pour	
   toutes	
   les	
   divisions,	
   ils	
  

apparaissent	
  cependant	
  essentiels	
  chez	
  les	
  vertébrés	
  (Bettencourt-­‐Dias,	
  2013).	
  

d)	
  Orientation	
  du	
  fuseau	
  mitotique	
  et	
  le	
  positionnement	
  des	
  centrosomes	
  

Les	
   centrosomes	
  définissent	
  donc	
   les	
  pôles	
  du	
   fuseau	
  et	
   concentrent	
   les	
  extrémités	
   (-­‐)	
  des	
  

microtubules,	
   aussi	
   bien	
   ceux	
   du	
   fuseau	
   à	
   proprement	
   parler,	
   que	
   les	
   microtubules	
   astraux.	
   Ces	
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microtubules	
   astraux	
   vont	
   permettre	
   l’ancrage	
  du	
   fuseau	
   à	
   la	
  membrane	
   cellulaire	
   et	
   donc	
  définir	
  

l’orientation	
  de	
  celui-­‐ci.	
  Ce	
  processus	
  est	
  donc	
  étroitement	
  lié	
  à	
  l’établissement	
  et	
   le	
  maintien	
  d’un	
  

axe	
  de	
  polarité	
  tout	
  au	
  long	
  de	
  la	
  mitose.	
  De	
  nombreuses	
  études	
  chez	
  C.	
  elegans,	
  la	
  Drosophile,	
  et	
  les	
  

vertébrés	
  comme	
  le	
  poulet	
  et	
  la	
  souris,	
  ont	
  permis	
  d’identifier	
  une	
  localisation	
  corticale	
  polarisée	
  de	
  

déterminants	
  d’identité	
  cellulaire	
  qui	
  constituent	
  des	
  signaux	
  corticaux	
  qui	
  vont	
  dicter	
   l’orientation	
  

du	
   fuseau	
   mitotique	
   ((Knoblich,	
   2010)	
   ;	
   détaillé	
   en	
   III-­‐A-­‐2).	
   De	
   façon	
   intéressante,	
   ces	
   différents	
  

signaux	
   corticaux,	
   quelque	
   soit	
   l’organisme	
   et	
   le	
   type	
   cellulaire,	
   convergent	
   tous	
   vers	
   le	
   module	
  

protéique	
  NuMA	
   /	
   complexe	
  Dynéine-­‐Dynactine	
   qui	
   semble	
   être	
   l’élément	
   central	
   et	
   nécessaire	
   à	
  

l’ancrage	
  des	
  microtubules	
  astraux	
  au	
  cortex	
  cellulaire	
  (Morin	
  and	
  Bellaiche,	
  2011).	
  Ceci	
  va	
  avoir	
  une	
  

importance	
   primordiale	
   dans	
   le	
   cas	
   des	
   divisions	
   asymétriques	
   où	
   des	
   déterminants	
   d’identité	
  

cellulaire	
   vont	
   ségréger	
   asymétriquement	
   dans	
   les	
   deux	
   cellules	
   filles,	
   comme	
   c’est	
   le	
   cas	
   pour	
   le	
  

neuroblaste	
  de	
  Drosophile	
  qui	
  sera	
  détaillé	
  en	
  III.	
  

e)	
  Implications	
  dans	
  les	
  cancers	
  

Comme	
  l’avait	
  décrit	
  Theodor	
  Boveri	
  au	
  début	
  du	
  siècle	
  dernier,	
  des	
  anomalies	
  du	
  nombre	
  de	
  

centrosomes	
  sont	
  fortement	
  associées	
  au	
  cancer.	
  Depuis	
  il	
  a	
  été	
  montré	
  que	
  pour	
  différentes	
  raisons	
  

(sur-­‐duplication,	
   fusion	
  de	
  cellules,	
   assemblage	
  de	
  novo,	
   et	
  défaut	
  de	
   cytokinèse	
  (Nigg,	
  2006)),	
  des	
  

centrosomes	
   surnuméraires	
   peuvent	
   apparaître	
   et	
   engendrer	
   l’aneuploïdie.	
   En	
   effet,	
   même	
   si	
   les	
  

cellules	
  sont	
  capables	
  de	
  former	
  des	
  fuseaux	
  bipolaires	
  par	
  le	
  regroupement	
  des	
  extra-­‐centrosomes,	
  

ceci	
   implique	
   tout	
   de	
   même	
   la	
   formation	
   de	
   fuseaux	
   multipolaires	
   de	
   «	
  transition	
  »,	
   et	
   donc	
  

d’attachements	
  mérotéliques	
  (Rome	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Vitre	
  and	
  Cleveland,	
  2012)	
  moins	
  bien	
  détectés	
  par	
  

le	
   point	
   de	
   contrôle	
   de	
   l‘assemblage	
   du	
   fuseau	
   et	
   le	
   CPC	
   (Spindle	
   Assembly	
   Checkpoint	
   =	
   SAC	
  et	
  

Chromosome	
  Passenger	
  Complex	
  ;	
  décrit	
  en	
  II-­‐C)	
  

De	
   part	
   leur	
   implication	
   dans	
   l’orientation	
   du	
   fuseau	
   et	
   dans	
   le	
   maintien	
   de	
   la	
   stabilité	
  

génomique,	
   le	
   disfonctionnement	
   des	
   centrosomes	
   peut	
   être	
   doublement	
   impliqué	
   dans	
   des	
  

processus	
  de	
  cancer.	
  

f)	
  Le	
  centrosome	
  en	
  interphase	
  et	
  phylogénie	
  

Pour	
   les	
  cellules	
  en	
   interphase	
  ou	
  différenciées,	
   le	
   réseau	
  de	
  microtubules	
  organisé	
  par	
   les	
  

centrosomes	
  influe	
  sur	
  la	
  forme,	
  la	
  polarité	
  et	
  la	
  motilité	
  des	
  cellules.	
  Il	
  est	
  important	
  de	
  noter	
  que	
  le	
  

positionnement	
  des	
  centrosomes	
  a	
  un	
  rôle	
  dans	
  la	
  migration	
  cellulaire	
  (fibroblastes	
  ou	
  neurones),	
  la	
  

formation	
  de	
  cils	
  primaires	
  ou	
  multiples	
  ou	
  encore	
   le	
  trafic	
  de	
  vésicules	
  (Tang	
  and	
  Marshall,	
  2012).	
  

Enfin,	
   les	
   centrosomes	
   vont	
   également	
   être	
   à	
   l’origine	
   de	
   la	
   formation	
   des	
   cils	
   primaires,	
   requis	
  

autant	
  pour	
  la	
  motilité	
  que	
  pour	
  les	
  voies	
  de	
  signalisation	
  Sonic	
  Hedgehog,	
  Wnt	
  ou	
  PDGF	
  (Nigg	
  and	
  

Raff,	
  2009).	
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Figure	
  6	
  :	
  Les	
  voies	
  du	
  nucléation	
  des	
  microtubules	
  et	
  d’assemblage	
  du	
  fuseau.	
  

A.	
   Le	
   modèle	
   «	
  Recherche	
   et	
   capture	
  ».	
   Les	
   microtubules	
   émanant	
   des	
   centrosomes	
   sondent	
  
l’intérieur	
  de	
  la	
  cellule	
  jusqu’à	
  rencontrer	
  un	
  kinétochore.	
  Il	
  résulte	
  de	
  cette	
  liaison	
  une	
  orientation	
  
du	
   chromosome	
   favorable	
   à	
   la	
   capture	
  du	
   second	
   kinétochore	
  par	
   les	
  microtubules	
  nucléés	
  par	
   le	
  
second	
  centrosome	
  (symbolisée	
  par	
  les	
  flèches	
  grises).	
  B.	
  Le	
  modèle	
  d’	
  «	
  auto-­‐assemblage	
  ».	
  Mis	
  en	
  
évidence	
   dans	
   un	
   contexte	
   acentrosomal,	
   cette	
   voie	
   d’assemblage	
   repose	
   sur	
   l’existence	
   d’un	
  
gradient	
   Ran	
   (jaune)	
   autour	
   des	
   chromosomes.	
   Dans	
   le	
   proche	
   voisinage	
   de	
   la	
   chromatine,	
   RCC1	
  
permet	
   de	
   charger	
   Ran	
   d’une	
   molécule	
   de	
   GTP.	
   RanGTP	
   va	
   permettre	
   la	
   libération	
   des	
   facteurs	
  
d’assemblage	
   du	
   fuseau	
   (SAFs	
   pour	
   Spinde	
  Assembly	
   Factors)	
   retenus	
   par	
   les	
   importines	
  α/β.	
   Ces	
  
SAFs	
   favorisent	
   la	
   polymérisation	
   et	
   la	
   stabilité	
   des	
   microtubules	
   autour	
   de	
   la	
   chromatine.	
   C.	
   La	
  
nucléation	
  microtubule-­‐dépendante.	
  Médiée	
  par	
  le	
  complexe	
  Augmine	
  (rouge)	
  qui	
  recrute	
  le	
  γ-­‐TuRC,	
  
cette	
   voie	
   de	
   nucléation	
   permet	
   de	
   créer	
   des	
   microtubules	
   parallèles	
   à	
   ceux	
   déjà	
   existants,	
  
augmentant	
  la	
  densité	
  en	
  microtubules	
  du	
  fuseau.	
   	
  

-

- +
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Cependant,	
   malgré	
   des	
   rôles	
   incontestables	
   en	
   mitose	
   comme	
   en	
   interphase,	
   les	
  

centrosomes	
   sont	
   absents	
   d’un	
   certain	
   nombre	
   d’espèces.	
   De	
   plus,	
   la	
   présence	
   des	
   centrioles	
   est	
  

corrélée	
  avec	
  la	
  présence	
  de	
  flagelles	
  ou	
  cils	
  (Bettencourt-­‐Dias,	
  2013).	
  Il	
  semble	
  donc	
  que	
  ce	
  soit	
   la	
  

présence	
  de	
  ces	
  structures	
  qui	
  provoque	
  la	
  pression	
  de	
  sélection	
  des	
  centrioles	
  chez	
   les	
  espèces	
  et	
  

non	
  le	
  rôle	
  dans	
  l’assemblage	
  du	
  fuseau.	
  

3	
  -­‐	
  La	
  chromatine	
  et	
  le	
  modèle	
  d’auto-­‐assemblage	
  

Les	
  centrosomes	
  étant	
  absents	
  en	
  méiose	
  chez	
  de	
  nombreuses	
  espèces	
  animales	
  et	
  quelques	
  

fois	
  complètement	
   inexistants	
  chez	
  certaines	
  espèces	
  (Bettencourt-­‐Dias,	
  2013),	
  d’autres	
  sources	
  de	
  

microtubules	
  sont	
  nécessaires	
  à	
   la	
   formation	
  du	
   fuseau	
  bipolaire.	
  En	
  1996,	
  Heald	
  et	
  collaborateurs	
  

ont	
   montré	
   qu’un	
   fuseau	
   bipolaire	
   s’assemble	
   autour	
   de	
   billes	
   magnétiques	
   recouvertes	
   d’ADN	
  

plasmidique	
  (sans	
  région	
  centromérique	
  et	
  donc	
  sans	
  kinétochore),	
  au	
  contact	
  d’extrait	
  d’embryon	
  

de	
  Xénope	
  (dépourvu	
  de	
  centrosomes)	
  (Heald	
  et	
  al.,	
  1996).	
  Comme	
  dans	
  le	
  cas	
  de	
  la	
  mitose	
  chez	
  les	
  

plantes	
  ou	
   la	
  méiose	
   chez	
  une	
  grande	
  partie	
  des	
  espèces	
  animales,	
  des	
  microtubules	
   sont	
  nucléés	
  

dans	
  le	
  proche	
  voisinage	
  de	
  l’ADN,	
  ce	
  qui	
  forme	
  un	
  amas	
  d’ADN	
  et	
  microtubules.	
  Les	
  pôles	
  du	
  fuseau	
  

sont	
  finalement	
  formés,	
  par	
  l’action	
  de	
  la	
  Dynéine	
  notamment.	
  

Il	
  a	
  été	
  montré	
  depuis	
  qu’un	
  gradient	
  de	
  RanGTP	
  (Ran	
  pour	
  RAs-­‐like	
  Nuclear	
  Protein)	
  autour	
  

de	
   la	
   chromatine	
   mitotique	
   permet	
   cette	
   nucléation	
   (figure	
   6B).	
   La	
   protéine	
   RCC1	
   (Regulator	
   of	
  

Chromosome	
  Condensation	
  1)	
  est	
  associée	
  à	
  la	
  chromatine	
  et	
  est	
  la	
  GEF	
  (Guanine	
  Exchange	
  Factor)	
  

qui	
  va	
  permettre	
   le	
  chargement	
  d’une	
  molécule	
  de	
  GTP	
  sur	
   la	
  protéine	
  Ran.	
  Comme	
  pour	
   les	
  billes	
  

magnétiques	
   recouvertes	
   d’ADN,	
   des	
   billes	
   uniquement	
   recouvertes	
   de	
   RCC1	
   sont	
   capables	
   de	
  

former	
   des	
   fuseaux	
   bipolaires	
   (Halpin	
   et	
   al.,	
   2011).	
   Un	
   autre	
   régulateur	
   est	
   RanGAP,	
   qui	
   va	
  

promouvoir	
   l’hydrolyse	
   du	
   GTP	
   associé	
   à	
   Ran.	
   Cette	
   hydrolyse	
   est	
   amplifiée	
   par	
   un	
   cofacteur	
   de	
  

RanGAP	
   appelé	
   RanBP	
   (figure	
   6B,	
   encadré).	
   La	
   surexpression	
   de	
   RanBP	
   ou	
   RCC1	
   vont	
   toutes	
   deux	
  

induire	
   des	
   phénotypes	
   inverses	
   sur	
   la	
   formation	
   de	
   fuseaux	
   acentrosomaux	
   à	
   partir	
   d’extrait	
   de	
  

Xénope	
  (Kalab	
  et	
  al.,	
  1999).	
  L’extension	
  du	
  gradient	
  RanGTP	
  (par	
  augmentation	
  de	
  la	
  concentration	
  

de	
  RCC1	
  ou	
  l’expression	
  d’une	
  version	
  dominant-­‐négative	
  de	
  RanG19V	
  qui	
  ne	
  subit	
  pas	
  l’hydrolyse	
  du	
  

GTP)	
  va	
  augmenter	
  le	
  nombre	
  de	
  MTOC	
  non	
  associés	
  au	
  fuseau.	
  A	
  l’inverse,	
  la	
  diminution	
  du	
  gradient	
  

RanGTP	
  (avec	
  un	
  dominant	
  négatif	
  RanT24N	
  où	
  le	
  GTP	
  ne	
  peut	
  pas	
  être	
  chargé,	
  ou	
  par	
  surexpression	
  

de	
  RanBP)	
  va	
  réduire	
  la	
  densité	
  de	
  microtubules	
  autour	
  des	
  chromosomes.	
  Ceci	
  a	
  été	
  confirmé	
  plus	
  

tard	
   en	
   cellules	
   humaines	
   (Kalab	
   et	
   al.,	
   2006)	
  :	
   l’augmentation	
   du	
   gradient	
   de	
   RanGTP	
   par	
   un	
  

dominant	
  négatif	
  RanQ69L,	
  entraine	
  une	
  augmentation	
  du	
  nombre	
  d’asters	
  de	
  microtubules.	
  

Ce	
   gradient	
   de	
   RanGTP	
   induit	
   la	
   nucléation	
   de	
   microtubules	
   par	
   la	
   libération	
   de	
   facteurs	
  

d’assemblage	
  du	
  fuseau	
  (SAF	
  pour	
  Spindle	
  Assembly	
  Factors)	
  retenus	
  par	
  les	
  importines	
  α/β	
  (figure	
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6B,	
  encadré).	
  Des	
   facteurs	
  comme	
  TPX2	
  (Targeting	
  Protein	
   for	
  Xklp2)	
   (Gruss	
  et	
  al.,	
  2001)	
  ou	
  NuMA	
  

(Nachury	
  et	
  al.,	
  2001;	
  Wiese,	
  2001)	
  sont	
  relargués	
  des	
  importines	
  α/β	
  sous	
  le	
  contrôle	
  du	
  gradient	
  de	
  

RanGTP,	
  à	
  proximité	
  de	
  la	
  chromatine.	
  Cependant,	
  les	
  voies	
  d’action	
  de	
  TPX2	
  et	
  sa	
  régulation	
  par	
  les	
  

importines	
  ne	
  sont	
  pas	
  claires	
  :	
  quand	
  TPX2	
  est	
  déplété,	
   il	
  n’y	
  a	
  plus	
  de	
  nucléation	
  de	
  microtubules	
  

dépendante	
   de	
   RanGTP	
   (Gruss	
   et	
   al.,	
   2001)	
  mais	
   une	
   autre	
   étude	
   a	
  montré	
   que	
   TPX2	
   est	
   capable	
  

d’induire	
   à	
   la	
   fois	
   nucléation	
   et	
   «	
  bundling	
  »	
   de	
   microtubules	
   et	
   que	
   la	
   séquestration	
   par	
   les	
  

importines	
   ne	
   bloquerait	
   que	
   la	
   nucléation	
   (Schatz	
   et	
   al.,	
   2003).	
   D’autres	
   MAPs	
   (Microtubules	
  

Associated	
   Proteins)	
   sont	
   libérées	
   des	
   importines	
   par	
   le	
   gradient	
   RanGTP	
  :	
   Maskin/TACC/D-­‐TACC	
  

(Transforming	
  Acidic	
  Coiled	
  Coil)	
  qui	
  stimule	
  la	
  croissance	
  des	
  microtubules	
  aux	
  centrosomes	
  (Albee	
  

et	
   al.,	
   2006),	
   NuSAP	
   qui	
   forme	
   des	
   bundles	
   de	
   microtubules	
   et	
   contribue	
   aux	
   interactions	
  

microtubules-­‐chromatine	
  (Ribbeck	
  et	
  al.,	
  2006),	
  HURP	
  (Sillje	
  et	
  al.,	
  2006)…	
  

Plus	
  récemment,	
  il	
  a	
  été	
  montré	
  que	
  certains	
  SAFs,	
  dont	
  HURP	
  et	
  NuSAP,	
  sont	
  des	
  cibles	
  de	
  

l’Anaphase	
  Promoting	
  Complex/Cyclosome	
  (APC/C)	
  uniquement	
  après	
  leur	
  libération	
  des	
  importines	
  

par	
   le	
  gradient	
  RanGTP	
   (Song	
  and	
  Rape,	
  2010).	
  Ceci	
  ajoute	
  une	
  nouvelle	
  dimension	
  à	
   la	
   régulation	
  

des	
  facteurs	
  participant	
  à	
  l’assemblage	
  du	
  fuseau.	
  

Enfin,	
   le	
   Chromosome	
   Passenger	
   Complex	
   (CPC),	
   grâce	
   à	
   l’activité	
   kinase	
   d’Aurora	
   B,	
  

inhiberait	
  OP18/Stathmine	
  et	
  la	
  kinesine-­‐13	
  MCAK	
  à	
  proximité	
  de	
  la	
  chromatine,	
  ce	
  qui	
  augmente	
  la	
  

stabilité	
  des	
  microtubules	
  dans	
  cette	
  région	
  (Gadea	
  and	
  Ruderman,	
  2006;	
  Ohi	
  et	
  al.,	
  2004).	
  

4	
  -­‐	
  La	
  nucléation	
  à	
  partir	
  des	
  kinétochores	
  

Deux	
  principales	
  études	
  ont	
  prouvé	
  par	
  vidéomicroscopie	
  une	
  nucléation	
  des	
  fibres	
  k	
  par	
  les	
  

kinétochores,	
  qui	
  n’était	
  que	
   jusque	
   là	
  pressentie.	
  Des	
  cellules	
   traitées	
  au	
  Monastrol,	
  molécule	
  qui	
  

inhibe	
   Eg5	
   et	
   induit	
   la	
   formation	
   de	
   fuseaux	
   monopolaires	
   par	
   regroupement	
   des	
   centrosomes,	
  

présentent	
   des	
   bundles	
   de	
   microtubules,	
   nucléés	
   à	
   partir	
   des	
   kinétochores.	
   Ces	
   bundles	
   sont	
  

capables	
  de	
  former	
  des	
  boucles	
  sous	
  le	
  contrôle	
  de	
  NuMA.	
  Lorsque	
  le	
  Monastrol	
  est	
  retiré	
  du	
  milieu	
  

de	
   culture	
   des	
   cellules	
   et	
   que	
   les	
   centrosomes	
   se	
   séparent,	
   ces	
   boucles	
   sont	
   incorporées	
   dans	
   le	
  

fuseau.	
  Ce	
  phénomène	
  a	
  été	
  vérifié	
  par	
  vidéomicroscopie	
  dans	
  des	
  cellules	
  non	
  traitées	
  (Khodjakov	
  

et	
  al.,	
  2003).	
  De	
  plus,	
  une	
  autre	
  étude	
  a	
  montré	
  en	
  cellules	
  S2	
  qu’une	
  partie	
  des	
  fibres	
  k	
  est	
  nucléée	
  à	
  

partir	
   des	
   kinétochores	
   distaux	
   de	
   chromosomes	
  mono-­‐orientés.	
   Elles	
   sont	
   alors	
   capturées	
   par	
   les	
  

microtubules	
  du	
  second	
  centrosome.	
  Puis,	
  par	
  l’action	
  de	
  la	
  Dynéine,	
  les	
  extrémités	
  (-­‐)	
  de	
  ces	
  fibres	
  k	
  

sont	
  tirées	
  vers	
  le	
  centrosome	
  (Maiato	
  et	
  al.,	
  2004b).	
  

Comme	
  pour	
   la	
  nucléation	
  autour	
  de	
   la	
   chromatine	
  mitotique,	
   la	
  nucléation	
  mise	
  en	
  place	
  

spécifiquement	
   au	
   niveau	
   des	
   kinétochores	
   dépend	
   du	
   gradient	
   de	
   RanGTP.	
   RanGTP	
   et	
   RanGAP1	
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(facteur	
  induisant	
  l’hydrolyse	
  du	
  GTP)	
  sont	
  localisés	
  sur	
  les	
  kinétochores	
  pendant	
  et	
  après	
  traitement	
  

au	
   Nocodazole	
   (Torosantucci	
   et	
   al.,	
   2008).	
   Il	
   est	
   intéressant	
   de	
   noter	
   que	
   la	
   nucléation	
   par	
   les	
  

kinétochores	
  est	
  stimulée	
  quand	
  les	
  centrosomes	
  sont	
  altérés	
  (ARNi	
  contre	
  Plk1).	
  	
  

Une	
  étude	
  a	
  également	
  montré	
  que	
  TPX2	
  est	
  impliqué	
  dans	
  la	
  nucléation	
  via	
  les	
  kinétochores	
  

par	
   la	
  voie	
  Ran	
  mais	
   sa	
  déplétion	
  n’empêche	
  pas	
  pour	
  autant	
   la	
  capture	
  des	
  chromosomes	
  par	
   les	
  

microtubules	
  nucléés	
  par	
   les	
   centrosomes	
   (Tulu	
  et	
   al.,	
   2006).	
  Dans	
   cette	
  même	
  étude,	
   les	
   auteurs	
  

montrent	
  également	
  que	
  la	
  déplétion	
  de	
  la	
  Survivine	
  (membre	
  du	
  CPC),	
  entraine	
  une	
  forte	
  réduction	
  

de	
   la	
   densité	
   des	
   microtubules,	
   et	
   notamment	
   des	
   fibres	
   k	
   autour	
   de	
   la	
   chromatine	
   (Tulu	
   et	
   al.,	
  

2006).	
  Ce	
  phénotype	
  est	
  sauvé	
  par	
   la	
  déplétion	
  de	
  MCAK	
  dont	
   l’un	
  des	
  rôles	
  est	
  de	
  déstabiliser	
   les	
  

attachements	
  incorrects	
  entre	
  microtubules	
  et	
  kinétochores	
  (Voir	
  partie	
  II-­‐C-­‐2).	
  Une	
  autre	
  étude	
  fait	
  

également	
   le	
   lien	
   entre	
   le	
   gradient	
   de	
   Ran	
   et	
   le	
   CPC	
   dans	
   la	
   nucléation	
   des	
  microtubules	
   par	
   les	
  

kinétochores.	
  En	
  effet,	
  en	
  l’absence	
  de	
  gradient	
  RanGTP	
  localisé	
  (et	
  donc	
  une	
  libération	
  localisée	
  des	
  

SAFs)	
  par	
  surexpression	
  de	
  deux	
  dominants	
  négatifs,	
  d’abord	
  T24N	
  qui	
  va	
  bloquer	
  le	
  chargement	
  du	
  

GTP	
  puis	
  G69L	
  qui	
  est	
  une	
  forme	
  ne	
  permettant	
  pas	
  l’hydrolyse,	
  un	
  fuseau	
  bipolaire	
  peut	
  se	
  former	
  

autour	
  de	
   l’ADN	
   issu	
  du	
  sperme	
  de	
  Xénope	
  (contenant	
  des	
  kinétochores)	
  mais	
  pas	
  autour	
  de	
  billes	
  

couvertes	
  d’ADN	
  plasmidique.	
  Ceci	
  est	
  dépendant	
  d’INCENP,	
  un	
  autre	
  membre	
  du	
  CPC	
  (Maresca	
  et	
  

al.,	
  2009).	
  Ces	
  travaux	
  montrent	
  donc	
  un	
  lien	
  évident	
  entre	
  le	
  gradient	
  de	
  RanGTP	
  et	
  le	
  CPC	
  dans	
  la	
  

nucléation	
  localisée	
  autour	
  des	
  chromosomes	
  et	
  notamment	
  au	
  niveau	
  des	
  kinétochores.	
  

La	
  plupart	
  de	
  ces	
  études	
  ont	
  été	
  menées	
  sur	
  des	
  extraits	
  méiotiques	
  de	
  Xénope.	
  En	
  cellule	
  

HeLa,	
   dans	
   un	
  modèle	
   de	
  mitose	
   sans	
   réplication	
   du	
   génome	
   (Mitosis	
  with	
  Unreplicated	
  Genome,	
  

MUG)	
  la	
  chromatine	
  se	
  retrouve	
  rapidement	
  exclue	
  de	
  la	
  région	
  centrale	
  du	
  fuseau	
  où	
  il	
  ne	
  reste	
  que	
  

les	
  régions	
  centromériques	
  (et	
  donc	
  les	
  kinétochores).	
  Ceci	
  a	
  permis	
  de	
  montrer	
  que	
  RCC1	
  est	
  bien	
  

présent	
  sur	
  la	
  chromatine,	
  mais	
  pas	
  aux	
  kinétochores.	
  Le	
  fuseau	
  s’assemble	
  dans	
  ce	
  cas	
  à	
  l’extérieur	
  

du	
   gradient	
   RanGTP.	
   Cependant,	
   en	
   déplétant	
   Nuf2,	
   membre	
   du	
   complexe	
   Ndc80	
   requis	
   pour	
  

l’attachement	
  stable	
  de	
  microtubules	
  aux	
  kinétochores,	
  l’assemblage	
  d’un	
  fuseau	
  bipolaire	
  n’est	
  plus	
  

possible	
  (O'Connell	
  et	
  al.,	
  2009).	
  En	
  2009	
  également,	
  Bucciarelli	
  et	
  collaborateurs	
  ont	
  montré	
  chez	
  la	
  

Drosophile	
  que	
  Dgt6	
  (membre	
  du	
  complexe	
  Augmin,	
  voir	
  ci-­‐après)	
  interagit	
  avec	
  plusieurs	
  membres	
  

du	
  complexe	
  Ndc80,	
  Msps/XMAP215	
  et	
   la	
  γ-­‐tubuline	
  et	
  est	
   responsable	
  de	
   leur	
   localisation	
  sur	
   les	
  

fibres	
  k	
  et	
  la	
  formation	
  de	
  ces	
  fibres	
  elles-­‐mêmes	
  (Bucciarelli	
  et	
  al.,	
  2009).	
  Ceci	
  place	
  la	
  nucléation	
  via	
  

les	
   kinétochores	
  au	
   centre	
  de	
   la	
   voie	
  de	
  nucléation	
  dépendante	
  de	
   la	
   chromatine	
  dans	
   les	
   cellules	
  

somatiques,	
  et	
  ceci	
  de	
  façon	
  RanGTP	
  indépendante.	
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5	
  -­‐	
  La	
  nucléation	
  microtubule-­‐dépendante	
  ou	
  ramification	
  

C’est	
   plus	
   récemment,	
   en	
   2006,	
   que	
   cette	
   voie	
   de	
   nucléation	
   a	
   été	
   démontrée	
   en	
  mitose,	
  

dans	
  des	
  cellules	
  S2	
  de	
  Drosophiles	
  (Mahoney	
  et	
  al.,	
  2006).	
  Deux	
  arguments	
  sont	
  mis	
  en	
  avant	
  :	
  tout	
  

d’abord	
  la	
  γ-­‐tubuline	
  est	
  fortement	
  localisée	
  aux	
  centrosomes	
  mais	
  décore	
  également	
  le	
  fuseau,	
  une	
  

localisation	
  renforcée	
  en	
  l’absence	
  de	
  centrosome	
  (ARNi	
  contre	
  la	
  Centrosomine,	
  Cnn).	
  Ceci	
  implique	
  

une	
   nucléation	
   des	
   microtubules	
   à	
   l’intérieur	
   du	
   fuseau.	
   De	
   plus,	
   par	
   le	
   suivi	
   en	
   métaphase	
   de	
  

comètes	
   EB1::GFP	
   (Green	
   Fluorescent	
   Protein)	
   marquant	
   les	
   extrémités	
   (+)	
   des	
   microtubules	
   en	
  

croissance,	
  les	
  auteurs	
  ont	
  observé	
  qu’en	
  l’absence	
  de	
  centrosome,	
  une	
  nucléation	
  à	
  partir	
  des	
  pôles	
  

et	
  orientée	
  vers	
  l’ADN	
  a	
  bien	
  lieu.	
  Cependant,	
  en	
  déplétant	
  la	
  γ-­‐tubuline,	
  une	
  nucléation	
  à	
  partir	
  de	
  

pseudo-­‐pôles	
  est	
  observée	
  mais	
  elle	
  est	
  moins	
  bien	
  organisée	
  que	
  lors	
  de	
  la	
  déplétion	
  de	
  Cnn.	
  Ceci	
  

indiquerait	
   donc	
   qu’un	
   autre	
   facteur,	
   alors	
   inconnu,	
   doit	
   contribuer	
   à	
   la	
   nucléation	
   microtubule-­‐

dépendante,	
   en	
   plus	
   de	
   la	
   γ-­‐tubuline.	
   C’est	
   lors	
   d’un	
   crible	
   par	
   ARNi	
   ciblant	
   tout	
   le	
   génome	
   en	
  

cellules	
  S2	
  que	
  ce	
  facteur	
  a	
  été	
  identifié	
  (Goshima	
  et	
  al.,	
  2007).	
  Quatre	
  protéines	
  ont	
  été	
  identifiées	
  

suite	
  à	
  une	
  perte	
  de	
  fonction	
  qui	
  diminue	
  la	
  γ-­‐tubuline	
  dans	
  le	
  fuseau.	
  Elles	
  sont	
  appelées	
  Dgt3	
  à	
  6	
  

par	
   rapport	
   à	
   leur	
   phénotype	
  «	
  dim	
   γ-­‐tubulin	
  ».	
   Les	
   protéines	
   tagguées	
  GFP	
  Dgt4,	
   5	
   et	
   6	
   décorent	
  

uniformément	
   le	
   fuseau.	
   En	
   2008,	
   Goshima	
   montre	
   que	
   les	
   protéines	
   Dgt2	
   à	
   Dgt6	
   forment	
   un	
  

complexe	
  qui	
  s’associe	
  aux	
  microtubules	
  et	
  sera	
  baptisé	
  Augmine	
   (Goshima	
  et	
  al.,	
  2008).	
   Il	
  montre	
  

que	
  ce	
  complexe	
  est	
  important	
  pour	
  la	
  génération	
  de	
  microtubules	
  dans	
  le	
  fuseau	
  avec	
  un	
  rôle	
  dans	
  

la	
   formation	
   des	
   fibres	
   k	
   et	
   l’alignement	
   des	
   chromosomes.	
   Finalement,	
   les	
   derniers	
  membres	
   du	
  

complexe	
   (Dgt7	
  à	
  9,	
   respectivement	
  msd5,	
  wac	
   et	
  msd1)	
   sont	
  publiés	
   l’année	
   suivante.	
   L’Augmine	
  

est	
  donc	
  un	
  complexe	
  de	
  8	
  protéines,	
  conservé	
  chez	
  l’Homme	
  (Uehara	
  et	
  al.,	
  2009)	
  (figure	
  6C).	
  Chez	
  

l’Homme,	
   l’Augmine	
   est	
   impliquée	
   dans	
   la	
   tension	
   des	
   kinétochores	
   métaphasiques,	
   dans	
  

l’établissement	
  du	
   fuseau	
  central	
  en	
  cytokinèse	
  ;	
  et	
   ceci	
   grâce	
  à	
   son	
   interaction	
  avec	
   le	
  γ-­‐TuRC.	
   Le	
  

modèle	
   avancé	
   est	
   donc	
   que	
   l’Augmine	
   se	
   lie	
   aux	
   microtubules	
   préexistants	
   et	
   permet	
   le	
  

recrutement	
  du	
  γ-­‐TuRC	
  pour	
  nucléer	
  de	
  nouveaux	
  microtubules.	
  

Le	
  rôle	
  du	
  complexe	
  Augmine	
  est	
  conservé	
  à	
  travers	
   les	
  espèces	
  et	
  est	
  également	
   impliqué	
  

en	
   méiose.	
   Par	
   une	
   étude	
   en	
   extrait	
   de	
   Xénope,	
   il	
   a	
   été	
   montré	
   que	
   la	
   nucléation	
   RanGTP-­‐

dépendante	
   autour	
   des	
   chromosomes	
   n’est	
   pas	
   suffisante	
   à	
   l’établissement	
   d’un	
   fuseau	
   bipolaire	
  

(Petry	
   et	
   al.,	
   2011).	
   Sans	
   Augmine,	
   la	
   densité	
   de	
   microtubules	
   dans	
   le	
   fuseau	
   est	
   réduite,	
   la	
  

proportion	
  de	
   fuseaux	
  multipolaires	
   est	
   augmentée	
  et	
   le	
  nombre	
  de	
   comètes	
  de	
  EB1::GFP	
  dans	
   le	
  

fuseau	
  est	
  réduit	
  par	
  rapport	
  au	
  contrôle.	
  	
  

Le	
   modèle	
   de	
   fonctionnement	
   de	
   cette	
   voie	
   de	
   nucléation	
   a	
   été	
   confirmé	
   plus	
   tard	
   par	
  

microscopie	
  TIRF	
  (Petry	
  et	
  al.,	
  2013).	
  De	
  nouveaux	
  microtubules	
  sont	
  capables	
  de	
  nucléer	
  à	
  partir	
  de	
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la	
  paroi	
  de	
  microtubules	
  déjà	
  existants,	
  dans	
  une	
  la	
  même	
  direction	
  et	
  avec	
  un	
  angle	
  généralement	
  

inférieur	
  à	
  30°.	
  Les	
  auteurs	
  ont	
  également	
  montré	
  que	
  cette	
  nucléation	
  est	
  stimulée	
  par	
  RanGTP	
  et	
  

TPX2.	
  

Cette	
   nucléation	
   semble	
   donc	
   doublement	
   impliquée	
   dans	
   la	
   mise	
   en	
   place	
   du	
   fuseau	
  

mitotique	
  :	
   d’abord	
   en	
   augmentant	
   la	
   masse	
   de	
   microtubules	
   du	
   fuseau	
   et	
   donc	
   la	
   cinétique	
  

d’assemblage,	
  puis	
  de	
  part	
  les	
  propriétés	
  des	
  ramifications	
  (direction	
  et	
  angle)	
  ils	
  vont	
  participer	
  à	
  la	
  

bipolarisation	
  du	
  fuseau	
  en	
  favorisant	
  les	
  régions	
  de	
  chevauchement	
  de	
  microtubules	
  antiparallèles.	
  

Ceci	
   expliquerait	
   également	
   les	
   défauts	
   d’assemblage	
   du	
   fuseau	
   central	
   lors	
   de	
   la	
   cytokinèse	
   en	
  

cellules	
   humaines	
   lors	
   de	
   la	
   déplétion	
  d’Augmine	
   (Uehara	
   et	
   al.,	
   2009).	
   Lors	
   de	
   l’établissement	
   de	
  

fuseau	
  métaphasique	
   en	
  présence	
  de	
   centrosomes	
   chez	
   le	
   Xénope	
   (Petry	
   et	
   al.,	
   2011),	
   en	
   cellules	
  

humaines	
  (Uehara	
  et	
  al.,	
  2009)	
  ou	
  en	
  cellules	
  S2	
  de	
  Drosophile	
  (Goshima	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Meireles	
  et	
  al.,	
  

2009),	
  l’Augmine	
  n’est	
  pas	
  indispensable	
  mais	
  accélère	
  le	
  phénomène.	
  En	
  effet,	
  la	
  perte	
  de	
  fonction	
  

du	
  gène	
  wac,	
  correspondant	
  à	
  Dgt8,	
  entraine	
  des	
  phénotypes	
  importants	
  en	
  culture	
  de	
  cellules	
  mais	
  

cette	
  protéine	
  n’est	
  pas	
  requise	
  pour	
  la	
  viabilité.	
  Les	
  femelles	
  sont	
  cependant	
  stériles	
  car	
  malgré	
  un	
  

fuseau	
  acentrosomal	
  robuste,	
  des	
  défauts	
  d’alignement	
  des	
  chromosomes	
  sont	
  fréquents	
  (Meireles	
  

et	
  al.,	
  2009).	
  Pour	
  conclure,	
  c’est	
  surtout	
  son	
  rôle	
  dans	
  la	
  génération	
  de	
  zone	
  de	
  chevauchement	
  de	
  

microtubules	
   antiparallèles	
   qui	
   va	
   induire	
   le	
   plus	
   important	
   phénotype	
   mitotique,	
   une	
   fois	
   la	
  

transition	
  métaphase/anaphase	
  dépassée.	
  

B	
  -­‐	
  Les	
  protéines	
  régulatrices	
  

Certaines	
   protéines	
   ont	
   déjà	
   été	
   citées	
   précédemment	
  mais	
   il	
   existe	
   un	
   grand	
   nombre	
   de	
  

protéines	
  qui	
  régulent	
  l’assemblage	
  du	
  fuseau	
  mitotique.	
  De	
  nombreuses	
  études	
  haut-­‐débit	
  avec	
  des	
  

approches	
   protéomiques,	
   génétiques	
   ou	
   combinées	
   ont	
   permis	
   d’identifier	
   un	
   large	
   nombre	
   des	
  

composants	
  du	
  centrosome	
  et	
  du	
  PCM,	
  des	
  MAPs	
  et	
  des	
  protéines	
  ayant	
  un	
  rôle	
  direct	
  ou	
   indirect	
  

avec	
  l’assemblage	
  du	
  fuseau	
  (Bettencourt-­‐Dias	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Dobbelaere	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Goshima	
  et	
  al.,	
  

2007;	
  Hughes	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Jakobsen	
  et	
  al.,	
  2011;	
  Malik	
  et	
  al.,	
  2009;	
  Muller	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Neumann	
  et	
  

al.,	
   2010;	
  Nousiainen	
   et	
   al.,	
   2006;	
   Sauer	
   et	
   al.,	
   2005;	
   Torres	
   et	
   al.,	
   2011).	
   Je	
   détaillerai	
   dans	
   cette	
  

partie	
   dans	
   quelles	
   régions	
   du	
   fuseau	
   et	
   pourquoi	
   ces	
   protéines	
   régulatrices	
   sont	
   importantes.	
  

Suivront	
   quelques	
   exemples	
   de	
   protéines	
   favorisant	
   ou	
   défavorisant	
   la	
   stabilité	
   des	
  microtubules,	
  

l’implication	
  des	
  modifications	
  post-­‐traductionnelles	
  de	
  la	
  tubuline	
  et	
  enfin	
  l’implication	
  des	
  moteurs	
  

moléculaires	
  dans	
  l’assemblage	
  d’un	
  fuseau	
  bipolaire.	
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Figure	
  7	
  :	
  Influer	
  sur	
  la	
  dynamique	
  et	
  les	
  liens	
  entre	
  des	
  microtubules	
  :	
  où	
  et	
  pourquoi	
  ?	
  

Réguler	
  la	
  dynamique	
  et	
  la	
  stabilité	
  des	
  microtubules	
  est	
  crucial	
  pour	
  l’établissement	
  du	
  fuseau.	
  Tout	
  
d’abord,	
  la	
  stabilité	
  des	
  microtubules	
  aux	
  extrémités	
  (+)	
  est	
  indispensable	
  à	
  l’ancrage	
  du	
  fuseau	
  à	
  la	
  
membrane	
   (1)	
   et	
   aux	
   attachements	
   kinétochore-­‐microtubules	
   (4).	
   Stabiliser	
   les	
   microtubules	
   en	
  
faisceaux	
   permet	
   la	
   formation	
   des	
   fibres	
   k	
   (2).	
   L’intégrité	
   des	
   pôles	
   nécessite	
   l’action	
   de	
  moteurs	
  
moléculaires	
  et	
  de	
  protéines	
  de	
  pontage	
   (5)	
  entre	
   les	
  extrémités	
   (-­‐)	
  des	
  microtubules,	
  qui	
  peuvent	
  
être	
   protégées	
   ou	
   à	
   l’inverse	
   sujettes	
   à	
   la	
   dépolymérisation	
   (7),	
   ceci	
   dans	
   le	
   but	
   de	
   maintenir	
   la	
  
longueur	
   du	
   fuseau.	
   D’autres	
   moteurs	
   vont	
   participer	
   au	
   maintien	
   de	
   la	
   bipolarité	
   du	
   fuseau,	
  
particulièrement	
   dans	
   la	
   région	
   centrale	
   du	
   fuseau,	
   zone	
   de	
   chevauchement	
   de	
   microtubules	
  
antiparallèles	
   (8).	
   Pour	
   finir,	
   influer	
   de	
   manière	
   générale	
   sur	
   la	
   dynamique	
   des	
   microtubules	
   va	
  
permettre	
   de	
   densifier	
   le	
   fuseau,	
   le	
   rendre	
   ainsi	
   plus	
   robuste	
   (6)	
   et	
   maintenir	
   sa	
   taille	
   malgré	
  
l’instabilité	
  dynamique	
  inhérente	
  aux	
  microtubules.	
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1	
  -­‐	
  Où	
  et	
  pourquoi	
  ?	
  

Afin	
   d’organiser	
   les	
   nombreux	
   microtubules	
   nucléés	
   à	
   partir	
   des	
   différents	
   centres	
  

organisateurs	
   des	
  microtubules	
   décrits	
   précédemment	
   (centrosomes	
   et	
   chromatine)	
   en	
   un	
   fuseau	
  

bipolaire,	
   dynamique	
   et	
   fonctionnel,	
   de	
   nombreuses	
   protéines	
   entrent	
   en	
   jeu.	
   Les	
   activités	
   de	
   ces	
  

protéines	
  sont	
  variées	
  et	
  leurs	
  localisations	
  sont	
  étroitement	
  associées	
  à	
  leurs	
  activités	
  et	
  leurs	
  rôles	
  

sur	
  l’aspect	
  global	
  du	
  fuseau	
  (figure	
  7).	
  

Ainsi,	
   de	
   façon	
   localisée,	
   certaines	
   protéines	
   vont	
   favoriser	
   ou	
   non	
   les	
   attachements	
   des	
  

microtubules	
   aux	
   kinétochores	
   (détaillé	
   dans	
   la	
   partie	
   II-­‐C),	
   au	
   cortex,	
   ou	
   encore	
   aux	
   bras	
   des	
  

chromosomes	
   lors	
  de	
   la	
  congression.	
  D’autres	
  protéines	
  doivent	
  également	
  permettre	
   la	
   formation	
  

et	
   la	
   stabilité	
  des	
   fibres	
  k	
  pouvant	
  atteindre	
  plusieurs	
  dizaines	
  de	
  microtubules	
  en	
   faisceau,	
   reliant	
  

directement	
  les	
  kinétochores	
  aux	
  centrosomes.	
  

D’autre	
   part,	
   les	
   microtubules	
   étant	
   polarisés	
   avec	
   des	
   extrémités	
   (-­‐)	
   majoritairement	
  

concentrées	
  au	
  niveau	
  de	
  pôles,	
  de	
  nombreuses	
  protéines	
  doivent	
  être	
  impliquées	
  dans	
  le	
  pontage	
  

et	
   le	
  glissement	
  entre	
  microtubules	
  parallèles	
   (au	
  niveau	
  des	
  pôles)	
  et	
  antiparallèles	
   (au	
  centre	
  du	
  

fuseau,	
   au	
   niveau	
   de	
   la	
   chromatine).	
   Ces	
   protéines	
   sont	
   donc	
   directement	
   impliquées	
   dans	
   le	
  

maintient	
  de	
  	
  l’intégrité	
  des	
  pôles	
  et	
  le	
  maintien	
  de	
  la	
  bipolarité.	
  

Enfin,	
  à	
  l’échelle	
  globale	
  du	
  fuseau,	
  la	
  balance	
  entre	
  polymérisation	
  et	
  dépolymérisation	
  est	
  

finement	
   régulée	
   afin	
   de	
   maintenir	
   la	
   taille	
   et	
   le	
   positionnement	
   du	
   fuseau	
   malgré	
   l’instabilité	
  

dynamique	
  inhérente	
  aux	
  microtubules	
  eux	
  mêmes.	
  

2-­‐	
  Les	
  MAPs	
  stabilisant	
  les	
  microtubules	
  

De	
  nombreuses	
  protéines	
  participent	
  à	
  stabiliser	
   les	
  microtubules,	
  uniques	
  ou	
  en	
  faisceaux,	
  

de	
   par	
   leur	
   liaison	
   le	
   long	
   de	
   la	
   paroi	
   du	
   microtubule,	
   mais	
   également	
   en	
   s’associant	
   à	
   leurs	
  

extrémités	
   (+)	
   ou	
   (-­‐).	
  Dans	
  une	
   revue	
  datant	
  de	
  2013	
   (Helmke	
  et	
   al.,	
   2013),	
   les	
   auteurs	
  proposent	
  

trois	
  mécanismes	
  à	
  l’origine	
  d’une	
  augmentation	
  de	
  la	
  stabilité	
  des	
  microtubules	
  :	
  la	
  stabilisation	
  des	
  

dimères	
  de	
  tubuline	
  ou	
  des	
  protofilaments,	
   l’augmentation	
  de	
  croissance	
  des	
  microtubules	
  et	
  enfin	
  

la	
   protection	
   contre	
   les	
   évènements	
   de	
   catastrophe.	
   Cependant,	
   de	
   nombreuses	
   protéines	
   (et	
  

particulièrement	
  les	
  «	
  +TIPs	
  »)	
  ont	
  des	
  mécanismes	
  de	
  régulation	
  de	
  la	
  dynamique	
  des	
  microtubules	
  

largement	
  méconnus	
  ou	
  controversés.	
  J’ai	
  donc	
  décidé	
  de	
  séparer	
  ces	
  protéines	
  en	
  trois	
  catégories	
  

selon	
   leur	
   localisation	
   sur	
   les	
  microtubules	
  :	
   celles	
   associées	
   à	
   l’extrémité	
   (+)	
   (les	
   +TIPs),	
   celles	
   qui	
  

interagissent	
  le	
  long	
  de	
  la	
  paroi	
  des	
  microtubules	
  et	
  celles	
  associées	
  aux	
  extrémités	
  (-­‐)	
  (les	
  -­‐TIPs).	
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a)	
  Les	
  +TIPs	
  

De	
  nombreuses	
  protéines	
  associées	
  aux	
  extrémités	
   (+)	
  des	
  microtubules	
  ont	
  été	
   largement	
  

étudiées,	
   cependant	
   leurs	
   rôles	
   exacts	
   dans	
   la	
   régulation	
   de	
   la	
   dynamique	
   des	
  microtubules	
   sont	
  

toujours	
  sujets	
  à	
  débat.	
  

L’une	
  des	
  représentantes	
  majeures	
  de	
  cette	
  famille	
  est	
  EB1	
  (End	
  Binding	
  proteins).	
  Cette	
  +TIP	
  

(et	
   les	
   autres	
   EBs	
  :	
   EB2	
   et	
   3)	
   a	
  montré	
  différents	
   effets	
  selon	
   les	
   conditions	
   expérimentales	
   :	
   alors	
  

qu’en	
   cellules	
   elle	
   semble	
   promouvoir	
   la	
   croissance	
   et	
   réduire	
   les	
   catastrophes	
   (Komarova	
   et	
   al.,	
  

2009;	
  Tirnauer	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Wen	
  et	
  al.,	
  2004),	
  son	
  comportement	
  in	
  vitro	
  a	
  révélé	
  des	
  résultats	
  plutôt	
  

contradictoires.	
  En	
  effet	
  EB1	
  (et	
  les	
  +TIPs	
  de	
  la	
  famille	
  EB)	
  semble	
  modifier	
  les	
  taux	
  de	
  croissance	
  et	
  

de	
   dépolymérisation	
   de	
   façon	
   nuancée	
   selon	
   la	
   concentration	
   (Bieling	
   et	
   al.,	
   2008;	
   Bieling	
   et	
   al.,	
  

2007;	
  Manna	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Vitre	
  et	
  al.,	
  2008),	
  favoriser	
  (Komarova	
  et	
  al.,	
  2009;	
  Vitre	
  et	
  al.,	
  2008)	
  ou	
  

protéger	
   (Katsuki	
   et	
   al.,	
   2009;	
  Manna	
   et	
   al.,	
   2008;	
   Vitre	
   et	
   al.,	
   2008)	
   des	
   catastrophes,	
   ou	
   encore	
  

n’avoir	
  aucun	
  effet	
  (Dixit	
  et	
  al.,	
  2009).	
  Bon	
  nombre	
  des	
  études	
  citées	
  précédemment	
  s’accordent	
  sur	
  

le	
   fait	
   qu’EB1	
   serait	
   requise	
   pour	
   l’association	
   d’autres	
   +TIPs	
   comme	
  CLIP170	
   (Bieling	
   et	
   al.,	
   2008;	
  

Blake-­‐Hodek	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Dixit	
  et	
  al.,	
  2009)	
  ou	
  les	
  CLASPs	
  (Mimori-­‐Kiyosue	
  et	
  al.,	
  2005).	
  A	
  l’inverse,	
  

d’autres	
  études	
  ont	
  montré	
  que	
   la	
   liaison	
  d’EB1	
  aux	
  extrémités	
   (+)	
  dépend	
  d’autres	
  MAPs	
   comme	
  

APC	
  (Green	
  et	
  al.,	
  2005)	
  ou	
  p150glued	
  (Manna	
  et	
  al.,	
  2008).	
  

Une	
   autre	
   +TIP	
   beaucoup	
   étudiée	
   pour	
   son	
   rôle	
   dans	
   la	
   stabilité	
   des	
   microtubules	
   est	
   la	
  

protéine	
   CLIP170.	
   Il	
   a	
   été	
   montré	
   in	
   vitro	
   que	
   cette	
   protéine	
   a	
   le	
   potentiel	
   de	
   s’assembler	
   aux	
  

extrémités	
   (+)	
   avec	
   des	
   oligomères	
   de	
   tubuline,	
   ce	
   qui	
   participerait	
   aux	
   événements	
   de	
   sauvetage	
  

(Arnal	
  et	
  al.,	
  2004).	
  Il	
  a	
  également	
  été	
  montré	
  qu’EB1	
  est	
  nécessaire	
  à	
  sa	
  localisation	
  à	
  l’extrémité	
  (+)	
  

des	
  microtubules	
   (Bieling	
   et	
   al.,	
   2008)	
   et	
   à	
   son	
   renouvellement	
   rapide	
   (Dixit	
   et	
   al.,	
   2009).	
   Chez	
   la	
  

levure,	
   ces	
  deux	
  +TIPs,	
  organisées	
  en	
   complexe,	
  auraient	
  des	
  effets	
  opposés	
   sur	
   la	
  dynamique	
  des	
  

microtubules	
  :	
   Bim1	
   (orthologue	
   d’EB1)	
   diminuerait	
   la	
   fréquence	
   des	
   catastrophes	
   alors	
   que	
   Bik1	
  

(orthologue	
  de	
  CLIP170)	
  favoriserait	
  ces	
  événements	
  (Blake-­‐Hodek	
  et	
  al.,	
  2010).	
  Ceci	
  suggère	
  que	
  ces	
  

+TIPs	
  antagonistes	
  interagissent	
  sans	
  doute	
  pour	
  moduler	
  leurs	
  activités.	
  	
  

Les	
   protéines	
   CLASPs	
   (Cytoplasmic	
   Linker	
   Associated	
   Proteins)	
   quant	
   à	
   elles	
   favorisent	
   les	
  

sauvetages	
   en	
   recrutant	
   les	
   dimères	
  de	
   tubuline	
  mais	
   pourraient	
   aussi	
   stopper	
   les	
   événements	
  de	
  

catastrophe	
  (Al-­‐Bassam	
  and	
  Chang,	
  2011;	
  Al-­‐Bassam	
  et	
  al.,	
  2010).	
  	
  

Les	
  protéines	
  Ch-­‐TOG/XMAP215/Msps	
  (Mini	
  Spindle	
  Protein)	
  chez	
  l’Homme,	
  le	
  Xénope	
  et	
  la	
  

Drosophile	
  sont	
  des	
  MAP	
  décorant	
   les	
  microtubules	
  en	
   interphase	
  comme	
  en	
  mitose	
  (à	
   l’exception	
  

des	
  microtubules	
  astraux).	
  Chez	
  le	
  Xénope,	
  la	
  déplétion	
  de	
  XMAP215	
  entraine	
  une	
  augmentation	
  de	
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la	
   fréquence	
   des	
   catastrophes	
   qui	
   peut	
   être	
   sauvée	
   par	
   une	
   perte	
   de	
   fonction	
   de	
   XKCM1/MCAK	
  

(Tournebize	
  et	
   al.,	
   2000).	
  Malgré	
  une	
   localisation	
   au	
   long	
  du	
  microtubule,	
  XMAP215	
   va	
  diffuser	
   et	
  

s’enrichir	
  aux	
  extrémités	
  (+)	
  et	
  former	
  des	
  complexes	
  avec	
  des	
  dimères	
  de	
  tubuline	
  pour	
  faciliter	
  leur	
  

incorporation	
   à	
   l’extrémité	
   en	
   croissance	
   (Al-­‐Bassam	
   and	
   Chang,	
   2011;	
   Brouhard	
   et	
   al.,	
   2008).	
  

Lorsque	
  XMAP215	
  est	
  déplétée	
  en	
  extrait	
  de	
  Xénope,	
  la	
  taille	
  des	
  asters	
  est	
  diminuée	
  ce	
  qui	
  mène	
  à	
  

l’assemblage	
   de	
   fuseaux	
   largement	
   désorganisés	
   et	
   très	
   courts.	
   A	
   l’inverse,	
   augmenter	
   la	
  

concentration	
   de	
   XMAP215	
   va	
   augmenter	
   la	
   vitesse	
   de	
   polymérisation	
   des	
   microtubules	
   et	
  

proportionnellement	
  la	
  longueur	
  du	
  fuseau	
  (Reber	
  et	
  al.,	
  2013).	
  De	
  façon	
  intéressante,	
  une	
  certaine	
  

redondance	
  dans	
  les	
  mécanismes	
  de	
  croissance	
  et	
  stabilité	
  des	
  microtubules	
  existent,	
  ce	
  qui	
  indique	
  

l’importance	
   pour	
   la	
   cellule	
   de	
   promouvoir	
   la	
   croissance	
   des	
   microtubules	
   pour	
   assembler	
   son	
  

fuseau	
  :	
   par	
   exemple,	
   une	
   augmentation	
   de	
   la	
   concentration	
   de	
   XMAP215	
   permet	
   de	
   sauver	
  

partiellement	
  le	
  phénotype	
  de	
  déplétion	
  de	
  TPX2	
  ou	
  de	
  la	
  γ-­‐tubuline	
  (Groen	
  et	
  al.,	
  2009).	
  

La	
   +TIP	
  MACF/ACF7	
   joue	
  un	
  double	
   rôle	
  :	
   en	
   favorisant	
   le	
   lien	
   entre	
   les	
   extrémités	
   (+)	
   des	
  

microtubules	
  et	
   le	
  réseau	
  d’actine	
  filamentaire,	
  elle	
  participe	
  à	
  stabiliser	
   les	
  microtubules,	
  même	
  si	
  

leur	
   taille	
   est	
   réduite	
   (Kodama	
   et	
   al.,	
   2003).	
   Ce	
   lien	
   entre	
   les	
   deux	
   principaux	
   composants	
   du	
  

cytosquelette	
  permet	
  le	
  maintien	
  de	
  la	
  polarisation	
  des	
  cellules	
  et	
  leur	
  capacité	
  à	
  migrer.	
  

L’APC	
  (Adematous	
  Polyposis	
  Coli)	
  est	
  localisée	
  à	
  l’extrémité	
  (+)	
  du	
  microtubule	
  au	
  niveau	
  du	
  

cortex	
  cellulaire,	
  quelque	
  soit	
   l’état	
  du	
  microtubule	
   (polymérisation,	
  dépolymérisation,	
  catastrophe	
  

et	
  sauvetage),	
  ceci	
  va	
  permettre	
  de	
  favoriser	
  la	
  croissance	
  et	
  réduire	
  la	
  fréquence	
  des	
  catastrophes,	
  

diminuant	
  par	
  conséquent	
  les	
  épisodes	
  de	
  sauvetage	
  (Kita	
  et	
  al.,	
  2006).	
  Dans	
  cette	
  dernière	
  étude,	
  le	
  

rôle	
   d’APC	
   semble	
   être	
   indépendant	
   d’EB1,	
   cependant	
   il	
   semble	
   qu’APC	
   soit	
   essentiel	
   à	
   l’activité	
  

«	
  anti-­‐pause	
  »	
  d’EB1	
  lors	
  de	
  la	
  polymérisation	
  (Green	
  et	
  al.,	
  2005).	
  

Comme	
   je	
   viens	
   de	
   le	
   décrire	
   plus	
   haut,	
   ces	
   +TIPs	
   fonctionnent	
   souvent	
   à	
   plusieurs	
   pour	
  

réguler	
   la	
  dynamique	
  des	
  microtubules	
  et	
  assurer	
   leurs	
   fonctions	
  dans	
   la	
  cellule,	
  notamment	
  en	
  ce	
  

qui	
   concerne	
   leur	
   attachement	
   au	
   cortex	
   (Gundersen	
   et	
   al.,	
   2004).	
   Ainsi	
   plusieurs	
   mécanismes	
  

impliquant	
   un	
   récepteur	
   cortical,	
   une	
   +TIP	
   et	
   une	
   protéine	
   de	
   «	
  pontage	
  »	
   ont	
   été	
   identifés.	
   Par	
  

exemple	
  EB1	
   (la	
  +TIP)	
  et	
  APC	
   (protéine	
  de	
  pontage)	
   stabilisent	
   l’extrémité	
   (+)	
  des	
  microtubules	
  au	
  

cortex	
  par	
   le	
   récepteur	
  mDia	
   (Wen	
  et	
  al.,	
   2004),	
   ce	
  qui	
  promeut	
   la	
  migration	
  cellulaire.	
  De	
  même,	
  

CLASP1	
  et	
  2	
  se	
  lient	
  à	
  EB1	
  pour	
  réguler	
  la	
  dynamique	
  des	
  extrémités	
  (+)	
  au	
  cortex	
  (Mimori-­‐Kiyosue	
  et	
  

al.,	
  2005).	
  Dans	
  l’embryon	
  précoce	
  de	
  C.	
  elegans,	
  les	
  CLASPs	
  participent	
  également	
  à	
  la	
  régulation	
  de	
  

la	
   stabilité	
   des	
   microtubules	
   astraux	
   et	
   donc	
   au	
   positionnement	
   du	
   fuseau	
   (Espiritu	
   et	
   al.,	
   2012).	
  

Enfin	
   MAP4	
   et	
   CLASP1	
   ont	
   été	
   montrées	
   comme	
   impliquées	
   dans	
   le	
   positionnement	
   du	
   fuseau.	
  

CLASP1	
  permet	
   le	
   lien	
   entre	
   le	
  microtubule	
   et	
   le	
   cortex	
   et	
  MAP4	
   limite	
   l’action	
   du	
   complexe	
  DDC	
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(Dynein-­‐Dynactin	
  Complex)	
  afin	
  d’équilibrer	
  aux	
  deux	
  pôles	
  de	
  la	
  cellule	
  les	
  forces	
  de	
  traction	
  sur	
  les	
  

microtubules	
  astraux	
  (Samora	
  et	
  al.,	
  2011).	
  	
  

Enfin,	
  la	
  +TIP	
  PRC1	
  (Protein	
  Required	
  for	
  Cytokinesis	
  1),	
  en	
  complexe	
  avec	
  la	
  kinésine-­‐4	
  va	
  se	
  

lier	
   spécifiquement	
   aux	
   extrémités	
   (+)	
   des	
   microtubules.	
   Ainsi,	
   dans	
   le	
   cas	
   de	
   microtubules	
  

antiparallèles	
  comme	
  les	
  microtubules	
  interpolaires	
  en	
  métaphase	
  ou	
  au	
  niveau	
  du	
  midbody,	
  ceci	
  va	
  

stabiliser	
   les	
  microtubules	
   tout	
   en	
   limitant	
   leur	
   croissance,	
   ce	
  qui	
   régule	
   leur	
   taille	
   (Bechstedt	
   and	
  

Brouhard,	
  2013;	
  Walczak	
  and	
  Shaw,	
  2010).	
  

L’activité	
  des	
  +TIPs,	
  en	
  plus	
  de	
  simplement	
  réguler	
  la	
  dynamique	
  des	
  microtubules,	
  va	
  influer	
  

sur	
   de	
   nombreux	
   processus	
   cellulaires	
   en	
   permettant	
   des	
   interactions	
   avec	
   différentes	
   structures	
  

comme	
  le	
  cortex,	
  l’actine,	
  le	
  réticulum	
  endoplasmique,	
  les	
  vésicules	
  et	
  les	
  kinétochores	
  (Akhmanova	
  

and	
  Steinmetz,	
  2010).	
  

b)	
  Les	
  protéines	
  associées	
  à	
  la	
  paroi	
  des	
  microtubules	
  

La	
   famille	
   MAP2/Tau,	
   comprenant	
   les	
   protéines	
   MAP2,	
   Tau	
   et	
   MAP4,	
   se	
   fixe	
   sur	
   la	
   paroi	
  

externe	
  du	
  microtubule	
  et	
   est	
   connue	
  pour	
   son	
  activité	
   stabilisatrice	
  :	
  MAP2	
  et	
   Tau	
   semblent	
  être	
  

spécifiques	
   des	
   neurones	
   alors	
   que	
  MAP4	
  est	
   présente	
   dans	
   beaucoup	
  d’autres	
   tissus	
  mais	
   exclue	
  

des	
  neurones	
  (Dehmelt	
  and	
  Halpain,	
  2004).	
  Après	
  traitement	
  au	
  Nocodazole,	
  MAP2	
  a	
  la	
  capacité	
  de	
  

reformer	
  des	
  faisceaux	
  de	
  microtubules	
  (Takemura	
  et	
  al.,	
  1995)	
  et	
  MAP4	
  stabilise	
   les	
  microtubules,	
  

parvenant	
  à	
  antagoniser	
  légèrement	
  l’effet	
  du	
  Nocodazole	
  (Nguyen	
  et	
  al.,	
  1997).	
  En	
  plus	
  de	
  favoriser	
  

le	
   «	
  bundling	
  »	
   de	
   microtubules,	
   cette	
   classe	
   de	
   MAP	
   semble,	
   par	
   sa	
   liaison	
   à	
   la	
   paroi	
   des	
  

microtubules,	
   influer	
   sur	
   l’instabilité	
   dynamique	
   des	
  microtubules	
   en	
   réduisant	
   la	
   fréquence	
   et	
   la	
  

durée	
  des	
  catastrophes.	
  Par	
  exemple	
  MAP2	
  peut	
  stopper	
  les	
  événements	
  de	
  catastrophe	
  lorsqu’elle	
  

se	
  concentre	
  dans	
  une	
  région	
  précise	
  du	
  microtubule	
  (Ichihara	
  et	
  al.,	
  2001).	
  L’activité	
  stabilisatrice	
  de	
  

cette	
  famille	
  de	
  MAP	
  passe	
  par	
  une	
  stabilisation	
  intra-­‐protofilament.	
  En	
  effet,	
  il	
  a	
  été	
  montré	
  que	
  Tau	
  

et	
  MAP2	
  interagissent	
  avec	
  deux	
  dimères	
  d’un	
  même	
  protofilament	
  (Al-­‐Bassam	
  et	
  al.,	
  2002).	
  

HURP	
   (Mars	
  chez	
   la	
  Drosophile)	
  est	
  un	
  autre	
  exemple	
  de	
  MAP	
  stabilisant	
   les	
  microtubules.	
  

Mars	
  localise	
  spécifiquement	
  sur	
  les	
  fibres	
  k	
  et	
  est	
  nécessaire	
  à	
  leur	
  formation.	
  De	
  plus,	
  les	
  fuseaux	
  

mitotiques	
  (et	
  particulièrement	
  les	
  fibres	
  k)	
  résistent	
  beaucoup	
  mieux	
  au	
  traitement	
  par	
  le	
  froid	
  en	
  

présence	
  de	
  Mars/HURP	
  (Yang	
  and	
  Fan,	
  2008).	
  Même	
  si	
  l’assemblage	
  de	
  telles	
  structures	
  n’a	
  pas	
  été	
  

confirmé	
   in	
   vivo,	
  HURP	
   semble	
   impliqué	
  dans	
   la	
   formation	
  de	
   feuillets	
   de	
   tubuline	
  qui	
   viendraient	
  

s’enrouler	
  autour	
  des	
  microtubules	
  (Santarella	
  et	
  al.,	
  2007).	
  Ceci	
  suggère	
  un	
  rôle	
  potentiel	
  de	
  HURP	
  

dans	
   l’assemblage	
   de	
   structures	
   très	
   stables	
   de	
   microtubules,	
   telles	
   que	
   les	
   faisceaux	
   de	
  

microtubules	
  ou	
  les	
  fibres	
  k.	
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Un	
   autre	
   exemple	
   de	
  MAP	
   impliquée	
   dans	
   la	
   stabilité	
   des	
  microtubules	
   est	
   TPX2.	
   Comme	
  

HURP,	
  cette	
  protéine	
  est	
   localisée	
  sur	
   les	
   fibres	
  k,	
  autant	
  chez	
   la	
  Drosophile	
  que	
  chez	
   l’Homme.	
  La	
  

surexpression	
  de	
  hTPX2	
  (humanTPX2)	
  va	
  entrainer	
  la	
  formation	
  de	
  faisceaux	
  de	
  microtubules	
  (Gruss	
  

et	
  al.,	
  2002),	
  résultat	
  confirmé	
  avec	
  D-­‐TPX2	
  (Drosophile-­‐TPX2)	
  in	
  vitro	
  (Goshima,	
  2011).	
  

Enfin,	
   le	
   γ-­‐TuRC	
   qui	
   n’est	
   pas	
   requis	
   pour	
   la	
   viabilité	
   chez	
   la	
   Drosophile,	
   se	
   lie	
   le	
   long	
   des	
  

microtubules	
   interphasiques	
  et	
   semble	
   favoriser	
   les	
  pauses	
   lors	
  d’épisodes	
  de	
  dépolymérisation	
   et	
  

promeut	
   également	
   les	
   sauvetages	
   (Bouissou	
   et	
   al.,	
   2009).	
   En	
   effet,	
   en	
   plus	
   de	
   son	
   rôle	
   dans	
   la	
  

nucléation,	
   les	
   auteurs	
   proposent	
   qu’en	
   se	
   liant	
   aux	
   microtubules,	
   le	
   γ-­‐TuRC	
   pourrait	
   réguler	
  

négativement	
   la	
  dynamique	
  globale	
  des	
  microtubules	
  en	
   limitant	
   la	
  fréquence	
  des	
  catastrophes,	
  ce	
  

qui	
   	
  stabilise	
  les	
  microtubules.	
  Très	
  récemment,	
  une	
  étude	
  a	
  montré	
  que	
  la	
  perte	
  de	
  fonction	
  du	
  γ-­‐

TuRC	
   en	
   cellules	
   S2	
   et	
   HeLA	
   augmente	
   la	
   dynamique	
   des	
   microtubules	
   astraux,	
   entrainant	
   des	
  

défauts	
  de	
  positionnement	
  du	
  fuseau.	
  Ces	
  effets	
  pourraient	
  être	
  expliqués	
  par	
  une	
  localisation	
  d’EB1	
  

plus	
   diffuse	
   et	
   la	
   présence	
   de	
   nombreux	
   ilots	
   GTP	
   dans	
   la	
   paroi	
   du	
  microtubule	
   (Bouissou	
   et	
   al.,	
  

2014).	
   A	
   l’inverse,	
   une	
   diminution	
   de	
   la	
   dynamique	
   des	
   microtubules	
   (en	
   ajoutant	
   du	
   Taxol,	
   du	
  

Nocodazole	
   ou	
   en	
   diminuant	
   la	
   quantité	
   d’EB1)	
   restaure	
   le	
   positionnement	
   du	
   fuseau	
   lorsque	
  

l’assemblage	
  du	
   γ-­‐TuRC	
   est	
   compromis.	
   Ceci	
   confirme	
   le	
   rôle	
   de	
   ce	
   complexe	
  dans	
   la	
   stabilité	
   des	
  

microtubules.	
   La	
   liaison	
   du	
   γ-­‐TuRC	
   sur	
   la	
   paroi	
   du	
   microtubule	
   affecte	
   donc	
   indirectement	
   la	
  

dynamique	
  de	
  l’extrémité	
  (+).	
  

c)	
  Les	
  -­‐TIPs	
  

Les	
   complexes	
   de	
   γ-­‐tubuline,	
   et	
   particulièrement	
   le	
   γ-­‐TuSC,	
   en	
   plus	
   de	
   leur	
   pouvoir	
   de	
  

nucléation,	
  ont	
  également	
  un	
  rôle	
  dans	
  la	
  stabilité	
  des	
  extrémités	
  (-­‐).	
  En	
  effet,	
  chez	
  la	
  levure,	
  dans	
  un	
  

contexte	
  mutant	
  mto1Δ	
   (orthologue	
  de	
   la	
  Centrosomine)	
   où	
   la	
  nucléation	
  non	
   centrosomale	
  n’est	
  

plus	
  possible,	
  Alp4/GCP2	
  est	
  toujours	
   localisé	
  aux	
  extrémités	
  (-­‐)	
  stables,	
  même	
  quand	
  les	
  protéines	
  

spécifiques	
  du	
  γ-­‐TuRC	
  sont	
  absentes	
  (Anders	
  and	
  Sawin,	
  2011).	
  

Depuis	
   très	
   récemment,	
   un	
   nouveau	
   mécanisme	
   contribuant	
   à	
   augmenter	
   la	
   stabilité	
   des	
  

microtubules	
   a	
   été	
   mis	
   à	
   jour	
  :	
   c’est	
   la	
   protection	
   des	
   extrémités	
   (-­‐)	
   contre	
   l’activité	
   de	
  

dépolymérisation	
  de	
  certaines	
  protéines.	
   La	
  Patronine	
   localise	
  au	
  niveau	
  des	
  centres	
  organisateurs	
  

des	
  microtubules	
  et	
  sa	
  perte	
  de	
  fonction	
  est	
  sauvée	
  par	
  la	
  perte	
  de	
  fonction	
  de	
  Klp10A/MCAK,	
  une	
  

kinésine	
   déstabilisatrice	
   (Goodwin	
   and	
   Vale,	
   2010).	
   Il	
   y	
   a	
   donc	
   une	
   compétition	
   entre	
   la	
  

dépolymérisation	
  et	
  la	
  protection	
  aux	
  niveaux	
  de	
  ces	
  extrémités.	
  Les	
  auteurs	
  posent	
  l’hypothèse	
  que	
  

la	
   Patronine	
   reconnaît	
   l’α-­‐tubuline	
   exposée	
   aux	
   extrémités	
   (-­‐)	
   des	
   microtubules	
   et	
   formerait	
   en	
  

quelque	
  sorte	
  une	
  cape	
  protectrice.	
  Cependant,	
  selon	
  les	
  besoins	
  de	
  la	
  cellule	
  à	
  modifier	
  son	
  réseau	
  

de	
  microtubules,	
   par	
   exemple	
   lorsqu’elle	
   doit	
   dépolymériser	
   les	
  microtubules	
   interphasiques	
   pour	
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entrer	
   en	
   mitose,	
   l’affinité	
   de	
   la	
   Patronine	
   pour	
   les	
   microtubules	
   est	
   certainement	
   modifiée	
  

(O'Rourke	
   and	
   Sharp,	
   2011).	
   Très	
   récemment,	
   il	
   a	
   été	
   montré	
   que	
   les	
   protéines	
   de	
   la	
   famille	
  

CAMSAP/Nezha/Patronin	
  peuvent	
  réguler	
  une	
  croissance	
  lente	
  et	
  intermittente	
  des	
  microtubules	
  par	
  

les	
  extrémités	
  (-­‐)	
  (Jiang	
  et	
  al.,	
  2014).	
  

Une	
  autre	
  protéine	
  ayant	
  aussi	
  pour	
  rôle	
  de	
  contrebalancer	
  l’action	
  de	
  MCAK	
  aux	
  extrémités	
  

(-­‐)	
  a	
  été	
  identifiée.	
  Elle	
  serait	
  cependant	
  restreinte	
  aux	
  fibres	
  k	
  et	
  s’appelle	
  MCRS1	
  (MiCRoSpherule	
  

protein	
   1).	
   Requise	
   pour	
   l’assemblage	
   de	
   fuseaux	
   acentrosomaux,	
   cette	
   MAP	
   est	
   régulée	
   par	
   le	
  

gradient	
  de	
  RanGTP	
  et	
  participe	
  à	
  la	
  stabilisation	
  des	
  fibres	
  k	
  (Meunier	
  and	
  Vernos,	
  2011).	
  

3	
  –	
  Les	
  protéines	
  qui	
  déstabilisent	
  les	
  microtubules	
  

Parallèlement,	
   la	
   déstabilisation	
   des	
   microtubules	
   va	
   également	
   jouer	
   un	
   rôle	
   dans	
  

l’assemblage	
   du	
   fuseau	
   et	
   particulièrement	
   dans	
   le	
   contrôle	
   de	
   la	
   taille	
   du	
   fuseau.	
   Différents	
  

paramètres	
   vont	
   favoriser	
   la	
   déstabilisation	
   des	
   microtubules	
  :	
   les	
   kinésines	
   déstabilisatrices	
   des	
  

familles	
  8	
  et	
  13,	
  les	
  enzymes	
  de	
  clivage	
  comme	
  la	
  Katanine	
  et	
  la	
  séquestration	
  des	
  dimères	
  libres	
  de	
  

tubuline.	
  

a)	
  Les	
  kinésines	
  déstabilisatrices	
  

Deux	
   familles	
   principales	
   de	
   kinésines	
   sont	
   impliquées	
   dans	
   la	
   dépolymérisation	
   des	
  

microtubules	
  :	
   les	
   kinésines	
   8	
   et	
   13.	
   Ces	
   deux	
   familles	
   de	
   kinésines	
   ont	
   des	
   rôles	
   physiologiques	
  

divers	
  de	
  part	
  leur	
  action	
  sur	
  l’organisation	
  du	
  réseau	
  de	
  microtubules,	
  autant	
  en	
  mitose	
  (au	
  niveau	
  

des	
  kinétochores,	
  des	
  pôles	
  et	
  la	
  régulation	
  des	
  microtubules	
  astraux)	
  qu’en	
  interphase	
  (formation	
  et	
  

longueur	
   des	
   cils,	
   croissance	
  monodirectionnelle	
   des	
   axones)	
   (pour	
   revue,	
   (Walczak	
   et	
   al.,	
   2013)).	
  

Alors	
   que	
   les	
   kinésines	
   13	
   diffusent	
   de	
   façon	
   bidirectionnelle	
   sur	
   le	
   microtubule	
   et	
   favorisent	
   la	
  

dépolymérisation	
  en	
  courbant	
  un	
  protofilament,	
   les	
  kinésines	
  8	
  ne	
  vont	
  agir	
  que	
  sur	
   les	
  extrémités	
  

(+)	
  en	
  supprimant	
  la	
  dynamique,	
  courbant	
  les	
  protofilaments	
  (Kif18A	
  chez	
  l’Homme)	
  ou	
  en	
  enlevant	
  

des	
  dimères	
  de	
  tubuline	
  de	
  l’extrémité	
  (Kip3	
  chez	
  la	
  levure)	
  (Walczak	
  et	
  al.,	
  2013).	
  

Plusieurs	
   études	
   en	
   extrait	
   de	
   Xénope	
   ont	
   montré	
   que	
   XKCM1/MCAK,	
   de	
   la	
   famille	
   des	
  

kinésines	
   13,	
   est	
   localisée	
   au	
   niveau	
   des	
   pôles	
   et	
   des	
   kinétochores	
   et	
   qu’elle	
   est	
   indispensable	
   à	
  

l’établissement	
   du	
   fuseau	
   bipolaire	
   (Ohi	
   et	
   al.,	
   2004;	
  Walczak	
   et	
   al.,	
   1996).	
   Sa	
   déplétion	
   entraine	
  

deux	
  principaux	
  phénotypes	
  :	
  un	
  mauvais	
  alignement	
  des	
  chromosomes	
  en	
  métaphase	
  ou	
  un	
  fuseau	
  

monoplaire	
  anormalement	
   large.	
  Au	
  niveau	
  mécanistique,	
   la	
  déplétion	
  de	
  MCAK	
  semble	
   fortement	
  

réduire	
  la	
  fréquence	
  des	
  catastrophes	
  (Walczak	
  et	
  al.,	
  1996).	
  A	
  l’inverse,	
  la	
  surexpression	
  de	
  MCAK	
  va	
  

engendrer	
   une	
   trop	
   grande	
   instabilité	
   des	
   microtubules	
   qui	
   seront	
   trop	
   courts	
   et	
   auront	
   des	
  

difficultés	
  à	
  assembler	
  un	
   fuseau.	
  Les	
  quelques	
   fuseaux	
  assemblés	
   lors	
  de	
  cette	
  surexpression	
  sont	
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considérablement	
  raccourcis,	
  de	
  façon	
  dépendante	
  du	
  niveau	
  de	
  surexpression	
  (Ohi	
  et	
  al.,	
  2007).	
  En	
  

cellules	
  PtK2,	
  la	
  déplétion	
  de	
  MCAK	
  diminue	
  également	
  le	
  nombre	
  de	
  catastrophe	
  et	
  inversement,	
  sa	
  

surexpression	
   l’augmente.	
  Ceci	
   impacte	
   l’assemblage	
  du	
  fuseau	
  lui	
  même	
  ainsi	
  que	
   la	
   longueur	
  des	
  

microtubules	
  astraux	
  (Kline-­‐Smith	
  and	
  Walczak,	
  2002).	
  La	
  déplétion	
  de	
  MCAK	
  entraine	
  également	
  un	
  

allongement	
   du	
   fuseau	
   chez	
   l’Homme	
   (Domnitz	
   et	
   al.,	
   2012)	
   comme	
   chez	
   la	
   Drosophile	
   (Klp10A,	
  

(Goshima	
  et	
  al.,	
  2005b)).	
  MCAK	
  se	
   lie	
  aux	
  microtubules	
  et	
  participe	
  à	
   la	
  dépolymérisation	
  de	
  façon	
  

ATP	
   dépendante	
   (Walczak	
   et	
   al.,	
   2013).	
   Dans	
   cette	
   même	
   famille,	
   XKIF2/Kif2A	
   partage	
   une	
  

localisation	
   similaire	
   à	
   MCAK	
   (aux	
   pôles	
   et	
   aux	
   kinétochores)	
   mais	
   est	
   incapable	
   de	
   sauver	
   la	
  

déplétion	
  de	
  MCAK	
  et	
  a	
  moins	
  d’effet	
   sur	
   la	
   longueur	
  du	
   fuseau	
  que	
   la	
  protéine	
  MCAK	
   (Ohi	
  et	
  al.,	
  

2007).	
  Un	
  dernier	
  exemple	
  de	
  cette	
  famille	
  de	
  kinésine	
  est	
  Kif2B	
  qui	
  joue,	
  de	
  concert	
  avec	
  MCAK,	
  un	
  

rôle	
   dans	
   la	
   correction	
   des	
   erreurs	
   d’attachements	
   kinétochores-­‐microtubules.	
   Kif2B	
   semble	
  

promouvoir	
   le	
   renouvellement	
   des	
   contacts	
   kinétochores-­‐microtubules	
   spécifiquement	
   en	
  

prométaphase	
  (Bakhoum	
  et	
  al.,	
  2009;	
  Manning	
  et	
  al.,	
  2010).	
  

De	
  par	
   leur	
  action	
  de	
  dépolymérisation	
   seulement	
  aux	
  extrémités	
   (+),	
   les	
  kinésines	
  8	
  n’ont	
  

pas	
   de	
   rôle	
   aux	
   niveaux	
   des	
   pôles	
   dans	
   le	
   flux	
   des	
   microtubules	
   mais	
   seulement	
   au	
   niveau	
   des	
  

intéractions	
   microtubule-­‐chromosome	
   et	
   microtubule-­‐cortex	
   cellulaire.	
   Ainsi,	
   Klp67A,	
   l’orthologue	
  

de	
   Klp18A	
   chez	
   la	
  Drosophile	
   régule	
   la	
   congression	
   et	
   la	
   longueur	
   du	
   fuseau	
   (Savoian	
   and	
  Glover,	
  

2010).	
   Chez	
   l’Homme,	
   Klp18A	
   est	
   impliquée	
   dans	
   la	
   congression	
   en	
   réduisant	
   l’oscillation	
   des	
  

chromosomes	
  en	
  prométaphase	
  (Stumpff	
  et	
  al.,	
  2008).	
  	
  

Je	
  ne	
  décrirai	
   pas	
   ces	
  phénomènes	
  mais	
   en	
  plus	
  d’être	
   impliquées	
  dans	
   le	
  positionnement	
  

des	
  chromosomes	
  et	
  les	
  corrections	
  d’erreurs	
  d’attachement	
  kinétochore-­‐microtubule,	
  ces	
  kinésines	
  

ont	
  un	
  rôle	
  dans	
  la	
  dépolymérisation	
  qui	
  survient	
  en	
  anaphase.	
  Cette	
  dépolymérisation	
  à	
  partir	
  des	
  

pôles	
   et	
   des	
   kinétochores	
   va	
   permettre	
   la	
   séparation	
   rapide	
   des	
   deux	
   lots	
   de	
   chromatides	
   sœurs	
  

(Gadde	
  and	
  Heald,	
  2004;	
  Walczak	
  et	
  al.,	
  2013).	
  

b)	
  Le	
  clivage	
  

Plusieurs	
  enzymes	
  de	
  la	
  famille	
  AAA-­‐ATPase	
  sont	
  responsables	
  du	
  clivage	
  des	
  microtubules.	
  

La	
  Katanine	
  est	
   composée	
  de	
  deux	
   sous-­‐unités,	
  p60	
  et	
  p80,	
  et	
  possède	
  une	
  activité	
  de	
  clivage	
  des	
  

microtubules	
  de	
  la	
  phase	
  M	
  en	
  extrait	
  de	
  Xénope.	
  Elle	
  est	
  concentrée	
  au	
  niveau	
  des	
  pôles	
  du	
  fuseau	
  

en	
  cellules	
  de	
  vertébrés	
  (McNally	
  and	
  Thomas,	
  1998).	
  Le	
  clivage	
  par	
  la	
  Katanine	
  va	
  donc	
  créer	
  deux	
  

nouveaux	
   microtubules	
   et	
   la	
   nouvelle	
   extrémité	
   (-­‐),	
   non	
   protégée,	
   va	
   perdre	
   en	
   stabilité	
   et	
  

dépolymériser.	
  Ceci	
  suggère	
  donc	
  un	
  rôle	
  dans	
  le	
  contrôle	
  de	
  la	
  taille	
  du	
  fuseau.	
  Il	
  a	
  été	
  montré	
  plus	
  

récemment	
  que	
  la	
  Katanine	
  pourrait	
  cibler	
  son	
  activité	
  sur	
  les	
  défauts	
  dans	
  la	
  paroi	
  des	
  microtubules	
  

(changement	
   du	
   nombre	
   de	
   protofilaments)	
   mais	
   également	
   au	
   niveau	
   des	
   extrémités	
   (+),	
   en	
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fonction	
   de	
   sa	
   concentration	
   (Diaz-­‐Valencia	
   et	
   al.,	
   2011).	
   Par	
   son	
   activité	
   aux	
   extrémités	
   (+),	
   la	
  

Katanine	
   régule	
   les	
   interactions	
   microtubules-­‐cortex	
   cellulaire,	
   jouant	
   sur	
   la	
   migration	
   cellulaire	
  

(Zhang	
  et	
  al.,	
  2011).	
  

D’autres	
  enzymes	
  de	
  clivage	
  ont	
  été	
  identifiées	
  chez	
  différentes	
  espèces	
  comme	
  la	
  Spastine	
  

et	
   la	
   Fidgetine	
   (Roll-­‐Mecak	
   and	
   McNally,	
   2010).	
   Elles	
   ont	
   la	
   caractéristique	
   commune,	
   avec	
   la	
  

Katanine,	
  d’utiliser	
   l’énergie	
  de	
   l’hydrolyse	
  de	
   l’ATP	
  pour	
  cliver	
   les	
  microtubules.	
  Chez	
   l’Homme,	
   la	
  

Fidgetine	
  partage	
  les	
  mêmes	
  fonctions	
  que	
  la	
  Katanine,	
  à	
  savoir	
  le	
  clivage	
  et	
  la	
  dépolymérisation	
  par	
  

les	
  extrémités	
   (Mukherjee	
  et	
  al.,	
  2012).	
  Cette	
  protéine	
   localise	
  également	
  aux	
  centrosomes	
  et	
  agit	
  

sur	
  sa	
  morphologie,	
  impacte	
  la	
  vitesse	
  de	
  séparation	
  des	
  chromatides	
  sœurs	
  en	
  anaphase	
  A	
  et	
  régule	
  

négativement	
  le	
  nombre	
  de	
  microtubules	
  astraux.	
  

c)	
  La	
  séquestration	
  des	
  dimères	
  de	
  tubuline	
  

Une	
  famille	
  de	
  protéines	
  codées	
  par	
  les	
  gènes	
  Stathmines	
  (4	
  chez	
  l’humain	
  et	
  un	
  seul	
  chez	
  la	
  

Drosophile	
   (Lachkar	
  et	
  al.,	
  2010))	
  est	
  responsable	
  de	
  cette	
  activité	
  de	
  séquestration.	
  En	
  1996	
  a	
  été	
  

publiée	
   la	
   première	
   étude	
   concernant	
   l’identification	
   d’OP18	
   (OncoProtein	
   18),	
   capable	
   d’interagir	
  

avec	
   les	
  dimères	
  de	
   tubuline	
  et	
  dont	
   l’activité	
  de	
  déstabilisation	
  des	
  microtubules	
   est	
   caractérisée	
  

par	
  une	
  augmentation	
  du	
  taux	
  de	
  catastrophe	
  (Belmont	
  and	
  Mitchison,	
  1996).	
  Op18	
  a	
  une	
  régulation	
  

dépendante	
   de	
   sa	
   phosphorylation	
   par	
   les	
   CDK	
   (Marklund	
   et	
   al.,	
   1996)	
   et	
   Aurora	
   B	
   (Gadea	
   and	
  

Ruderman,	
  2006).	
  Ces	
  phosphorylations,	
  qui	
  prennent	
  place	
  en	
  phase	
  M,	
  vont	
   toutes	
  deux	
   inhiber	
  

l’activité	
   d’Op18	
   et	
   favoriser	
   la	
   présence	
   d’un	
   maximum	
   de	
   tubuline	
   libre	
   pour	
   la	
   formation	
   du	
  

fuseau.	
   Le	
   rôle	
   déstabilisateur	
   indirect	
   par	
   séquestration	
   de	
   tubuline	
   est	
   maintenant	
   bien	
   établi	
  

(Cassimeris,	
  2002;	
  Steinmetz,	
  2007)	
  cependant	
  un	
  rôle	
  direct	
  a	
  récemment	
  été	
  publié	
  (Gupta	
  et	
  al.,	
  

2013).	
   La	
   Stathmine	
   serait	
   capable	
   de	
   se	
   lier	
   à	
   différentes	
   formes	
   de	
   polymères	
   de	
   tubuline,	
   et	
  

particulièrement	
  les	
  protofilaments	
  courbés	
  présents	
  aux	
  extrémités	
  en	
  croissance.	
  Ceci	
  permettrait	
  

de	
   réduire	
   la	
   coiffe	
   GTP	
   aux	
   extrémités	
   (+),	
   augmentant	
   le	
   risque	
   de	
   catastrophe,	
   et	
   de	
   rendre	
  

impossible	
  l’incorporation	
  de	
  dimère	
  aux	
  extrémités	
  (-­‐).	
  

4-­‐	
  Les	
  modifications	
  post-­‐traductionnelles	
  

Comme	
   la	
   plupart	
   des	
   protéines,	
   les	
   tubulines	
   subissent	
   des	
   modifications	
   post-­‐

traductionnelles.	
  La	
  plupart	
  de	
  ces	
  modifications	
  sont	
  réversibles	
  et	
  sont	
  susceptibles	
  de	
  modifier	
  la	
  

dynamique	
  des	
  microtubules.	
  On	
  retrouve	
  trois	
  modifications	
  majeures	
  :	
  l’acétylation	
  de	
  la	
  lysine	
  40	
  

de	
   l’α-­‐tubuline,	
   la	
  détyrosination	
  en	
  C-­‐terminal	
  de	
   l’α-­‐tubuline	
   (qui	
  peut	
  être	
  suivie	
  d’une	
  seconde	
  

protéolyse	
   de	
   l’acide	
   glutamique	
   désormais	
   en	
   C-­‐terminal	
   de	
   l’α-­‐tubuline,	
   double	
   modification	
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appelée	
  Δ2)	
  et	
  la	
  poly-­‐glutamylation	
  et	
  poly-­‐glycylation	
  de	
  la	
  queue	
  C-­‐terminale	
  des	
  α	
  et	
  β-­‐tubulines	
  

(Etienne-­‐Manneville,	
  2010;	
  Wloga	
  and	
  Gaertig,	
  2010).	
  

La	
   détyrosination	
   de	
   l’α-­‐tubuline	
   joue	
   un	
   double	
   rôle	
   pour	
   la	
   stabilité	
   des	
   microtubules.	
  

Premièrement,	
   des	
   souris	
   KO	
   pour	
   ttl	
   (Tubulin	
   Tyrosin	
   Ligase)	
   présentent	
   une	
   augmentation	
   de	
   la	
  

quantité	
   de	
  microtubules	
   assemblés	
   à	
   partir	
   tubuline	
   détyrosinée,	
   ce	
   qui	
   inhibe	
   l’action	
   de	
  MCAK	
  

(Peris	
  et	
  al.,	
  2009)	
  et	
  augmente	
  donc	
  la	
  stabilité	
  des	
  microtubules.	
  Deuxièmement,	
  la	
  détyrosination	
  

inhibe	
   la	
   liaison	
   de	
   CLIP170	
   aux	
   extrémités	
   (+)	
   ceci	
   en	
   affectant	
   le	
   recrutement	
   des	
   protéines	
  

possédant	
  un	
  domaine	
  CAP-­‐Gly	
   (Peris	
  et	
  al.,	
  2006).	
  Ainsi,	
   la	
   tubuline	
  ajoutée	
  aux	
  extrémités	
   (+)	
  est	
  

tyrosinée,	
   favorisant	
   la	
   liaison	
   avec	
   CLIP170	
   puis	
   détyrosinée,	
   ce	
   qui	
   inhibe	
   l’action	
   de	
   protéines	
  

comme	
  MCAK.	
   Ceci	
   favorise	
   donc	
   le	
   stabilité	
   des	
  microtubules,	
  mettant	
   en	
   avant	
   l’importance	
   du	
  

cycle	
   tyrosination	
   (par	
  TTL)	
  détyrosination	
   (par	
  CCP1)	
  de	
   la	
   tubuline.	
  Ainsi,	
   les	
   fibroblastes	
   issus	
  de	
  

souris	
   KO	
   pour	
   ttl	
   présentent	
   des	
   anomalies	
   de	
   morphologie	
   de	
   cellule	
   et	
   de	
   positionnement	
   du	
  

fuseau	
  (Peris	
  et	
  al.,	
  2006).	
  

Les	
   dimères	
   de	
   tubuline	
   détyrosinés	
   relâchés	
   lors	
   de	
   la	
   dépolymérisation	
   peuvent	
   être	
  

tyrosinés	
   à	
   nouveau	
   par	
   TTL.	
   Cependant,	
   l’α-­‐tubuline	
   détyrosinée	
   du	
   microtubule	
   peut	
   subir	
   une	
  

nouvelle	
  protéolyse	
  en	
  C-­‐terminal	
  de	
  l’acide	
  glutamique.	
  Cette	
  modification	
  post-­‐traductionnelle	
  est	
  

appelée	
  Δ2	
  et	
  cette	
   tubuline,	
  une	
   fois	
   relâchée	
  ne	
  peut	
  être	
   tyrosinée,	
  ce	
  qui	
   limite	
   la	
  quantité	
  de	
  

tubuline	
  subissant	
  le	
  recyclage	
  (Lafanechere	
  and	
  Job,	
  2000).	
  

Alors	
   que	
   la	
   glycylation	
   est	
   principalement	
   limitée	
   à	
   la	
   tubuline	
   incorporée	
   dans	
   les	
  

axonèmes	
   (flagelles	
   et	
   cils)	
   la	
   glutamylation	
   est	
   présente	
   dans	
   les	
   axonèmes,	
   les	
   centrioles	
   et	
   le	
  

fuseau	
  mitotique	
  (Hammond	
  et	
  al.,	
  2008).	
  La	
  poly-­‐glutamylation	
  semble	
  avoir	
  des	
  effets	
  inverses	
  sur	
  

les	
   microtubules,	
   recrutant	
   à	
   tour	
   de	
   rôle	
   des	
   MAPs	
   stabilisatrices	
   comme	
   MAP2	
   et	
   Tau	
   ou	
   des	
  

enzymes	
  de	
  clivage	
  (Wloga	
  and	
  Gaertig,	
  2010).	
  

Ces	
  deux	
  types	
  de	
  modifications	
  post-­‐traductionnelles	
  étant	
  sur	
  la	
  queue	
  C-­‐terminale	
  des	
  α-­‐	
  

et/ou	
   β-­‐tubulines,	
   elles	
   se	
   retrouvent	
   donc	
   sur	
   la	
   paroi	
   extérieure	
   du	
   microtubule.	
   Ceci	
   explique	
  

l’effet	
  qu’elles	
  peuvent	
  avoir	
  sur	
  la	
  liaison	
  ou	
  non	
  de	
  MAPs,	
  à	
  l’inverse	
  de	
  l’acétylation	
  de	
  la	
  lysine	
  40	
  

de	
  l’α-­‐tubuline	
  qui	
  se	
  trouve	
  dans	
  la	
  lumière	
  du	
  microtubule.	
  Le	
  rôle	
  de	
  cette	
  dernière	
  modification	
  

post-­‐traductionnelle	
   dans	
   la	
   dynamique	
   des	
   microtubules	
   est	
   moins	
   clair	
  :	
   n’affectant	
   ni	
   la	
  

distribution	
  des	
  protofilaments,	
  ni	
  les	
  paramètres	
  hélicoïdaux	
  des	
  microtubules	
  (Howes	
  et	
  al.,	
  2014),	
  

et	
   probablement	
   peu	
   la	
   liaison	
   de	
   la	
   plupart	
   de	
   MAPs	
   (qui	
   se	
   lient	
   sur	
   la	
   paroi	
   externe	
   des	
  

microtubules),	
   l’acétylation	
   de	
   la	
   tubuline	
   est	
   associée	
   aux	
   cils,	
   une	
   structure	
   de	
   microtubules	
  

particulièrement	
  stable.	
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5	
  –	
  Les	
  moteurs	
  

En	
   plus	
   de	
   ces	
   facteurs	
   qui	
   stabilisent	
   ou	
   déstabilisent	
   les	
  microtubules,	
   des	
  moteurs	
   sont	
  

nécessaires	
   à	
   l’organisation	
   de	
   ces	
   microtubules	
   en	
   un	
   fuseau	
   bipolaire	
  ;	
   ceci	
   en	
   jouant	
   sur	
  

différentes	
  étapes	
  :	
  la	
  séparation	
  des	
  centrosomes,	
  la	
  bipolarité,	
  l’intégrité	
  des	
  pôles	
  du	
  fuseau	
  et	
  la	
  

congression	
  des	
  chromosomes.	
  

a)	
  La	
  séparation	
  des	
  centrosomes	
  et	
  l’établissement	
  de	
  la	
  bipolarité	
  

Deux	
  moteurs	
  majeurs	
  sont	
  impliqués	
  dans	
  la	
  séparation	
  des	
  centrosomes	
  :	
  la	
  kinésine-­‐5	
  Eg5	
  

(Klp61F	
  chez	
  la	
  Drosophile)	
  et	
  la	
  Dynéine.	
  

Au	
  niveau	
  mécanistique,	
  Eg5	
  est	
  un	
  homotétramère	
  (Cole	
  et	
  al.,	
  1994)	
  ayant	
  pour	
  fonction	
  le	
  

«	
  cross-­‐link	
  »	
   entre	
  microtubules	
   et	
   le	
   déplacement	
   vers	
   les	
   extrémités	
   (+)	
   (Kapitein	
   et	
   al.,	
   2005).	
  

Lorsque	
  les	
  microtubules	
  pontés	
  par	
  Eg5	
  sont	
  antiparallèles,	
   la	
  fonction	
  motrice	
  vers	
   les	
  extrémités	
  

(+)	
  va	
  permettre	
  d’écarter	
  au	
  maximum	
  les	
  extrémités	
  (-­‐)	
   l’une	
  de	
   l’autre.	
  Ceci	
  va	
  donc	
  favoriser	
   la	
  

séparation	
  des	
  centrosomes	
  en	
  les	
  écartant	
  l’un	
  de	
  l’autre	
  (figure	
  8),	
  mais	
  également	
  la	
  bipolarité	
  du	
  

fuseau	
  (décrit	
  plus	
  loin).	
  Ainsi	
  chez	
  de	
  nombreuses	
  espèces,	
  la	
  déplétion	
  d’Eg5	
  ou	
  le	
  traitement	
  par	
  le	
  

Monastrol	
   (une	
   drogue	
   inhibitrice	
   d’Eg5)	
   entraine	
   la	
   formation	
   de	
   fuseaux	
   monopolaires	
   du	
   fait	
  

d’une	
  séparation	
   incomplète	
  des	
  centrosomes	
  (Blangy	
  et	
  al.,	
  1995;	
  Heck	
  et	
  al.,	
  1993;	
  Kapoor	
  et	
  al.,	
  

2000;	
   Tanenbaum	
   et	
   al.,	
   2008).	
   Cependant,	
   chez	
   l’embryon	
   de	
   Drosophile,	
   il	
   a	
   été	
   montré	
   que	
  

l’injection	
   d’anticorps	
   bloquants	
   contre	
   Klp61F	
   (orthologue	
   d’Eg5)	
   n’altère	
   pas	
   la	
   séparation	
   des	
  

centrosomes	
  en	
  prophase	
  mais	
   fait	
   s’effondrer	
   le	
   fuseau	
  avant	
   la	
  métaphase	
   (Sharp	
  et	
  al.,	
  1999b).	
  

Malgré	
  un	
  rôle	
  incontestable	
  dans	
  la	
  séparation	
  des	
  centrosomes	
  dans	
  la	
  plupart	
  des	
  modèles,	
  cette	
  

kinésine	
   ne	
   semble	
   pas	
   être	
   seule	
   à	
   assurer	
   cette	
   fonction.	
   Ainsi	
   le	
   phénotype	
   dû	
   à	
   la	
   perte	
   de	
  

fonction	
  d’Eg5	
  est	
  restauré	
  par	
  la	
  perte	
  de	
  la	
  Dynéine,	
  Lis1	
  et	
  CLIP170	
  (Tanenbaum	
  et	
  al.,	
  2008).	
  D’un	
  

point	
  de	
  vue	
  fonctionnel,	
  HSET/NCD	
  (NonClaret	
  Disjonctional)	
  semblent	
  avoir	
  un	
  effet	
  opposé	
  à	
  celui	
  

d’Eg5	
   dans	
   la	
   formation	
   d’asters	
   acentrosomaux,	
   la	
   double	
   déplétion	
   entrainant	
   des	
   asters	
  

comparables	
  au	
  contrôle	
  (Mountain	
  et	
  al.,	
  1999).	
  Mais	
  la	
  déplétion	
  d’HSET	
  ne	
  semble	
  pas	
  restaurer	
  

les	
  défauts	
  de	
  séparation	
  des	
  centrosomes	
  causés	
  par	
  la	
  perte	
  de	
  fonction	
  d’Eg5,	
  malgré	
  ce	
  qui	
  a	
  été	
  

publié	
  par	
  Sharp	
  et	
  collaborateurs	
  (Sharp	
  et	
  al.,	
  2000).	
  

Une	
   autre	
   kinésine	
   appelée	
   Kif15/Xklp2,	
   de	
   la	
   famille	
   des	
   kinésines-­‐12,	
   semble	
   partager	
   la	
  

fonction	
   de	
   maintien	
   de	
   la	
   bipolarité	
   avec	
   Eg5	
   (Dumont,	
   2012).	
   Malgré	
   une	
   étude	
   montrant	
   le	
  

contraire	
  (Boleti	
  et	
  al.,	
  1996),	
  la	
  délétion	
  de	
  cette	
  protéine	
  ne	
  semble	
  pas	
  affecter	
  la	
  séparation	
  des	
  

centrosomes	
  (Tanenbaum	
  et	
  al.,	
  2009;	
  Zhu	
  et	
  al.,	
  2005).	
  Sa	
  surexpression	
  peut	
  cependant	
  restaurer	
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la	
   bipolarité	
   dans	
   le	
   cas	
   d’une	
   perte	
   de	
   fonction	
   d’Eg5,	
   mais	
   pas	
   la	
   séparation	
   des	
   centrosomes	
  

((Tanenbaum	
  et	
  al.,	
  2009);	
  détaillé	
  dans	
  la	
  partie	
  suivante).	
  

Le	
   dernier	
   acteur	
   majeur	
   de	
   la	
   séparation	
   des	
   centrosomes	
   est	
   le	
   moteur	
   dirigé	
   vers	
   les	
  

extrémités	
   (-­‐)	
   qui	
   est	
   la	
   Dynéine.	
   Plusieurs	
   études	
   ont	
   souligné	
   le	
   rôle	
   de	
   la	
   Dynéine	
   dans	
   la	
  

séparation	
  des	
  centrosomes,	
  chez	
  l’embryon	
  de	
  Drosophile	
  (Robinson	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Sharp	
  et	
  al.,	
  2000)	
  

et	
   l’embryon	
   précoce	
   de	
  C.	
   elegans	
   (Gonczy	
   et	
   al.,	
   1999).	
   Chez	
   la	
   Drosophile,	
   l’étude	
   d’embryons	
  

mutants	
  pour	
  dhc64C	
   	
  (gène	
  codant	
  pour	
  la	
  chaine	
  lourde	
  de	
  la	
  Dynéine)	
  a	
  révélé	
  que	
  ce	
  complexe	
  

est	
   requis	
   pour	
   l’attachement	
   et	
   la	
   migration	
   des	
   centrosomes	
   le	
   long	
   de	
   l’enveloppe	
   nucléaire	
  

(Robinson	
  et	
  al.,	
   1999),	
  en	
   synergie	
  avec	
  Klp61F/Eg5	
   (Sharp	
  et	
  al.,	
   2000).	
  Klp61F	
  et	
   la	
  Dynéine	
  ont	
  

cependant	
  des	
   forces	
  qui	
  s’opposent	
  car	
   la	
  double	
  déplétion	
  restaure	
  un	
  phénotype	
  sauvage.	
  Chez	
  

l’embryon	
   de	
   précoce	
   de	
   C.	
   elegans,	
   de	
   nombreux	
   phénotypes	
   découlent	
   de	
   la	
   déplétion	
   de	
  

différentes	
  sous-­‐unités	
  du	
  complexe	
  Dynéine/Dynactine,	
  dont	
  le	
  défaut	
  de	
  migration	
  du	
  pronucleus	
  

mâle,	
   le	
   défaut	
   de	
   séparation	
   des	
   centrosomes,	
   le	
   détachement	
   des	
   centrosomes	
   de	
   l’enveloppe	
  

nucléaire	
   et	
   des	
   défauts	
   d’orientation	
   de	
   fuseau	
   (Gonczy	
   et	
   al.,	
   1999).	
   Grâce	
   à	
   ses	
   études,	
   deux	
  

modèles	
   probablement	
   non-­‐exclusifs	
   ont	
   été	
   avancés	
  :	
   d’après	
   Sharp,	
   la	
   Dynéine	
   permettrait,	
   par	
  

l’ancrage	
   au	
   cortex	
   des	
  microtubules	
   et	
   son	
   activité	
  motrice	
   vers	
   les	
   extrémités	
   (-­‐)	
   (donc	
   vers	
   les	
  

centrosomes),	
   de	
   séparer	
   à	
   l’aide	
   d’Eg5	
   les	
   deux	
   centrosomes.	
   Gönczy	
   propose	
   un	
   modèle	
   selon	
  

lequel	
   la	
   Dynéine	
   est	
   ancrée	
   à	
   l’enveloppe	
   nucléaire	
   et,	
   grâce	
   à	
   son	
   activité	
   processive	
   vers	
   les	
  

extrémités	
  (-­‐),	
  tire	
  les	
  centrosomes	
  de	
  part	
  et	
  d’autre	
  du	
  noyau	
  (figure	
  8).	
  	
  

Cependant,	
   quelque	
   soit	
   le	
   modèle,	
   des	
   zones	
   d’ombres	
   perdurent	
   toujours	
  :	
   les	
  

microtubules	
  émanant	
  des	
  deux	
  centrosomes	
  dans	
  toutes	
  les	
  directions,	
  dans	
  le	
  cas	
  de	
  cellules	
  non	
  

polarisées,	
   des	
   interactions	
   aléatoires	
   avec	
   les	
   Dynéines	
   (au	
   cortex	
   ou	
   sur	
   l’enveloppe	
   nucléaire)	
  

résulteraient	
  en	
  des	
  forces	
  de	
  traction	
  et	
  poussée	
  qui	
  s’annulent,	
  ne	
  favorisant	
  en	
  rien	
  la	
  séparation	
  

des	
  centrosomes.	
  

Suite	
   à	
   une	
   étude	
  montrant	
   que	
   les	
  microtubules	
   rencontrant	
   des	
   obstacles	
   pendant	
   une	
  

phase	
  de	
  croissance	
  vont	
  entrer	
  plus	
  vite	
  en	
  catastrophe	
  (Janson	
  et	
  al.,	
  2003),	
  une	
  explication	
  a	
  été	
  

avancée,	
  suggérant	
  que	
  les	
  microtubules	
  nucléés	
  à	
  partir	
  des	
  centrosomes	
  qui	
  entreraient	
  en	
  contact	
  

subiraient	
  des	
  événements	
  des	
  catastrophe.	
  Ce	
  phénomène	
  briserait	
   la	
  symétrie	
  de	
  nucléation	
  des	
  

microtubules	
   par	
   les	
   centrosomes,	
   favorisant	
   des	
   forces	
   de	
   traction	
   opposées	
   pour	
   chaque	
  

centrosome	
  (Tanenbaum	
  and	
  Medema,	
  2010).	
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Figure	
   8	
  :	
   Les	
   moteurs	
   moléculaires	
   et	
   la	
   séparation	
   des	
   centrosomes	
   à	
   l’entrée	
   de	
   la	
  
mitose.	
  

Deux	
  moteurs	
  moléculaires	
  sont	
   impliqués	
  dans	
   la	
  séparation	
  des	
  centrosomes	
  :	
   la	
  Dynéine	
  (rouge)	
  
et	
   Eg5/Klp61F	
   (bleu).	
   La	
   Dynéine	
   a	
   une	
   activité	
   motrice	
   dirigée	
   vers	
   les	
   extrémités	
   (-­‐)	
   (flèches	
  
rouges).	
  Ainsi,	
  en	
   liant	
  de	
   façon	
  stable	
   les	
  membranes	
  cellulaire	
  et	
  nucléaire	
  par	
   l’intermédiaire	
  de	
  
protéines	
  d’ancrage	
  (jaune),	
  elle	
  va	
  pouvoir,	
  grâce	
  à	
  son	
  activité	
  motrice,	
  tirer	
  vers	
  elle	
  les	
  extrémités	
  
(-­‐)	
   et	
  donc	
   séparer	
   les	
   centrosomes	
   (flèches	
  grises).	
   Eg5/Klp61F	
  est	
  un	
  homotétramère	
   capable	
  de	
  
lier	
  entre	
  eux	
  des	
  microtubules.	
  Ce	
  moteur	
  moléculaire	
  possède	
  une	
  activité	
  motrice	
  dirigée	
  vers	
  les	
  
extrémités	
  (+)	
   (flèches	
  bleues).	
  Dans	
   le	
  cas	
  de	
  microtubules	
  antiparallèles,	
  comme	
  c’est	
   le	
  cas	
  pour	
  
des	
   microtubules	
   entre	
   deux	
   centrosomes,	
   sa	
   mobilité	
   vers	
   les	
   extrémité	
   (+)	
   va	
   avoir	
   pour	
   effet	
  
d’éloigner	
   les	
   extrémités	
   (-­‐)	
   l’une	
   de	
   l’autre.	
   Ceci	
   va	
   également	
   favoriser	
   la	
   séparation	
   des	
  
centrosomes	
  (flèches	
  grises).	
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b)	
  Le	
  maintien	
  de	
  la	
  bipolarité	
  

Une	
   fois	
   les	
   centrosomes	
   correctement	
   séparés	
   et	
   donc	
   la	
   bipolarité	
   établie	
   en	
   prophase,	
  

l’assemblage	
   du	
   fuseau	
   en	
   lui-­‐même	
   commence	
   et	
   la	
   bipolarité	
   installée	
   ultérieurement	
   doit	
   être	
  

maintenue	
  tout	
  au	
  long	
  de	
  la	
  mitose.	
  

En	
  faisant	
  glisser	
  les	
  microtubules	
  antiparallèles	
  les	
  uns	
  contre	
  les	
  autres	
  grâce	
  à	
  son	
  activité	
  

motrice	
  vers	
   les	
  extrémités	
  (+)	
  (Kapitein	
  et	
  al.,	
  2005),	
  Eg5	
  participe	
  à	
   la	
  robustesse	
  du	
  fuseau	
  et	
  au	
  

maintien	
   de	
   sa	
   bipolarité.	
   De	
   plus,	
   comme	
   expliqué	
   précédemment,	
   l’ajout	
   d’anticorps	
   bloquants	
  

contre	
  Klp61F	
  dans	
  l’embryon	
  de	
  Drosophile	
  ne	
  cause	
  pas	
  de	
  défaut	
  de	
  séparation	
  des	
  centrosomes	
  

en	
  prophase	
  mais	
   les	
  fuseaux	
  s’effondrent	
  et	
  deviennent	
  monopolaires	
  en	
  prométaphase	
  (Sharp	
  et	
  

al.,	
   1999b).	
   Enfin,	
   par	
   modélisation	
   informatique	
   de	
   l’organisation	
   du	
   fuseau	
   méiotique	
  

(acentrosomal)	
   du	
   Xénope,	
   Eg5	
   semble	
   faire	
   partie	
   du	
  minimum	
   requis	
   pour	
   assembler	
   un	
   fuseau	
  

bipolaire	
  (Loughlin	
  et	
  al.,	
  2010).	
  

Cependant,	
   dans	
   de	
   nombreux	
   autres	
  modèles	
   dont	
   les	
  mammifères,	
   Eg5	
   ne	
   semble	
   être	
  

impliqué	
  que	
  dans	
   la	
  séparation	
  des	
  centrosomes	
  et	
  non	
  dans	
   le	
  maintien	
  de	
   la	
  bipolarité	
  (Kollu	
  et	
  

al.,	
   2009).	
   Ceci	
   suggère	
   donc	
   l’implication	
   d’une	
   autre	
   protéine.	
   Malgré	
   une	
   étude	
   montrant	
  

clairement	
   l’implication	
   de	
   Xklp2	
   dans	
   la	
   séparation	
   des	
   centrosomes	
   et	
   la	
   bipolarité	
   du	
   fuseau	
  

(Boleti	
  et	
  al.,	
  1996),	
  plusieurs	
  études	
  dans	
  les	
  années	
  qui	
  ont	
  suivi	
  semblent	
  très	
  mitigées	
  sur	
  le	
  rôle	
  

de	
   cette	
   kinésine.	
   Du	
   point	
   de	
   vue	
  mécanistique,	
   Xklp2	
   nécessite	
   TPX2	
   pour	
   sa	
   localisation	
   sur	
   le	
  

fuseau	
  et	
  particulièrement	
  aux	
  pôles.	
  Cependant	
  sa	
  déplétion	
  ne	
  semble	
  pas	
  affecter	
  la	
  bipolarité	
  du	
  

fuseau	
  (Wittmann	
  et	
  al.,	
  2000).	
  En	
  1998,	
  une	
  étude	
  avait	
  déjà	
  montré	
  que	
  Xklp2	
  	
  n’a	
  que	
  peu	
  d’effet	
  

sur	
  la	
  bipolarité	
  de	
  fuseau	
  méiotique	
  chez	
  le	
  Xénope,	
  n’affectant	
  que	
  faiblement	
  l’intégrité	
  des	
  pôles	
  

du	
  fuseau	
  (Walczak	
  et	
  al.,	
  1998).	
  Ce	
  n’est	
  que	
  plus	
  tard	
  que	
  le	
  rôle	
  de	
  cette	
  kinésine	
  s’éclaircit.	
  Lors	
  

de	
  la	
  méiose	
  femelle	
  chez	
  C.	
  elegans,	
  la	
  déplétion	
  de	
  KLP-­‐18,	
  l’orthologue	
  de	
  Xklp2,	
  mène	
  à	
  un	
  sévère	
  

défaut	
   d’assemblage	
   du	
   fuseau	
   (Segbert	
   et	
   al.,	
   2003).	
   Ce	
   défaut	
   n’apparaît	
   plus	
   en	
   mitose.	
   Chez	
  

l’humain,	
  la	
  déplétion	
  de	
  Hklp2/Kif15	
  seule	
  ne	
  révèle	
  pas	
  de	
  phénotype	
  mais	
  renforce	
  le	
  phénotype	
  

observé	
   après	
   traitement	
   des	
   cellules	
   au	
   Monastrol	
   (Vanneste	
   et	
   al.,	
   2009).	
   Une	
   autre	
   étude	
  

confirme	
  ce	
   rôle	
  pour	
  Kif15	
  dans	
   le	
  cas	
  d’une	
  sensibilisation	
  par	
  une	
  autre	
  drogue	
   inhibitrice	
  de	
   la	
  

kinésine-­‐5	
  :	
   la	
  STLC	
  (S-­‐Trityl-­‐L-­‐Cystéine)	
  (Tanenbaum	
  et	
  al.,	
  2009).	
  Cette	
  kinésine	
  semble	
  donc	
  avoir	
  

un	
  rôle	
   redondant	
  avec	
  Eg5,	
  sa	
  déplétion	
  n’entrainant	
  un	
  phénotype	
  que	
  dans	
  un	
  contexte	
  où	
  Eg5	
  

est	
   partiellement	
   inhibé.	
   Enfin,	
   lorsque	
   la	
   dynamique	
  des	
  microtubule	
   est	
   altérée	
   par	
  ARNi	
   contre	
  

TOGp/XMAP215	
   ou	
   traitement	
   au	
   Nocodazole	
   et	
   qu’Eg5	
   est	
   inhibé,	
   Hklp2/Kif15	
   est	
   capable	
   de	
  

restaurer	
  l’assemblage	
  d’un	
  fuseau	
  bipolaire	
  (Dumont,	
  2012;	
  Florian	
  and	
  Mayer,	
  2011).	
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Enfin,	
  il	
  faut	
  noter	
  le	
  cas	
  particulier	
  de	
  la	
  Drosophile	
  qui	
  n’a	
  pas	
  d’orthologue	
  de	
  Xklp2/Kif15.	
  

Ceci	
  expliquerait	
  pourquoi	
  la	
  déplétion	
  de	
  Klp61F	
  induit	
  principalement	
  des	
  défauts	
  de	
  maintien	
  de	
  la	
  

bipolarité.	
  	
  

c)	
  L’intégrité	
  des	
  pôles	
  	
  

L’intégrité	
   des	
   pôles	
   est	
   médiée	
   par	
   des	
   moteurs	
   dirigés	
   vers	
   les	
   extrémités	
   (-­‐)	
   des	
  

microtubules	
  :	
   les	
   deux	
   principaux	
   représentants	
   sont	
   la	
   Dynéine	
   et	
   les	
   kinésines-­‐14	
  

NCD/HSET/XCTK2.	
  

En	
  plus	
  de	
  son	
  rôle	
  dans	
  la	
  séparation	
  des	
  centrosomes	
  détaillé	
  plus	
  haut,	
  la	
  Dynéine	
  permet	
  

également	
   le	
   regroupement	
   des	
   extrémités	
   (-­‐)	
   au	
   niveau	
   des	
   pôles.	
   Dans	
   le	
   cas	
   d’un	
   fuseau	
  

acentrosomal,	
   la	
  perte	
  de	
  fonction	
  de	
   la	
  Dynéine	
  entraine	
  une	
  perte	
  de	
   l’intégrité	
  des	
  pôles	
  qui	
  ne	
  

sont	
  plus	
  du	
  tout	
  focalisés	
  (Heald	
  et	
  al.,	
  1996;	
  Merdes	
  et	
  al.,	
  2000).	
  Grâce	
  à	
  son	
  activité	
  motrice	
  vers	
  

les	
  extrémités	
  (-­‐)	
  la	
  Dynéine	
  permet	
  l’accumulation	
  au	
  pôle	
  de	
  la	
  protéine	
  NuMA	
  (figure	
  9).	
  En	
  effet	
  

la	
   déplétion	
   de	
   la	
   Dynéine	
   délocalise	
   NuMA	
   des	
   pôles	
   et	
   la	
   délétion	
   de	
   NuMA	
   induit	
   le	
   même	
  

phénotype	
  de	
  perte	
  d’intégrité	
  des	
  pôles	
  que	
  la	
  délétion	
  de	
  la	
  Dynéine	
  ou	
  Dynactine	
  (Merdes	
  et	
  al.,	
  

2000).	
  Le	
  complexe	
  DDC	
  (Dynein	
  Dynactin	
  Complex)	
  agit	
  donc	
  de	
  concert	
  avec	
  NuMA	
  pour	
  maintenir	
  

l’intégrité	
   des	
   pôles.	
   En	
   présence	
   de	
   centrosomes,	
   la	
   perte	
   de	
   fonction	
   de	
   la	
  Dynéine	
   entraine	
   un	
  

décrochement	
   des	
   centrosomes	
   des	
   pôles	
   du	
   fuseau	
   (Goshima	
   et	
   al.,	
   2005a;	
   Morales-­‐Mulia	
   and	
  

Scholey,	
  2005;	
  Romé	
  et	
  al.,	
   2010)	
  en	
  plus	
  du	
  défaut	
  de	
   regroupement	
  des	
  microtubules	
  au	
  niveau	
  

des	
  pôles.	
  Morales-­‐Mulia	
  &	
  Scholey	
  montrent	
  dans	
  cette	
  étude	
  que	
  la	
  déplétion	
  de	
  la	
  Dynéine	
  influe	
  

également	
   sur	
   la	
   localisation	
   d’Asp/ASPM	
   et	
   Klp10A/MCAK	
   et	
   permet	
   d’expliquer	
   le	
   phénotype	
  

observé	
   sur	
   l’organisation	
   des	
   pôles,	
   mais	
   également	
   sur	
   le	
   contrôle	
   de	
   la	
   longueur	
   du	
   fuseau	
  

respectivement.	
  De	
  même,	
  en	
  extrait	
  de	
  Xénope,	
  la	
  Dynéine	
  et	
  NuMA	
  régulent	
  la	
  longueur	
  du	
  fuseau	
  

et	
  le	
  flux	
  vers	
  les	
  pôles	
  en	
  maintenant	
  Kif2a	
  (et	
  non	
  MCAK)	
  aux	
  pôles	
  (Gaetz	
  and	
  Kapoor,	
  2004).	
  Enfin	
  

la	
  Dynéine	
  serait	
  impliquée	
  dans	
  la	
  localisation	
  en	
  dehors	
  de	
  la	
  partie	
  centrale	
  du	
  fuseau	
  du	
  moteur	
  

Eg5,	
   qui	
   pourrait	
   également	
   contribuer	
   au	
   «	
  cross-­‐link	
  »	
   de	
   microtubules	
   parallèles	
   (Uteng	
   et	
   al.,	
  

2008).	
  Ceci	
  explique	
  la	
   localisation	
  d’Eg5	
  aux	
  pôles	
  (Sharp	
  et	
  al.,	
  1999a)	
  et	
  son	
  rôle	
  dans	
  les	
  flux	
  de	
  

microtubules	
  en	
  direction	
  des	
  pôles	
  (Miyamoto	
  et	
  al.,	
  2004)	
  qui	
  correspond	
  en	
  fait	
  à	
  la	
  balance	
  entre	
  

extrémités	
  (+)	
  en	
  croissance	
  et	
  extrémités	
  (-­‐)	
  en	
  dépolymérisation	
  aux	
  pôles.	
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Figure	
  9	
  :	
  Les	
  moteurs	
  moléculaires	
  et	
  l’intégrité	
  des	
  pôles	
  du	
  fuseau.	
  

Deux	
  moteurs	
  moléculaires	
  majeurs	
  sont	
  impliqués	
  dans	
  l’intégrité	
  des	
  pôles	
  du	
  fuseau	
  :	
  HSET/NCD	
  
(jaune)	
  et	
  la	
  Dynéine	
  (rouge).	
  Ces	
  moteurs	
  ont	
  tous	
  les	
  deux	
  une	
  activité	
  motrice	
  vers	
  les	
  extrémités	
  
(-­‐)	
   (flèches	
   jaunes	
   pour	
   NCD	
   et	
   rouges	
   pour	
   Dynéine)	
   mais	
   des	
   fonctions	
   non	
   redondantes.	
   Une	
  
fraction	
  de	
  HSET/NCD	
  semble	
  impliqué	
  dans	
  le	
  «	
  cross	
  link	
  »	
  entre	
  fibres	
  k	
  et	
  une	
  autre	
  fraction	
  serait	
  
active	
  dans	
  le	
  transport	
  des	
  fibres	
  k	
  vers	
  les	
  extrémités	
  (-­‐)	
  (flèches	
  jaunes).	
  La	
  Dynéine	
  partage	
  avec	
  
NCD	
  la	
  fonction	
  de	
  transport	
  des	
  fibres	
  k	
  vers	
  les	
  extrémités	
  (-­‐)	
  (flèches	
  rouges)	
  mais	
  est	
  également	
  
impliquée	
  dans	
   l’accumulation	
  aux	
  pôles	
  de	
  protéines	
  comme	
  NuMA	
  et	
  ASPM	
  (orange),	
   impliquées	
  
dans	
  l’organisation	
  et	
  l’intégrité	
  des	
  pôles.	
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L’autre	
  protéine	
  majeure	
  dans	
  l’organisation	
  des	
  pôles	
  du	
  fuseau	
  est	
  la	
  kinésine-­‐14	
  NCD.	
  Du	
  

point	
   de	
   vue	
   du	
   phénotype	
   de	
   déplétion,	
   elle	
   semble	
   partager	
   avec	
   la	
   Dynéine	
   l’organisation	
   des	
  

pôles	
  (Endow	
  et	
  al.,	
  1994)	
  (figure	
  9).	
  Cependant,	
   la	
  Dynéine	
  et	
  NCD	
  ne	
  sont	
  pas	
  redondantes	
  et	
   les	
  

phénotypes	
  sont	
  légèrement	
  différents	
  :	
  la	
  déplétion	
  de	
  la	
  Dynéine	
  n’affecte	
  que	
  les	
  pôles	
  alors	
  que	
  

la	
   déplétion	
   de	
  NCD	
   transforme	
   le	
   fuseau	
   en	
   une	
  multitude	
   de	
   petits	
   fuseaux	
   (Morales-­‐Mulia	
   and	
  

Scholey,	
  2005).	
  Cette	
  étude	
  montre	
  donc	
  la	
  complémentarité	
  de	
  ces	
  deux	
  moteurs	
  et	
  leur	
  implication	
  

dans	
  deux	
  voies	
  d’organisation	
  des	
  pôles	
  différentes.	
  En	
  co-­‐déplétant	
  ces	
  deux	
  moteurs,	
  les	
  défauts	
  

d’organisation	
   du	
   fuseau	
   sont	
   encore	
   plus	
   sévères	
   (Goshima	
   et	
   al.,	
   2005a).	
   Dans	
   cette	
   étude,	
   les	
  

auteurs	
  montrent	
  également	
  que	
  NCD	
  est	
   capable	
  de	
  marquer	
   l’extrémité	
   (+)	
  des	
  microtubules	
  de	
  

façon	
  EB1-­‐dépendante.	
  Ils	
  dressent	
  donc	
  un	
  modèle	
  selon	
  lequel	
  une	
  fraction	
  de	
  NCD	
  va	
  être	
  capable	
  

de	
   faire	
   le	
   «	
  cross-­‐link	
  »	
   entre	
   les	
   fibres	
   k	
   alors	
   qu’une	
   seconde	
   fraction	
   de	
   NCD,	
   localisée	
   aux	
  

extrémités	
   (+)	
   des	
  microtubules	
   nucléés	
   par	
   le	
   centrosome,	
   va	
   entrer	
   en	
   contact	
   avec	
   les	
   fibres	
   k	
  

grâce	
  au	
  phénomène	
  de	
  «	
  recherche	
  et	
  capture	
  »	
  et	
  les	
  transporter	
  vers	
  les	
  centrosomes.	
  D’après	
  ce	
  

modèle,	
   la	
   Dynéine	
   va	
   seulement	
   permettre	
   le	
   transport	
   des	
   fibres	
   k	
   vers	
   les	
   extrémités	
   (-­‐)	
   des	
  

microtubules	
  émanant	
  du	
  centrosome,	
  et	
  donc	
  l’ancrage	
  de	
  ce	
  centrosome	
  au	
  pôle	
  (figure	
  9).	
  

Enfin,	
   la	
  Dynéine	
   est	
   impliquée	
  dans	
   l’ancrage	
   des	
  microtubules	
   astraux	
   au	
   cortex	
   et	
   donc	
  

dans	
  le	
  positionnement	
  du	
  fuseau.	
  Ceci	
  va	
  avoir	
  un	
  rôle	
  primordial	
  dans	
  l’orientation	
  du	
  fuseau	
  lors	
  

des	
  divisions	
  asymétriques	
  ((Kardon	
  and	
  Vale,	
  2009)	
  ;	
  détaillé	
  plus	
  loin).	
  

d)	
  La	
  congression	
  par	
  les	
  chromokinésines	
  

Jusqu’à	
  présent,	
  deux	
   familles	
  de	
  kinésines	
  ont	
  été	
   identifiées	
   comme	
   liant	
  non	
   seulement	
  

les	
  microtubules	
  mais	
  aussi	
  les	
  chromosomes.	
  Ce	
  sont	
  les	
  kinésines	
  des	
  familles	
  4	
  et	
  10,	
  responsables	
  

du	
  phénomène	
  appelé	
  la	
  «	
  force	
  d’éjection	
  polaire	
  ».	
  Les	
  protéines	
  Xklp1	
  et	
  Xkid	
  (des	
  familles	
  4	
  et	
  10	
  

respectivement)	
  ont	
  une	
  mobilité	
  dirigée	
  vers	
  les	
  extrémités	
  (+)	
  et	
  ont	
  pour	
  rôle	
  de	
  pousser	
  les	
  bras	
  

des	
  chromosomes	
  au	
  plus	
  loin	
  possible	
  des	
  pôles	
  du	
  fuseau.	
  

La	
  protéine	
  Xkid,	
  de	
  la	
  famille	
  des	
  kinésines-­‐10,	
  est	
  liée	
  aux	
  chromosomes	
  métaphasiques	
  et	
  

sa	
  déplétion	
  en	
  extrait	
  de	
  Xénope	
   induit	
  de	
   sévères	
  défauts	
  d’alignement	
  des	
  chromosomes	
  sur	
   la	
  

plaque	
  métaphasique	
  en	
   inhibant	
  complètement	
   la	
  congression.	
  De	
  plus,	
  alors	
  que	
  Xkid	
  est	
  absent	
  

des	
   chromosomes	
   anaphasiques,	
   suite	
   à	
   une	
  dégradation	
  ubiquitine-­‐dépendante,	
   sa	
   surexpression	
  

abolit	
   la	
   séparation	
   des	
   chromatides	
   sœurs	
   (Antonio	
   et	
   al.,	
   2000;	
   Funabiki	
   and	
  Murray,	
   2000).	
   En	
  

cellules	
  humaines,	
   le	
   rôle	
  de	
  Kid	
   (orthologue	
  humain	
  de	
  Xkid)	
   semble	
  être	
  différent	
  :	
   tout	
  d’abord,	
  

Kid	
   est	
   localisé	
   sur	
   les	
   chromosomes	
   durant	
   toute	
   la	
   durée	
   de	
   la	
   mitose	
   et	
   sa	
   déplétion	
   semble	
  

n’affecter	
  que	
   les	
  oscillations	
  et	
  pas	
   la	
   congression	
  dans	
   la	
  grande	
  majorité	
  des	
   cas	
   (Levesque	
  and	
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Compton,	
   2001).	
   Enfin,	
   sa	
   délétion	
   semble	
   également	
   jouer	
   sur	
   la	
   longueur	
   du	
   fuseau	
   et	
   la	
  

robustesse	
  des	
  fibres	
  k	
  (Tokai-­‐Nishizumi	
  et	
  al.,	
  2005).	
  

L’autre	
  chromokinésine	
  Xklp1/KIF4/Klp3A	
  de	
  la	
  famille	
  des	
  kinésines-­‐4	
  	
  contribue	
  également	
  

à	
  l’alignement	
  des	
  chromosomes	
  le	
  long	
  de	
  la	
  plaque	
  métaphasique	
  (Vernos	
  et	
  al.,	
  1995;	
  Walczak	
  et	
  

al.,	
  1998)	
  mais	
  en	
  plus,	
  elle	
  pourrait	
  participer	
  à	
   l’extension	
  des	
  pôles	
   (Walczak	
  et	
  al.,	
  1998).	
  Cette	
  

kinésine	
   semble	
   négativement	
   réguler	
   la	
  masse	
   totale	
   de	
  microtubules	
   du	
   fuseau	
   en	
   diminuant	
   la	
  

polymérisation	
  à	
  partir	
  des	
  centrosomes	
  (Castoldi	
  and	
  Vernos,	
  2006).	
  L’orthologue	
  humain,	
  KIF4,	
  est	
  

impliqué	
   dans	
   l’alignement	
   des	
   chromosomes	
   mais	
   également	
   dans	
   l’organisation	
   du	
   fuseau,	
   la	
  

condensation	
  des	
   chromosomes	
   et	
   la	
   ségrégation	
   fidèle	
   des	
   chromatides	
   sœurs	
   (Mazumdar	
   et	
   al.,	
  

2004).	
   Comme	
   en	
   cellules	
   humaines,	
   Klp3A	
   chez	
   la	
   Drosophile,	
   en	
   plus	
   d’être	
   localisée	
   sur	
   les	
  

chromosomes,	
  est	
  retrouvée	
  également	
  au	
  niveau	
  du	
  fuseau	
  central	
  et	
  du	
  «	
  midbody	
  »	
  en	
  anaphase	
  

et	
   télophase	
  (Kwon	
  et	
  al.,	
  2004).	
  Chez	
   la	
  Drosophile,	
   la	
  déplétion	
  de	
  Klp3A	
  semble	
  avoir	
  un	
   impact	
  

sur	
  l’organisation	
  des	
  microtubules	
  interpolaires	
  et	
  sur	
  la	
  longueur	
  du	
  fuseau.	
  Klp3A	
  pourrait,	
  comme	
  

son	
  orthologue	
  chez	
  le	
  Xénope,	
  participer	
  à	
  l’extension	
  des	
  pôles	
  en	
  prométaphase	
  (en	
  antagonisant	
  

NCD,	
  dirigé	
  vers	
  les	
  extrémités	
  (-­‐))	
  ;	
  et	
  également	
  faciliter	
  la	
  mobilité	
  des	
  chromatides	
  en	
  anaphase	
  et	
  

télophase.	
  

Il	
   est	
   intéressant	
   de	
   noter	
   que	
   chez	
   la	
   Drosophile,	
   la	
   double	
   déplétion	
   de	
   Nod/Kid	
   et	
  

Klp3A/KIF4	
  montre	
  un	
  phénotype	
  plus	
  sévère	
  d’alignement	
  des	
  chromosomes	
  en	
  métaphase	
  que	
  les	
  

simples	
   déplétions	
   (Goshima	
   and	
   Vale,	
   2003).	
   Cette	
   observation	
   suggère	
   une	
   redondance	
  

fonctionnelle.	
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C	
  -­‐	
  Le	
  point	
  de	
  contrôle	
  de	
  l’assemblage	
  du	
  fuseau	
  mitotique	
  

Dans	
  les	
  parties	
  précédentes,	
  j’ai	
  détaillé	
  les	
  différents	
  composants	
  du	
  fuseau	
  mitotique,	
  les	
  

différents	
  types	
  de	
  microtubules	
  et	
  comment	
  certaines	
  protéines	
  participent	
  à	
  l’organisation	
  de	
  ces	
  

microtubules	
  en	
  un	
   fuseau	
  bipolaire	
   fonctionnel.	
  Cependant,	
   le	
  défi	
  majeur	
  de	
   la	
  cellule	
  en	
  mitose	
  

est	
  d’assurer	
  une	
  ségrégation	
  des	
  chromatides	
  sœurs	
  de	
  façon	
  équitable	
  entre	
  les	
  deux	
  cellules	
  filles,	
  

sans	
  aucune	
  perte	
  d’information	
  génétique.	
  La	
   transition	
  métaphase/anaphase	
  est	
  donc	
  une	
  étape	
  

critique	
  :	
   les	
  kinétochores	
  doivent	
  tous	
  être	
  attachés	
  correctement	
  aux	
  microtubules	
  du	
  fuseau.	
  Un	
  

système	
   de	
   surveillance	
   est	
   alors	
   mis	
   en	
   place	
   pour	
   vérifier	
   que	
   ces	
   attachements	
   kinétochores-­‐

microtubules	
   sont	
   corrects,	
   c’est	
   le	
  point	
  de	
   contrôle	
  de	
   l’assemblage	
  du	
   fuseau	
  mitotique	
  ou	
  SAC	
  

(Spindle	
  Assembly	
  Checkpoint).	
   Lorsque	
   les	
  attachements	
   kinétochores-­‐microtubules	
   sont	
   corrects,	
  

le	
   SAC	
   permet	
   la	
   levée	
   de	
   l’inhibition	
   de	
   l’anaphase	
  ;	
   démarre	
   alors	
   la	
   séparation	
   physique	
   des	
  

chromatides	
  sœurs.	
  

1	
  –	
  La	
  structure	
  du	
  kinétochore	
  

Le	
  kinétochore	
  est	
  une	
  structure	
  protéique	
  assemblée	
  au	
  niveau	
  du	
  centromère	
  de	
  chaque	
  

chromatide	
   sœur	
   (Cheeseman	
   and	
   Desai,	
   2008)	
   comprenant	
   environ	
   80	
   protéines	
   qui	
   sont	
  

séquentiellement	
   recrutées	
   en	
   différents	
   complexes.	
   La	
   chromatine	
   des	
   centromères	
   possède	
   un	
  

variant	
  de	
  l’Histone	
  H3,	
  CENP-­‐A	
  (CENtromeric	
  Protein	
  A),	
  qui	
  est	
  le	
  point	
  de	
  départ	
  de	
  l’assemblage	
  

du	
   kinétochore.	
   En	
   effet,	
   en	
   phase	
   G2,	
   CENP-­‐A	
   va	
   permettre	
   de	
   recruter	
   le	
   complexe	
   CCAN	
  

(Constitutive	
   Centromere-­‐Associated	
   Network)	
   qui	
   servira	
   lui-­‐même,	
   dès	
   l’entrée	
   en	
   mitose,	
   de	
  

plateforme	
  au	
   recrutement	
  du	
   réseau	
  KMN,	
   composé	
  des	
   sous-­‐complexes	
  KNL1	
   (Kinetochore	
  NulL	
  

protein	
  1),	
  Mis12	
  (MISsegregtion	
  12)	
  et	
  Ndc80	
  (Nuclear	
  division	
  cycle	
  80).	
  Ceci	
  forme	
  la	
  face	
  externe	
  

du	
  kinétochore.	
  Ndc80	
  recrute	
  à	
  son	
  tour	
  le	
  complexe	
  RZZ	
  (Rod,	
  Zw10	
  et	
  Zwilch)	
  qui	
  s’associe	
  avec	
  le	
  

complexe	
  Dynéine/Dynactine	
  (Karess,	
  2005).	
  	
  

Le	
  réseau	
  KMN,	
  en	
  plus	
  de	
  son	
  interaction	
  avec	
  les	
  microtubules	
  (Cheeseman	
  et	
  al.,	
  2006),	
  va	
  

également	
  permettre	
  de	
  concentrer	
   les	
  protéines	
  du	
  point	
  de	
  contrôle	
  au	
  niveau	
  des	
  kinétochores	
  

non-­‐attachés.	
  En	
  effet,	
  la	
  protéine	
  Blinkin	
  (orthologue	
  humain	
  de	
  KNL-­‐1)	
  est	
  capable	
  de	
  s’associer	
  à	
  

Bub1	
  et	
  BubR1	
  aux	
  kinétochores,	
  ce	
  qui	
  est	
  requis	
  pour	
  leurs	
  fonctions	
  dans	
  le	
  SAC	
  (Kiyomitsu	
  et	
  al.,	
  

2007).	
  Le	
  complexe	
  KNL1,	
  composé	
  de	
  KNL-­‐1	
  et	
  Zwint,	
  est	
  indispensable	
  à	
  la	
  localisation	
  du	
  complexe	
  

RZZ	
  au	
  kinétochore	
  qui	
  lui	
  même	
  recrute	
  les	
  protéines	
  du	
  point	
  de	
  contrôle	
  du	
  fuseau	
  Mad1	
  et	
  Mad2	
  

(Buffin	
   et	
   al.,	
   2005;	
   Karess,	
   2005;	
   Kops	
   et	
   al.,	
   2005).	
   D’autre	
   part	
   il	
   a	
   été	
   montré	
   que	
   Hec1,	
  

l’orthologue	
   humain	
   de	
   Ndc80p,	
   est	
   impliqué	
   dans	
   le	
   recrutement	
   de	
   Mad1,	
   Mad2	
   et	
   Mps1	
   aux	
  

kinétochores	
  (Martin-­‐Lluesma	
  et	
  al.,	
  2002)	
  (figure	
  10).	
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Figure	
  10	
  :	
  La	
  structure	
  du	
  kinétochore.	
  

A.	
  Schéma	
  d’un	
  chromosome	
  où	
  un	
  seul	
  des	
  kinétochores	
  est	
  attaché	
  aux	
  microtubules.	
  B.	
  Schéma	
  
de	
  l’ultrastructure	
  des	
  kinétochores	
  avec	
  les	
  faces	
  internes	
  (rouge)	
  et	
  externes	
  (orange),	
  assemblées	
  
sur	
  le	
  centromère	
  interne.	
  Un	
  kinétochore	
  non	
  attaché	
  présente	
  une	
  couronne	
  fibrillaire.	
  C.	
  Schéma	
  
des	
  différents	
  complexes	
  protéiques	
  associés	
  au	
  niveau	
  des	
  centromères	
  des	
  vertébrés.	
  Le	
  complexe	
  
CCAN	
   (gris)	
   représente	
   le	
   premier	
   niveau	
   architectural	
   et	
   est	
   recruté	
   aux	
   centromères	
   par	
   la	
  
présence	
  de	
  nucléosomes	
   contenant	
  un	
   variant	
   de	
   l’Histone	
  H3	
   (bleu)	
   appelé	
  CENP-­‐A	
   (orange).	
   Le	
  
complexe	
   CCAN	
   permet	
   le	
   recrutement	
   du	
   réseau	
   KMN	
   composé	
   des	
   complexes	
   KNL1,	
   MIS12	
   et	
  
Ndc80	
  (rouge).	
  A	
  son	
  tour,	
  ce	
  réseau	
  permet	
  de	
  recruter	
  le	
  complexe	
  RZZ	
  (vert)	
  et	
  les	
  composants	
  du	
  
SAC	
  :	
   Bub1,	
   BuBR1	
   et	
   Bub3	
   (Bubs,	
   vert),	
   et	
  Mad1	
   et	
  Mad2	
   (Mads,	
   vert).	
   Schéma	
   inspiré	
   de	
   (Lara-­‐
Gonzalez	
  et	
  al.,	
  2012).	
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Enfin,	
   le	
   dernier	
   complexe	
   majeur	
   du	
   kinétochore	
   est	
   le	
   CPC	
   (Chromosomal	
   Passenger	
  

Complex),	
   composé	
   des	
   protéines	
   Aurora	
   B,	
   INCENP,	
   Survivine	
   et	
   Boréaline.	
   Sa	
   localisation	
   au	
  

centromère,	
   indépendante	
  du	
  réseau	
  KMN,	
  est	
  due	
  à	
   la	
   liaison	
  directe	
  de	
   la	
  Survivine	
  sur	
   le	
  résidu	
  

phosphorylé	
   T3	
   de	
   l’histone	
   H3	
   (Wang	
   et	
   al.,	
   2010)	
   et	
   à	
   la	
   phosphorylation	
   de	
   la	
   Boréaline,	
   qui	
  

s’associera	
  avec	
   la	
   Shugoshine	
  au	
  niveau	
  des	
  histone	
  H2A	
  phosphorylé	
  par	
  Bub1	
   (Tsukahara	
  et	
  al.,	
  

2010).	
  Aurora	
  B	
  a	
  un	
  rôle	
  central	
  dans	
  la	
  transition	
  métaphase/anaphase	
  :	
  en	
  phosphorylant	
  MCAK	
  et	
  

Ndc80,	
   elle	
   va	
   favoriser	
   la	
   déstabilisation	
   des	
  microtubules	
  mal	
   attachés	
   au	
   kinétochore	
  ;	
   elle	
   est	
  

également	
  directement	
  impliquée	
  dans	
  le	
  point	
  de	
  contrôle.	
  

2	
  –	
  Les	
  modes	
  d’attachement	
  et	
  les	
  corrections	
  d’erreurs	
  

L’attachement	
   des	
   kinétochores	
   aux	
   microtubules	
   est	
   séquentiel	
   au	
   cours	
   de	
   la	
  

prométaphase.	
  En	
  effet,	
   les	
  deux	
  kinétochores	
  des	
  chromatides	
  sœurs	
  d’un	
  même	
  chromosome	
  ne	
  

sont	
   pas	
   attachés	
   exactement	
   en	
  même	
   temps	
  :	
   avant	
   que	
   les	
   deux	
   kinétochores	
   soient	
   attachés	
  

chacun	
   à	
   leur	
   pôle	
   (attachement	
   amphitélique),	
   l’attachement	
   est	
   dit	
   monotélique	
   (un	
   seul	
  

kinétochore	
   attaché).	
   Alors	
   que	
   dans	
   le	
   cas	
   d’un	
   attachement	
   amphitélique	
   le	
   chromosome	
   est	
  

biorienté,	
   lorsque	
   l’attachement	
  est	
  monotélique,	
   le	
   chromosome	
  est	
  mono-­‐orienté.	
  Dans	
   certains	
  

cas,	
   il	
  est	
  possible	
  que	
   le	
   second	
  kinétochore	
  s’attache	
  aux	
  microtubules	
  émanant	
  du	
  même	
  pôle	
  :	
  

l’attachement	
   est	
   dit	
   syntélique.	
   Enfin,	
   si	
   les	
   deux	
   kinétochores	
   sont	
   attachés,	
   dont	
   un	
  

simultanément	
  aux	
  deux	
  pôles,	
  l’attachement	
  est	
  dit	
  mérotélique	
  (Maiato	
  et	
  al.,	
  2004a)	
  (figure	
  11A).	
  

Dans	
   le	
   cas	
   d’un	
   attachement	
   mono-­‐orienté	
   (monotélique	
   ou	
   syntélique),	
   des	
   défauts	
   de	
  

tension	
  apparaissent	
  et	
   les	
  microtubules	
   (et	
  donc	
   les	
  attachements)	
  ne	
  sont	
  pas	
  stabilisés	
   (Hauf	
  et	
  

al.,	
  2003;	
  Lampson	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Liu	
  et	
  al.,	
  2009).	
  De	
  plus,	
  dans	
  le	
  cas	
  d’un	
  attachement	
  monotélique,	
  

le	
  kinétochore	
  libre	
  active	
  le	
  point	
  de	
  contrôle	
  du	
  fuseau.	
  Cependant,	
  la	
  détection	
  de	
  l’attachement	
  

mérotélique	
  pose	
  davantage	
  de	
  questions	
  :	
  alors	
  que	
  les	
  deux	
  kinétochores	
  sont	
  attachés	
  (le	
  point	
  de	
  

contrôle	
   est	
   donc	
   satisfait	
   (Cimini	
   et	
   al.,	
   2001))	
   de	
   façon	
   bi-­‐orientée	
   (la	
   tension	
   est	
   donc	
  

bidirectionnelle),	
   ce	
   type	
   d’attachement	
   est	
   tout	
   de	
   même	
   corrigé	
   avant	
   ou	
   pendant	
   l’anaphase	
  

(Cimini,	
  2007;	
  Cimini	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Cimini	
  et	
  al.,	
  2003).	
  Le	
  point	
  de	
  contrôle	
  étant	
  satisfait,	
  certaines	
  

cellules	
  qui	
  entrent	
  en	
  anaphase	
  présentent	
  des	
  «	
  lagging	
  chromosomes	
  »	
  entre	
  les	
  deux	
  lots	
  d’ADN	
  

n’induisant	
  pas	
  d’aneuploïdie	
  pour	
   autant.	
   La	
   force	
  exercée	
  par	
   les	
  microtubules	
  pourrait	
   suffire	
   à	
  

tirer	
  la	
  chromatide	
  retardée	
  du	
  bon	
  côté.	
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Le	
   senseur	
   de	
   tension,	
   qui	
   permet	
   de	
   déstabiliser	
   les	
   mauvais	
   attachements,	
   est	
   le	
   CPC	
  

(Chromosome	
  Passenger	
  Complex)	
  composé	
  de	
  la	
  Survivine,	
  la	
  Boréaline,	
  INCENP	
  et	
  la	
  kinase	
  Aurora	
  

B	
   (van	
   der	
   Waal	
   et	
   al.,	
   2012).	
   Ce	
   complexe	
   est	
   localisé	
   au	
   niveau	
   des	
   centromères	
   jusqu’à	
   la	
  

métaphase	
  et	
  son	
  action	
  est	
  due	
  à	
  l’activité	
  kinase	
  d’Aurora	
  B	
  au	
  proche	
  voisinage	
  des	
  kinétochores.	
  

Dans	
   le	
   cas	
   d’un	
   attachement	
   mono-­‐orienté,	
   la	
   tension	
   exercée	
   est	
   insuffisante	
   et	
   les	
   substrats	
  

d’Aurora	
   B	
   (comme	
   Dsn1,	
   KNL-­‐1	
   et	
   Ndc80,	
   tous	
   membres	
   du	
   réseau	
   KMN)	
   se	
   trouvent	
   dans	
   son	
  

rayon	
   d’activité	
   (Cheeseman	
   et	
   al.,	
   2006;	
   Liu	
   et	
   al.,	
   2009;	
   Welburn	
   et	
   al.,	
   2010).	
   Dans	
   ce	
   cas,	
   la	
  

phosphorylation	
   du	
   réseau	
   KMN	
   réduit	
   l’affinité	
   de	
   ces	
   protéines	
   avec	
   les	
  microtubules	
   et	
   tend	
   à	
  

déstabiliser	
   les	
   attachements	
   (Welburn	
   et	
   al.,	
   2010).	
   Lorsque	
   l’attachement	
   est	
   amphitélique,	
   les	
  

forces	
  exercées	
  sur	
  les	
  kinétochores	
  séparent	
  spatialement	
  Aurora	
  B	
  de	
  ses	
  substrats	
  (Lampson	
  and	
  

Cheeseman,	
  2011)	
  et	
  la	
  phosphatase	
  PP1γ,	
  recrutée	
  par	
  le	
  réseau	
  KMN,	
  déphosphoryle	
  les	
  substrats	
  

d’Aurora	
  B,	
  ce	
  qui	
  stabilise	
  l’attachement	
  (Liu	
  et	
  al.,	
  2010)	
  (figure	
  11B).	
  	
  

La	
   stabilisation	
   des	
   attachements	
   amphitéliques	
   seraient	
   également	
   facilités	
   par	
   le	
  

recrutement	
   d’Astrin,	
   SKAP	
   (Small	
   Kinetochore-­‐Associated	
   Protein)	
   (Schmidt	
   et	
   al.,	
   2010)	
   et	
   le	
  

complexe	
  Ska	
  par	
  le	
  réseau	
  KMN	
  (Chan	
  et	
  al.,	
  2012)	
  (figure	
  12C).	
  De	
  plus,	
  le	
  CPC	
  et	
  particulièrement	
  

l’activité	
  kinase	
  d’Aurora	
  B	
  serait	
  essentielle	
  à	
  l’activation	
  de	
  Polo	
  au	
  centromère	
  et	
  à	
  la	
  progression	
  

de	
  la	
  mitose	
  (Carmena	
  et	
  al.,	
  2012),	
  à	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  mDia3	
  qui	
  a	
  un	
  effet	
  déstabilisateur	
  sur	
  

les	
  attachements	
  entrainant	
  une	
  tension	
  incorrecte	
  (Cheng	
  et	
  al.,	
  2011).	
  Enfin,	
  Aurora	
  B	
  phosphoryle	
  

MCAK	
  ce	
  qui	
  entraine	
  sa	
  localisation	
  au	
  centromère	
  et	
  régule	
  son	
  activité	
  de	
  dépolymérisation	
  (Lan	
  

et	
  al.,	
  2004).	
  

3	
  –	
  La	
  régulation	
  du	
  point	
  de	
  contrôle	
  

Que	
   ce	
   soit	
   dans	
   le	
   cas	
   d’attachement	
   monotélique	
   ou	
   suite	
   à	
   l’action	
   du	
   CPC	
   dans	
   la	
  

correction	
  d’un	
  mauvais	
  attachement,	
  un	
  kinétochore	
  non	
  attaché	
  recrute	
  les	
  protéines	
  du	
  SAC	
  qui	
  

génèrent	
  un	
  signal	
  inhibiteur	
  pour	
  l’APC/C,	
  ce	
  qui	
  bloque	
  la	
  progression	
  en	
  anaphase.	
  Comme	
  décrit	
  

dans	
  la	
  partie	
  C-­‐1,	
  le	
  réseau	
  KMN	
  permet	
  le	
  recrutement	
  aux	
  kinétochores	
  de	
  protéines	
  du	
  point	
  de	
  

contrôle	
  :	
   Blinkin/KNL-­‐1,	
   phosphorylé	
   par	
   Bub1,	
   permet	
   de	
   recruter	
   au	
   kinétochore	
   Bub1	
   et	
  

Mad3/BubR1	
  (Kiyomitsu	
  et	
  al.,	
  2007)	
  sous	
  la	
  dépendance	
  de	
  Bub3	
  (Taylor	
  et	
  al.,	
  1998)	
  avec	
  l’aide	
  de	
  

la	
  kinase	
  Mps1	
  au	
  moins	
  chez	
  S.	
  cerevisiae	
  et	
  S.	
  pombe	
  (London	
  et	
  al.,	
  2012;	
  Shepperd	
  et	
  al.,	
  2012).	
  

D’autre	
  part,	
  Ndc80/Hec1	
  recrute	
  aux	
  kinétochores	
  Mad1	
  et	
  Mad2	
  par	
  l’intermédiaire	
  du	
  complexe	
  

RZZ	
   (Buffin	
   et	
   al.,	
   2005;	
   Kops	
   et	
   al.,	
   2005)	
   et	
   également	
  Mps1	
   (Martin-­‐Lluesma	
   et	
   al.,	
   2002).	
   Très	
  

récemment,	
   il	
   a	
   été	
   montré	
   chez	
   la	
   levure	
   que	
   l’association	
   de	
   Mad1	
   au	
   kinétochore	
   requiert	
   la	
  

phosphorylation	
  de	
  Bub1	
  par	
  Mps-­‐1	
  (London	
  and	
  Biggins,	
  2014).	
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Figure	
  12	
  :	
  La	
  régulation	
  du	
  point	
  de	
  contrôle	
  de	
  l’assemblage	
  du	
  fuseau.	
  

A.	
   Lors	
   de	
   la	
   prométaphase	
   (1),	
   La	
   présence	
   de	
   kinétochores	
   non	
   attachés	
   (point	
   d’exclamation	
  
rouge)	
  permet	
   l’assemblage	
  du	
  MCC	
  (Mad2,	
  Cdc20,	
  Bub3	
  et	
  BubR1),	
   l’inhibiteur	
  de	
   l’APC/C.	
  Plus	
   la	
  
cellule	
   progresse	
   dans	
   l’assemblage	
   du	
   fuseau,	
   moins	
   les	
   kinétochores	
   sont	
   libres.	
   Mad2	
   devient	
  
limitant	
  et	
  un	
  MCC	
  dépourvu	
  de	
  Mad2	
  est	
   assemblé.	
  Ce	
   complexe	
  permettrait	
   tout	
  de	
  même	
  une	
  
inhibition	
   basale	
   de	
   l’APC/C.	
  B.	
   Trois	
  mécanismes	
   permettent	
   d’expliquer	
   comment	
   le	
  MCC	
   inhibe	
  
l’APC/C	
   (voir	
   le	
   texte	
   pour	
   les	
   détails).	
   C.	
   La	
   cellule	
   est	
   dite	
   en	
   métaphase	
   lorsque	
   tous	
   les	
  
attachements	
   kinétochore-­‐microtubules	
   sont	
   amphitéliques	
   (2).	
   Les	
   complexes	
   Mad1-­‐Mad2-­‐C	
   qui	
  
forment	
   la	
  matrice	
  d’assemblage	
  du	
  MCC	
  sont	
  alors	
  retirés	
  des	
  kinétochores	
  par	
   le	
  phénomène	
  de	
  
streaming,	
   impliquant	
   le	
   complexe	
   RZZ	
   et	
   le	
   DDC	
   (dont	
   l’activité	
   motrice	
   est	
   dirigée	
   vers	
   les	
  
extrémités	
   (-­‐)).	
   Notons	
   qu’une	
   structure	
   composée	
   de	
   SKAP,	
   Astrin	
   et	
   le	
   complexe	
   Ska	
   (bleu	
   ciel)	
  
stabilise	
   les	
   attachements.	
  D.	
   En	
   parallèle,	
   les	
   complexes	
  MCC	
   sont	
   désassemblés	
   par	
   l’action	
   de	
  
p31comet	
  et	
   l’ubiquitinylation	
  de	
  Cdc20	
  et	
  BubR1.	
  Ceci	
   rend	
   l’APC/C	
  pleinement	
  actif.	
  E.	
   Finalement,	
  
l’APC/C	
   entraine	
   la	
   dégradation	
   de	
   la	
   cycline	
   B	
   et	
   de	
   la	
   Sécurine,	
   rendant	
   la	
   Séparase	
   active	
   pour	
  
cliver	
  la	
  Cohésine,	
  ce	
  qui	
  permet	
  à	
  la	
  cellule	
  d’effectuer	
  sa	
  transition	
  métaphase/anaphase.	
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Au	
   niveau	
   du	
   kinétochore,	
   Mad1	
   et	
   Mad2	
   forment	
   un	
   complexe	
   où	
   Mad2	
   adopte	
   une	
  

configuration	
  fermée,	
  appelée	
  Mad2-­‐C	
  (Closed).	
  Mad2	
  étant	
  capable	
  de	
  dimériser,	
  la	
  forme	
  ouverte	
  

de	
   Mad2	
   (Mad2-­‐O	
   pour	
   Open)	
   se	
   lie	
   au	
   complexe	
   Mad1-­‐Mad2-­‐C	
   et	
   va	
   capturer	
   Cdc20,	
   c’est	
   la	
  

première	
  étape	
  de	
   l’assemblage	
  du	
  MCC	
   (Mitotic	
  Checkpoint	
  Complex)	
   (De	
  Antoni	
  et	
  al.,	
  2005).	
   Le	
  

recrutement	
  de	
  Mad2-­‐O	
  sur	
   le	
  complexe	
  Mad1-­‐Mad2-­‐C	
  semble	
  être	
  dépendant	
  de	
   l’activité	
  kinase	
  

de	
   Mps1	
   (Hewitt	
   et	
   al.,	
   2010)	
  :	
   les	
   auteurs	
   proposent	
   qu’étant	
   capable	
   de	
   se	
   dimériser	
   et	
  

transphosphoryler,	
   elle	
   pourrait	
   libérer	
   le	
   kinétochore	
   et	
   faciliter	
   la	
   liaison	
   de	
   Mad2-­‐O	
   sur	
   le	
  

complexe	
  Mad1-­‐Mad2-­‐C.	
  Le	
  complexe	
  Mad2-­‐C-­‐Cdc20	
  va	
  ensuite	
   lier	
   le	
  complexe	
  BubR1/Bub3	
  pour	
  

former	
  le	
  MCC	
  (figure	
  12A,	
  gauche).	
  	
  

Un	
   nouveau	
   modèle	
   a	
   été	
   proposé	
   selon	
   lequel,	
   un	
   complexe	
   BubR1-­‐Bub3-­‐Cdc20	
   serait	
  

capable	
  de	
  s’associer	
  en	
  l’absence	
  de	
  kinétochores	
  non-­‐attachés,	
  résultant	
  en	
  une	
  activité	
  inhibitrice	
  

basale	
   de	
   l’APC/C.	
   Mad2	
   catalyserait	
   un	
   changement	
   conformationnel	
   de	
   Cdc20,	
   permettant	
   sa	
  

liaison	
   avec	
   BubR1	
   (Han	
   et	
   al.,	
   2013).	
   Dans	
   ce	
   modèle,	
   BubR1-­‐Cdc20	
   serait	
   le	
   réel	
   inhibiteur	
   de	
  

l’APC/C	
   et	
  Mad2	
   serait	
   simplement	
   un	
   catalyseur	
   de	
   la	
   formation	
   du	
  MCC	
   aux	
   kinétochores	
   non-­‐

attachés,	
   un	
   catalyseur	
   d’autant	
   plus	
   abondant	
   que	
   le	
   nombre	
   d’attachement	
   est	
   faible.	
   Et	
  

finalement,	
  p31comet	
  serait	
  capable	
  de	
  décrocher	
  Mad2	
  du	
  MCC	
  (Jia	
  et	
  al.,	
  2011).	
  L’activité	
  inhibitrice	
  

de	
   l’APC/C	
   serait	
   donc	
   uniquement	
   due	
   à	
   BubR1	
   (Kulukian	
   et	
   al.,	
   2009;	
   Westhorpe	
   et	
   al.,	
   2011)	
  

(figure	
  12A,	
  droite).	
  	
  

Trois	
  mécanismes	
  non	
  exclusifs	
  permettent	
  donc	
  d’expliquer	
  comment	
  l’APC/C	
  est	
  inactivé	
  :	
  

(1)	
  en	
  diminuant	
  la	
  concentration	
  de	
  Cdc20	
  libre,	
  (2)	
  en	
  se	
  fixant	
  à	
  l’APC/C,	
  le	
  MCC	
  pourrait	
  bloquer	
  

la	
   liaison	
   des	
   substrats	
   en	
   induisant	
   un	
   changement	
   conformationnel,	
   éloignant	
   Cdc20	
   de	
   l’APC/C	
  

(Chao	
  et	
  al.,	
  2012),	
  et	
  (3)	
  en	
  agissant	
  comme	
  un	
  pseudo-­‐substrat	
  en	
  compétition	
  avec	
   les	
  substrats	
  

réels	
  de	
  l’APC/C	
  (Burton	
  and	
  Solomon,	
  2007;	
  Izawa	
  and	
  Pines,	
  2012)	
  (figure	
  12B).	
  

Il	
  est	
  également	
  important	
  de	
  noter	
  que	
  le	
  CPC,	
  et	
  particulièrement	
  l’activité	
  kinase	
  d’Aurora	
  

B	
  pourrait	
  aider	
  au	
  rapide	
  établissement	
  du	
  point	
  de	
  contrôle	
  en	
  entrée	
  de	
  mitose	
  par	
  l’intermédiaire	
  

de	
  Mps1	
  (Saurin	
  et	
  al.,	
  2011)	
  ;	
  mais	
  également	
  plus	
  en	
  aval,	
  Aurora	
  B	
  serait	
  impliqué	
  pour	
  maintenir	
  

l’arrêt	
   du	
   cycle	
   quand	
   Mad1	
   est	
   artificiellement	
   maintenu	
   au	
   kinétochore	
   correctement	
   attaché	
  

(Maldonado	
  and	
  Kapoor,	
  2011).	
  

En	
  métaphase	
  lorsque	
  tous	
  les	
  kinétochores	
  sont	
  attachés	
  aux	
  microtubules	
  du	
  fuseau	
  et/ou	
  

que	
   la	
   tension	
   générée	
   par	
   ces	
   attachements	
   est	
   correcte,	
   le	
   SAC	
   est	
   satisfait	
   et	
   la	
   cellule	
   peut	
  

entamer	
  l’anaphase.	
  La	
  levée	
  de	
  l’inhibition	
  de	
  l’APC/C	
  implique	
  plusieurs	
  mécanismes.	
  Tout	
  d’abord	
  

la	
   phosphatase	
   PP1	
   va	
   antagoniser	
   l’action	
   d’Aurora	
   B	
   et	
   déphosphoryler	
   les	
   substrats	
   d’Aurora	
   B	
  

(KNL-­‐1,	
  Ndc80	
  notamment)	
  qui	
  sont	
  sortis	
  de	
  sont	
  rayon	
  d’action	
  suite	
  à	
  la	
  tension	
  exercée	
  de	
  part	
  et	
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d’autre	
  du	
  centromère,	
  mais	
  également	
  les	
  substrats	
  phosphorylés	
  par	
  d’autres	
  kinase	
  comme	
  Mps1	
  

et	
   Plk1	
   (Mad1,	
   Mps1	
   et	
   BubR1	
   par	
   exemple)	
   (Lesage	
   et	
   al.,	
   2011).	
   Par	
   le	
   phénomène	
   dit	
   de	
  

«	
  stripping	
  »,	
   encore	
   connu	
   sous	
   le	
   nom	
  de	
  «	
  streaming	
  »,	
   le	
   complexe	
  Mad1-­‐Mad2-­‐C,	
   associé	
   aux	
  

complexes	
  RZZ	
  et	
  Dynéine/Dynactine	
  va	
  être	
  dissocié	
  des	
  kinétochores	
  et	
  amené	
  vers	
  les	
  extrémités	
  

(-­‐)	
  des	
  microtubules,	
  donc	
  vers	
  les	
  pôles	
  (Basto	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Howell	
  et	
  al.,	
  2001;	
  Karess,	
  2005)	
  (figure	
  

12C).	
   Enfin,	
   le	
   désassemblage	
   des	
   complexes	
   MCC	
   permet	
   de	
   libérer	
   Cdc20	
   qui	
   pourra	
   activer	
  

l’APC/C.	
  Ce	
  désassemblage	
  semble	
  être	
  médié	
  par	
  un	
  décrochage	
  de	
  Mad2	
  du	
  MCC	
  libre	
  par	
  p31comet	
  

mais	
  également	
  par	
  l’ubiquitinylation	
  de	
  Cdc20	
  et	
  BubR1	
  qui	
  pourrait	
  déstabiliser	
  les	
  complexes	
  MCC	
  

liés	
  à	
  l’APC/C	
  (Lara-­‐Gonzalez	
  et	
  al.,	
  2012)	
  (figure	
  12D).	
  

Pour	
   finir,	
   une	
   fois	
   le	
   point	
   de	
   contrôle	
   éteint	
   et	
   l’APC/C	
   activé,	
   ce	
   dernier	
   va	
   dégrader	
   la	
  

Sécurine	
  et	
  la	
  cycline	
  B,	
  ce	
  qui	
  va	
  enclencher	
  la	
  sortie	
  de	
  mitose.	
  En	
  effet,	
  une	
  fois	
  la	
  Séparase	
  libérée	
  

de	
  son	
  inhibition	
  par	
  la	
  Sécurine,	
  elle	
  va	
  cliver	
  la	
  Cohésine,	
  ce	
  qui	
  provoque	
  la	
  perte	
  de	
  cohésion	
  des	
  

deux	
  chromatides	
  sœurs	
  (Lara-­‐Gonzalez	
  et	
  al.,	
  2012)	
  (figure	
  12E).	
  

III	
  -­‐	
  Le	
  neuroblaste	
  de	
  Drosophile	
  

Lors	
   du	
   développement,	
   les	
   événements	
   de	
   division	
   cellulaire	
   et	
   différenciation	
   sont	
  

coordonnés	
   pour	
   déterminer	
   le	
   nombre	
   de	
   cellules,	
   leur	
   spécificité	
   et	
   leur	
   organisation.	
   Cette	
  

diversité	
   cellulaire	
   est	
   un	
   prérequis	
   indispensable	
   pour	
   le	
   développement	
   d’organismes	
  

pluricellulaires	
   et	
   des	
   différents	
   organes	
   et	
   tissus	
   qui	
   les	
   composent.	
   L’homéostasie	
   d’un	
   tissu	
  

dépend	
   donc	
   en	
   partie	
   de	
   l’équilibre	
   entre	
   prolifération	
   et	
   différenciation.	
   Pour	
   cela,	
   la	
   division	
  

cellulaire	
   doit	
   être	
   contrôlée	
   dans	
   le	
   temps	
   et	
   dans	
   son	
   orientation.	
   En	
   effet,	
   au	
   cours	
   des	
   deux	
  

dernières	
   décennies	
   il	
   a	
   été	
   amplement	
   étudié,	
   et	
   admis	
   par	
   la	
   communauté	
   scientifique,	
   que	
  

l’orientation	
  de	
  division	
  est	
  un	
  mécanisme	
  fondamental	
  pour	
  coordonner	
   la	
  division	
  cellulaire	
  avec	
  

les	
  différents	
  destins	
  cellulaires,	
   l’architecture	
  et	
   la	
  morphogénèse	
  des	
  tissus.	
  Afin	
  de	
  générer	
  de	
   la	
  

diversité,	
   certaines	
   cellules	
   se	
   divisent	
   donc	
   asymétriquement,	
   ce	
   qui	
   permet	
   la	
   ségrégation	
  

différentielle	
   de	
  déterminants	
   d’identité	
   cellulaire,	
   définissant	
   ainsi	
   les	
   destins	
   cellulaires	
   des	
  deux	
  

cellules	
  filles.	
  	
  

Parmi	
  différents	
  modèles	
  comme	
  l’embryon	
  précoce	
  du	
  nématode	
  C.	
  elegans,	
  l’épiderme	
  et	
  

le	
   neuroépithélium	
  des	
  mammifères,	
   le	
   neuroblaste	
   de	
  Drosophile	
   a	
   été	
   largement	
   étudié	
   pour	
   la	
  

compréhension	
   de	
   la	
   polarité	
   cellulaire,	
   l’orientation	
   du	
   fuseau,	
   la	
   ségrégation	
   des	
   déterminants	
  

d’identité	
  cellulaire.	
  Cette	
  dernière	
  régule	
  en	
  fait	
   la	
  balance	
  auto-­‐renouvellement/différenciation	
  et	
  

donc	
  l’homéostasie	
  du	
  tissu,	
  qui	
  est	
  altérée	
  lors	
  de	
  pathologies	
  du	
  développement	
  ou	
  de	
  cancers.	
  La	
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division	
  du	
  neuroblaste	
  étant	
  fortement	
  stéréotypée,	
  elle	
  en	
  fait	
  un	
  modèle	
  de	
  choix	
  pour	
  l’étude	
  de	
  

l’auto-­‐renouvellement	
  des	
  cellules	
  souches	
  et	
  la	
  tumorigénèse.	
  

Dans	
  ce	
  chapitre,	
  je	
  présenterai	
  d’abord	
  la	
  polarité	
  cellulaire	
  et	
  l’asymétrie	
  de	
  division,	
  pour	
  

le	
  neuroblaste	
  de	
  Drosophile.	
  Dans	
  un	
  second	
  temps,	
  je	
  détaillerai	
  comment	
  l’orientation	
  de	
  division,	
  

en	
  ségrégeant	
  asymétriquement	
  les	
  déterminants	
  d’identité	
  cellulaire,	
  va	
  jouer	
  sur	
  la	
  balance	
  auto-­‐

renouvellement/différenciation	
  et	
  donc	
  sur	
  l’homéostasie	
  du	
  système	
  nerveux	
  centrale	
  larvaire	
  de	
  la	
  

Drosophile.	
  	
  

A	
  -­‐	
  Polarité	
  cellulaire	
  et	
  asymétrie	
  de	
  division	
  

La	
  polarité	
  cellulaire	
  est	
  une	
  caractéristique	
  essentielle	
  au	
  développement	
  des	
  métazoaires	
  

et	
  est	
  impliquée	
  par	
  exemple	
  dans	
  la	
  différenciation	
  neuronale	
  ou	
  la	
  morphogénèse	
  des	
  épithéliums	
  

(Suzuki	
  and	
  Ohno,	
  2006).	
  L’établissement	
  de	
   la	
  polarité	
  est	
  également	
  un	
  prérequis	
  nécessaire	
  à	
   la	
  

mise	
   en	
   place	
   de	
   la	
   division	
   asymétrique,	
   un	
   processus	
   qui	
   permet	
   de	
   générer	
   deux	
   cellules	
   filles	
  

différentes.	
   Les	
   protéines	
   impliquées	
   dans	
   la	
   polarité	
   sont	
   conservées	
   à	
   travers	
   les	
   espèces	
   et	
  

permettent,	
   selon	
   différentes	
   voies,	
   d’orienter	
   le	
   fuseau	
  mitotique	
   (Morin	
   and	
   Bellaiche,	
   2011)	
   et	
  

donc	
  de	
  ségréger	
  différentiellement	
  les	
  déterminants	
  d’identité	
  cellulaire.	
  	
  

1	
  -­‐	
  Le	
  neuroblaste	
  et	
  sa	
  polarité	
  

a)	
  Les	
  différents	
  types	
  de	
  neuroblastes	
  

Les	
   neuroblastes	
   post-­‐embryonnaires	
   du	
   système	
   nerveux	
   central	
   (SNC)	
   larvaire	
   sont	
   issus	
  

des	
   neuroblastes	
   embryonnaires	
   qui	
   dérivent	
   du	
   neurectoderme	
   ventral.	
   Après	
   une	
   phase	
   de	
  

prolifération	
   lors	
   de	
   l’embryogénèse,	
   les	
   neuroblastes	
   entrent	
   en	
   quiescence	
   puis	
   démarrent	
   la	
  

seconde	
   vague	
   de	
   prolifération	
   au	
   stade	
   larvaire	
   L1.	
   Une	
   phase	
   de	
   prolifération	
   intense	
   qui	
   dure	
  

jusqu’à	
   la	
   pupaison,	
   puis	
   ralentit	
   jusqu’à	
   un	
   arrêt	
   quasi-­‐total	
   une	
   journée	
   après	
   le	
   début	
   du	
   stade	
  

pupal	
  (Ito	
  and	
  Hotta,	
  1992).	
  Différents	
  types	
  de	
  neuroblastes,	
  selon	
  leur	
  lignage,	
  constituent	
  le	
  SNC	
  

larvaire.	
  Les	
  neuroblastes	
  de	
  type	
  I	
  sont	
  majoritaires,	
  ils	
  se	
  divisent	
  asymétriquement	
  en	
  une	
  grosse	
  

cellule	
  qui	
  conserve	
  l’identité	
  neuroblaste	
  et	
  une	
  petite	
  cellule	
  appelée	
  GMC	
  (Ganglion	
  Mother	
  Cell)	
  

qui	
  se	
  divise	
  à	
  son	
  tour	
  en	
  deux	
  neurones	
  différenciés	
  (figure	
  13B,	
  gauche).	
  Les	
  neuroblastes	
  de	
  type	
  

II	
   ont	
   un	
   lignage	
   qui	
   vise	
   à	
   amplifier	
   le	
   nombre	
   de	
   GMC	
   et	
   donc	
   de	
   neurones	
   générés.	
   Ces	
  

neuroblastes	
  se	
  trouvent	
  uniquement	
  dans	
  la	
  région	
  médiane	
  dorso-­‐postérieure	
  du	
  cerveau	
  central	
  

et	
   se	
   divisent	
   en	
   une	
   grosse	
   cellule	
   qui	
   reste	
   un	
   neuroblaste	
   et	
   une	
   petite	
   cellule	
   appelée	
   INP	
  

(Intermediate	
  Neural	
  Precursor)	
  qui	
  se	
  divise	
  asymétrique	
  en	
  un	
  INP	
  et	
  une	
  GMC.	
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Figure	
  13	
  :	
  Le	
  système	
  nerveux	
  central	
  larvaire	
  et	
  les	
  types	
  de	
  neuroblastes.	
  

A.	
  Schéma	
  du	
  système	
  nerveux	
  central	
  larvaire	
  composé	
  de	
  deux	
  lobes	
  et	
  la	
  corde	
  neurale	
  ventrale.	
  
B.	
  Schéma	
  du	
  lignage	
  des	
  deux	
  principaux	
  types	
  de	
  neuroblastes.	
  Le	
  neuroblaste	
  de	
  type	
  I	
  (gauche,	
  
vert	
  clair)	
  se	
  divise	
  asymétriquement	
  en	
  un	
  neuroblaste	
  (auto-­‐renouvellement)	
  et	
  une	
  GMC	
  (rouge)	
  
qui	
  se	
  divise	
  à	
  son	
  tour	
  en	
  deux	
  neurones	
  (orange)	
  (différenciation).	
  Le	
  neuroblaste	
  de	
  type	
  II	
  (droite,	
  
vert	
   foncé)	
   se	
   divise	
   asymétriquement	
   en	
  un	
  neuroblaste	
   et	
   un	
   INP,	
   d’abord	
  quiescent	
   (bleu)	
   puis	
  
mature	
  lorsqu’il	
  exprime	
  Asense	
  et	
  Prospero	
  à	
  nouveau	
  (violet).	
  L’INP	
  se	
  divise	
  asymétriquement	
  en	
  
un	
  INP	
  et	
  une	
  GMC,	
  qui	
  se	
  divise	
  à	
  son	
  tour	
  en	
  neurone.	
  Le	
  neuroblaste	
  de	
  type	
  II,	
  contrairement	
  au	
  
type	
   I,	
  n’exprime	
  pas	
  Asense	
  et	
  Prospero.	
   Il	
   contribue	
  à	
   former	
  un	
  plus	
  grand	
  nombre	
  de	
  GMC	
   (et	
  
donc	
  de	
  neurones)	
  qu’un	
  neuroblaste	
  de	
  type	
  I.	
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Les	
   neuroblastes	
   de	
   type	
   II	
   n’ont	
   pas	
   de	
   localisation	
   basale	
   de	
   Prospero	
   contrairement	
   au	
  

type	
  I,	
  changeant	
  le	
  destin	
  de	
  la	
  petite	
  cellule,	
  et	
  n’expriment	
  pas	
  Asense.	
  Ces	
  INPs	
  restent	
  d’abord	
  

quiescents	
  pendant	
  quelques	
  heures	
  puis	
  commencent	
  à	
  exprimer	
  Asense,	
  Dpn	
  et	
  Prospero	
  :	
  c’est	
  la	
  

maturation	
  (Bayraktar	
  et	
  al.,	
  2010)	
  (figure	
  13B,	
  droite).	
  Les	
  auteurs	
  de	
  cette	
  étude	
  proposent	
  un	
  rôle	
  

central	
  de	
  Prospero	
  dans	
  la	
  régulation	
  de	
  la	
  prolifération	
  des	
  lignages	
  des	
  neuroblastes	
  de	
  types	
  I	
  et	
  

II.	
   Les	
   INPs	
   expriment	
   également	
   la	
   cycline	
   E	
   comme	
   les	
   neuroblastes	
   et	
   vont	
   ségréger	
  

asymétriquement	
   Pins	
   (Partner	
   of	
   Inscuteable)	
   en	
   apical	
   et	
   Miranda	
   et	
   Prospero	
   en	
   basal.	
   Cette	
  

cellule	
  va	
  se	
  diviser	
  en	
  un	
  INP	
  et	
  une	
  GMC	
  (Bello	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Boone	
  and	
  Doe,	
  2008;	
  Bowman	
  et	
  al.,	
  

2008).	
   D’autres	
   études	
   ont	
   montré	
   l’importance	
   de	
   certains	
   facteurs	
   pour	
   le	
   potentiel	
  

développemental	
  des	
  INPs	
  comme	
  Earmuff	
  (erm).	
  Des	
  mouches	
  mutantes	
  pour	
  erm	
  présentent	
  des	
  

neuroblastes	
  de	
  type	
  II	
  ectopiques	
  qui	
  sont	
  en	
  fait	
  le	
  résultat	
  d’une	
  dédifférenciation	
  des	
  INPs.	
  Cette	
  

protéine	
   semble	
   promouvoir	
   la	
   sortie	
   du	
   cycle	
   en	
   activant	
   Prospero	
   (limitant	
   la	
   prolifération)	
   et	
  

antagonisant	
  la	
  voie	
  Notch	
  (ce	
  qui	
  empêche	
  la	
  dédifférenciation)	
  (Weng	
  et	
  al.,	
  2010).	
  Enfin,	
  le	
  facteur	
  

de	
  transcription	
  Pointed,	
  spécifique	
  du	
  lignage	
  des	
  neuroblastes	
  de	
  type	
  II,	
  exprimée	
  ectopiquement	
  

dans	
   les	
   neuroblastes	
   de	
   type	
   I	
   entraine	
   une	
   perte	
   de	
   l’expression	
   d’Asense	
   et	
   la	
   formation	
   de	
  

pseudo-­‐INPs.	
   A	
   l’inverse,	
   sa	
   déplétion	
   réduit	
   le	
   nombre	
   d’INPs	
   et	
   de	
   GMCs	
   (Zhu	
   et	
   al.,	
   2011).	
   Ce	
  

facteur	
   de	
   transcription	
   semble	
   donc	
   nécessaire	
   et	
   suffisant	
   pour	
   supprimer	
   l’expression	
   d’Asense	
  

dans	
  les	
  neuroblastes	
  de	
  type	
  II	
  et	
  pour	
  la	
  génération	
  des	
  INPs.	
  

D’autres	
  neuroblastes	
  relatifs	
  au	
  type	
  I	
  existent	
  au	
  niveau	
  des	
  «	
  mushroom	
  bodies	
  »	
  (Ito	
  and	
  

Hotta,	
   1992)	
   et	
   des	
   lobes	
   optiques	
   (Egger	
   et	
   al.,	
   2007;	
   Egger	
   et	
   al.,	
   2010).	
   Dans	
   ces	
   deux	
   études,	
  

Egger	
  et	
  collaborateurs	
  ont	
  montré	
  que	
  des	
  cellules	
  issues	
  du	
  neuroépithélium	
  (en	
  expansion	
  par	
  des	
  

divisions	
  symétriques)	
  vont	
  changer	
  leur	
  axes	
  de	
  division,	
  jusque	
  là	
  planaire,	
  pour	
  un	
  axe	
  orthogonal	
  

et	
   donc	
   se	
   diviser	
   asymétriquement	
   suivant	
   l’axe	
   apico-­‐basal.	
   Une	
   vague	
   d’expression	
   de	
   gènes	
  

proneuraux	
   qui	
   inhibe	
   la	
   voie	
   Notch	
   de	
   façon	
   transitoire	
   semble	
   entrainer	
   le	
   changement	
   entre	
  

division	
  symétrique	
  et	
  asymétrique.	
  

b)	
  La	
  polarité	
  apico-­‐basale	
  

Quelque	
  soit	
  le	
  type	
  de	
  neuroblastes,	
  à	
  l’exception	
  de	
  différences	
  pour	
  quelques	
  marqueurs	
  

comme	
  Asense	
  et	
  Prospero,	
  la	
  polarité	
  et	
  les	
  protéines	
  impliquées	
  sont	
  identiques.	
  Cette	
  polarité	
  est	
  

le	
  résultat	
  de	
  la	
  localisation	
  asymétrique	
  de	
  protéines	
  de	
  polarité	
  qui	
  définissent	
  un	
  pôle	
  apical	
  et	
  un	
  

pôle	
   basal.	
   A	
   l’issue	
   de	
   la	
   division,	
   les	
   protéines	
   associées	
   au	
   pôle	
   apical	
   seront	
   retenues	
   par	
   le	
  

neuroblaste	
   et	
   celles	
   associées	
   au	
   pôle	
   basal	
   seront	
   délivrées	
   dans	
   la	
   petite	
   cellule	
   (GMC	
   ou	
   INP	
  

selon	
  le	
  type	
  de	
  neuroblaste).	
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Le	
   complexe	
   Par	
   (pour	
   PARtitioning	
   defective)	
   identifié	
   dans	
   l’embryon	
   de	
   C.elegans	
  

(Kemphues	
   et	
   al.,	
   1988)	
   est	
   composé	
   de	
   Par6,	
   Par3/Bazooka	
   et	
   aPKC	
   (atypical	
   Protein	
   Kinase	
   C)	
  

(figure	
  14)	
  et	
  définit	
   le	
  pôle	
  apical	
  du	
  neuroblaste	
  dès	
  la	
  fin	
  de	
  l’interphase/début	
  de	
  prophase.	
  Il	
  a	
  

été	
  montré	
  que	
  Bazooka	
  permet	
  la	
  localisation	
  apicale	
  d’Inscuteable	
  (Schober	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Wodarz	
  et	
  

al.,	
  1999)	
  et	
  que	
  Par6	
  semble	
  requise	
  pour	
  la	
  localisation	
  de	
  Bazooka	
  (et	
  par	
  extension	
  d’Inscuteable)	
  

dans	
   les	
   neuroblastes	
   embryonnaires	
   (Petronczki	
   and	
   Knoblich,	
   2001).	
   C’est	
   la	
   localisation	
  

d’Inscuteable	
  qui	
  semble	
  directement	
  lier	
  la	
  polarité	
  cellulaire	
  et	
  l’orientation	
  du	
  fuseau.	
  En	
  effet,	
  la	
  

perte	
  de	
  fonction	
  d’Inscuteable	
  va	
  provoquer	
  une	
  orientation	
  aléatoire	
  du	
  fuseau	
  des	
  neuroblastes	
  

embryonnaires	
  et	
  à	
   l’inverse,	
  une	
  expression	
  ectopique	
   le	
  réoriente.	
  De	
  plus,	
  sa	
  déplétion	
  entraine	
  

également	
   une	
   délocalisation	
   de	
   Numb	
   et	
   Prospero,	
   normalement	
   basale	
   (Kraut	
   et	
   al.,	
   1996).	
   Le	
  

module	
  d’orientation	
  du	
  fuseau	
  qui	
  interagit	
  avec	
  Inscuteable	
  sera	
  décrit	
  dans	
  partie	
  II-­‐A-­‐2.	
  De	
  façon	
  

surprenante,	
  la	
  perte	
  de	
  fonction	
  d’aPKC	
  dans	
  les	
  neuroblastes	
  larvaires	
  n’affecte	
  pas	
  la	
  localisation	
  

Bazooka,	
   Inscuteable	
   et	
   Dlg	
   (Discs	
   large,	
   composant	
   du	
   module	
   d’orientation	
   du	
   fuseau)	
   mais	
  

délocalise	
  Lgl	
  (Lethal	
  Giant	
  Larvae),	
  Par6	
  et	
  Miranda	
  (Rolls	
  et	
  al.,	
  2003).	
  Lgl	
  est	
  capable	
  de	
  former	
  un	
  

complexe	
   avec	
   Par6	
   et	
   aPKC,	
   indépendamment	
   de	
   Par3	
   (Yamanaka	
   et	
   al.,	
   2003),	
   ce	
   qui	
   rend	
   le	
  

complexe	
  Par	
  inactif	
  (Wirtz-­‐Peitz	
  et	
  al.,	
  2008).	
  Lors	
  de	
  la	
  perte	
  de	
  fonction	
  d’un	
  membre	
  du	
  complexe	
  

Par,	
  la	
  polarité	
  cellulaire	
  est	
  compromise,	
  même	
  si	
  au	
  moins	
  dans	
  le	
  cas	
  d’aPKC,	
  ceci	
  n’influe	
  pas	
  sur	
  

l’orientation	
  du	
  fuseau.	
  

Au	
  pôle	
  basal	
   (figure	
   14B)	
   sont	
   concentrés	
   les	
   déterminants	
   d’identité	
   cellulaire,	
   exclus	
   du	
  

cortex	
   apical	
   par	
   la	
   présence	
   des	
   protéines	
   décrites	
   précédemment.	
   La	
   kinase	
   aPKC	
   phosphoryle	
  

Miranda	
  et	
   l’exclue	
  du	
  cortex	
  apical	
   (Atwood	
  and	
  Prehoda,	
  2009).	
  Miranda	
  va	
  servir	
  de	
  plateforme	
  

pour	
  concentrer	
  au	
  pôle	
  basal	
  les	
  protéines	
  Brat	
  (Brain	
  tumor)	
  (Lee	
  et	
  al.,	
  2006b)	
  et	
  Prospero	
  (pour	
  

les	
  neuroblastes	
  de	
  type	
  I)	
  (Ikeshima-­‐Kataoka	
  et	
  al.,	
  1997;	
  Matsuzaki	
  et	
  al.,	
  1998).	
  Les	
  déplétions	
  de	
  

Brat	
  et	
  Prospero	
  engendrent	
   les	
  mêmes	
  phénotypes	
  :	
  une	
  prolifération	
  incontrôlée	
  dans	
   le	
  cerveau	
  

central	
   (Bello	
   et	
   al.,	
   2006;	
   Betschinger	
   et	
   al.,	
   2006;	
   Lee	
   et	
   al.,	
   2006b).	
   Dans	
   le	
   cas	
   du	
   neuroblaste	
  

larvaire,	
   il	
   semble	
   que	
   les	
   niveaux	
   d’expression	
   de	
   Prospero	
   et	
   Brat	
   soient	
   co-­‐dépendants	
  

(Betschinger	
  et	
  al.,	
  2006)	
  et	
  l’expression	
  ectopique	
  de	
  Prospero	
  dans	
  un	
  mutant	
  Brat	
  peut	
  sauver	
  le	
  

phénotype	
  de	
   surprolifération	
   (Bello	
  et	
   al.,	
   2006).	
   Ces	
   trois	
   études	
  montrent	
  que	
  Brat	
   et	
  Prospero	
  

participent	
  au	
  contrôle	
  de	
  la	
  prolifération	
  cellulaire	
  en	
  inhibant	
  le	
  potentiel	
  d’auto-­‐renouvellement	
  et	
  

en	
  favorisant	
  la	
  différenciation	
  dans	
  les	
  GMC.	
  Numb,	
  qui	
   inhibe	
  la	
  voie	
  de	
  signalisation	
  Notch-­‐Delta	
  

qui	
  semble	
  favoriser	
  l’auto-­‐renouvellement	
  des	
  progéniteurs	
  (Wang	
  et	
  al.,	
  2006),	
  est	
  également	
  ciblé	
  

vers	
  le	
  cortex	
  basal	
  par	
  sa	
  liaison	
  avec	
  PON	
  (Partner	
  Of	
  Numb),	
  dont	
  la	
  localisation	
  basale	
  est	
  assurée	
  

par	
  sa	
  phosphorylation	
  par	
  la	
  kinase	
  Polo	
  (Wang	
  et	
  al.,	
  2007).	
  Les	
  auteurs	
  suggèrent	
  donc	
  que	
  dans	
  le	
  

cas	
  de	
  pertes	
  de	
  fonction	
  de	
  PON	
  ou	
  Polo,	
  Numb	
  est	
  ségrégé	
  symétriquement	
  et	
  la	
  GMC	
  n’en	
  reçoit	
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pas	
   une	
   quantité	
   suffisante	
   à	
   l’issue	
   de	
   la	
   division	
   pour	
   inhiber	
   la	
   voie	
   Notch.	
   Ceci	
   résulterait	
   en	
  

l’acquisition	
  d’un	
  destin	
  cellulaire	
  prolifératif	
  pour	
  cette	
  pseudo-­‐GMC.	
  

L’état	
   de	
   phosphorylation	
   de	
   certaines	
   protéines	
   citées	
   précédemment	
   va	
   avoir	
   un	
   effet	
  

important	
  pour	
  leur	
  localisation	
  et	
  donc	
  la	
  polarité	
  de	
  la	
  cellule	
  (figure	
  14B).	
  La	
  kinase	
  Polo	
  comme	
  

décrit	
  dans	
   le	
  paragraphe	
  précédent	
  phosphoryle	
  PON	
  ce	
  qui	
  est	
   indispensable	
  pour	
  son	
  adressage	
  

au	
   cortex	
   basal	
   (Wang	
   et	
   al.,	
   2007).	
   Il	
   est	
   également	
   important	
   de	
   noter	
   que	
   la	
   kinase	
   Polo	
   est	
  

déterminante	
  pour	
   la	
   localisation	
   apicale	
  d’aPKC,	
  même	
   si	
   le	
   lien	
   entre	
   ces	
  deux	
   kinases	
  n’est	
   pas	
  

expliqué.	
  De	
  plus,	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  Numb	
  par	
  aPKC	
  est	
  essentielle	
  pour	
  exclure	
  Numb	
  du	
  pôle	
  

apical	
   en	
   cellules	
   épithéliales	
   humaines	
   (Smith	
   et	
   al.,	
   2007).	
   Ceci	
   pourrait	
   amplifier	
   le	
   phénomène	
  

d’exclusion	
   de	
   Numb	
   initié	
   par	
   l’adressage	
   basal	
   de	
   PON	
   suite	
   à	
   sa	
   phosphorylation	
   par	
   Polo.	
   La	
  

seconde	
  kinase	
   impliquée	
  dans	
   la	
  polarité	
  est	
  Aurora	
  A.	
  Décrite	
  comme	
  un	
  suppresseur	
  de	
  tumeur	
  

dans	
   le	
   cas	
   particulier	
   du	
   neuroblaste,	
   cette	
   kinase	
   inhibe	
   l’auto-­‐renouvellement	
   et	
   favorise	
   la	
  

différenciation	
  neurale	
  (Wang	
  et	
  al.,	
  2006).	
  Aurora	
  A	
  participe	
  à	
  la	
  localisation	
  d’aPKC,	
  PON	
  et	
  Numb	
  

(Lee	
   et	
   al.,	
   2006a;	
   Wang	
   et	
   al.,	
   2006;	
   Wirtz-­‐Peitz	
   et	
   al.,	
   2008).	
   Wirtz-­‐Peitz	
   et	
   collaborateurs	
   ont	
  

également	
  montré	
   qu’Aurora	
  A	
   phosphoryle	
   Par6,	
   ce	
   qui	
   active	
   aPKC	
  qui	
   a	
   son	
   tour	
   exclue	
   Lgl	
   du	
  

cortex	
  apical.	
  Les	
  auteurs	
  proposent	
  un	
  modèle	
  selon	
  lequel	
  Bazooka	
  rejoint	
  Par6	
  et	
  aPKC	
  suite	
  à	
  la	
  

phosphorylation	
   de	
   Lgl	
   par	
   aPKC	
   et	
   son	
   exclusion	
   (figure	
   14A).	
   Ceci	
   change	
   l’affinité	
   de	
   substrat	
  

d’aPKC	
  qui	
  phosphoryle	
   alors	
  Numb	
  pour	
   l’exclure	
  du	
  pôle	
   apical.	
  Aurora	
  A,	
   en	
  excluant	
  Numb	
  du	
  

pôle	
   apical,	
   va	
   activer	
   la	
   voie	
   Notch	
   dans	
   le	
   futur	
   neuroblaste,	
   ce	
   qui	
   maintient	
   son	
   pouvoir	
  

prolifératif.	
  Enfin,	
  Aurora	
  A	
  régulerait	
  également	
  la	
  localisation	
  de	
  Mud	
  (Mushroom	
  body	
  defect)	
  qui	
  

influe	
   directement	
   sur	
   l’orientation	
   de	
   division	
   par	
   sa	
   liaison	
   à	
   la	
   Dynéine	
   (Wang	
   et	
   al.,	
   2006).	
   La	
  

phosphatase	
  PP2A	
  (Protein	
  Phosphatase	
  2A),	
  est	
  composée	
  de	
  trois	
  sous	
  unités	
  :	
  Mts	
   (Microtubule	
  

star,	
   la	
   sous	
   unité	
   catalytique),	
   PP2A-­‐29B	
   et	
   Twins.	
   Elle	
   a	
   également	
   pour	
   rôle	
   d’inhiber	
   la	
  

prolifération	
  cellulaire	
  et	
  de	
  réguler	
  la	
  localisation	
  de	
  PON,	
  Numb,	
  Miranda	
  et	
  aPKC	
  (Chabu	
  and	
  Doe,	
  

2009;	
  Ogawa	
  et	
  al.,	
  2009;	
  Wang	
  et	
  al.,	
  2009).	
  De	
  plus,	
  elle	
  induit	
  l’expression	
  de	
  Polo,	
  indispensable	
  à	
  

la	
   localisation	
   de	
   Numb	
   en	
   basal	
   (Wang	
   et	
   al.,	
   2009).	
   Il	
   a	
   également	
   été	
   montré	
   que	
   PP2A	
   va	
  

déphosphoryler	
  Par6	
  (phosphorylé	
  par	
  Aurora	
  A)	
  et	
  donc	
  négativement	
  réguler	
  aPKC	
  (Ogawa	
  et	
  al.,	
  

2009).	
   Ceci	
   balance	
   certainement	
   l’effet	
   de	
   la	
   phosphorylation	
  d’Aurora	
  A	
  dans	
   l’établissement	
  du	
  

pôle	
   apical	
   et	
   permet	
   de	
   le	
   limiter	
   dans	
   l’espace,	
   participant	
   donc	
   au	
   contrôle	
   de	
   la	
   prolifération	
  

cellulaire.	
   Cette	
   phosphatase	
   est	
   également	
   impliquée	
   dans	
   le	
   blocage	
   précoce	
   de	
   la	
   transition	
  

neuroépithélium-­‐neuroblaste	
   au	
   niveau	
   des	
   lobes	
   optiques	
   (Chabu	
   and	
   Doe,	
   2009).	
   Enfin,	
   PP2A	
  

antagonise	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  Bazooka	
  par	
  Par1.	
  En	
  effet,	
  la	
  perte	
  de	
  fonction	
  de	
  PP2A	
  entraine	
  

une	
   inversion	
   de	
   polarité	
   des	
   neuroblastes	
   embryonnaires,	
   phénotype	
   observable	
   après	
   la	
  

surexpression	
  de	
  la	
  kinase	
  Par1	
  (Krahn	
  et	
  al.,	
  2009).	
  



 

	
   	
  52	
  

	
  

Figure	
  14	
  :	
  La	
  polarité	
  apico-­‐basale	
  du	
  neuroblaste.	
  

A.	
  Etablissement	
  de	
  la	
  polarité	
  apicale.	
  En	
  fin	
  d’interphase/début	
  de	
  prophase,	
  Aurora	
  A	
  phosphoryle	
  
Par6,	
   ce	
   qui	
   active	
   aPKC	
   qui	
   phosphoryle	
   à	
   son	
   tour	
   Lgl,	
   alors	
   exclu	
   du	
   complexe.	
   Bazooka	
   (Baz)	
  
remplace	
   Lgl	
  :	
   le	
   complexe	
   Par	
   est	
   formé.	
  B.	
   La	
   polarité	
   apico-­‐basale.	
   Inscuteable	
   se	
   fixe	
   à	
   Baz	
   et	
  
recrute	
  derrière	
  lui	
  Pins,	
  Mud	
  et	
  Dlg.	
  Pins	
  lie	
  également	
  Gαi	
  se	
  qui	
  permet	
  l’ancrage	
  au	
  cortex	
  de	
  ce	
  
module.	
   La	
   phosphatase	
   PP2A,	
   en	
   antagonisant	
   la	
   phosphorylation	
   de	
   Par6	
   par	
   Aurora	
   A,	
   va	
  
permettre	
  de	
  limiter	
  le	
  croissant	
  apical	
  dans	
  l’espace.	
  Pins	
  est	
  la	
  plateforme	
  nécessaire	
  à	
  l’orientation	
  
du	
  fuseau	
  :	
  Dlg,	
  avec	
  Khc-­‐73	
  établit	
  les	
  contacts	
  entre	
  le	
  cortex	
  et	
  les	
  microtubules	
  astraux	
  alors	
  que	
  
Mud	
  et	
   le	
  DDC	
  exerce	
   les	
   forces	
  nécessaires	
  à	
   l’orientation	
  du	
   fuseau.	
  aPKC	
  phosphoryle	
  Numb	
  et	
  
Miranda,	
   ce	
  qui	
   les	
   adresse	
   au	
  pôle	
  basal	
   par	
   exclusion	
  du	
  pôle	
   apical.	
   Polo	
   (dont	
   l’expression	
  est	
  
activée	
  par	
  PP2A)	
  phosphoryle	
  PON,	
  ce	
  qui	
  est	
  requis	
  pour	
  sa	
  localisation	
  basale.	
  Polo	
  agit	
  également	
  
sur	
  la	
  localisation	
  apicale	
  d’aPKC.	
  Miranda	
  recrute	
  Brat	
  et	
  Prospero	
  (neuroblaste	
  de	
  type	
  I)	
  au	
  cortex	
  
basal	
  et	
  PON	
  y	
  recrute	
  Numb.	
  Numb	
  inhibe	
  la	
  voie	
  Notch	
  en	
  basal	
  et	
  favorise	
  donc	
  la	
  différenciation.	
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2	
  -­‐	
  L’orientation	
  et	
  l’ancrage	
  du	
  fuseau	
  

a)	
  La	
  polarité	
  dicte	
  l’orientation	
  du	
  fuseau	
  

De	
  C.	
  elegans	
   aux	
  mammifères	
  en	
  passant	
  par	
   la	
  Drosophile,	
  quelques	
   soient	
   les	
  protéines	
  

impliquées	
   dans	
   la	
   polarité	
   de	
   la	
   cellule,	
   toutes	
   convergent	
   remarquablement	
   vers	
   la	
   famille	
   de	
  

protéine	
  LIN-­‐5/Mud/NuMA	
  (chez	
   le	
  nématode,	
   la	
  drosophile	
  et	
   les	
  mammifères	
  respectivement)	
  et	
  

le	
   complexe	
  Dynéine-­‐Dynactine	
   pour	
   orienter	
   le	
   fuseau	
   lors	
   de	
   divisions	
   asymétriques	
   (Morin	
   and	
  

Bellaiche,	
  2011).	
  

Comme	
   décrit	
   dans	
   la	
   partie	
   précédente,	
   le	
   complexe	
   Par	
   et	
   particulièrement	
   Bazooka	
  

recrute	
   Inscuteable	
  au	
  pôle	
  apical.	
   Inscuteable	
   s’associe	
  à	
  Pins	
   (Partner	
  of	
   Inscuteable),	
   également	
  

impliqué	
  dans	
   l’orientation	
  du	
  fuseau	
  et	
   le	
  maintien	
  de	
   la	
  polarité	
  cellulaire	
   (Schaefer	
  et	
  al.,	
  2000).	
  

Dans	
  cet	
  article,	
  les	
  auteurs	
  établissent	
  également	
  le	
  lien	
  physique	
  entre	
  Inscuteable,	
  Pins	
  et	
  une	
  des	
  

sous	
  unité	
  d’une	
  protéine	
  G	
  hétérotrimérique	
  :	
  Gαi.	
  Cette	
  protéine	
  est	
  localisée	
  au	
  cortex	
  apical	
  sous	
  

l’influence	
  du	
  complexe	
  Inscuteable-­‐Pins	
  et	
  est	
  également	
  impliquée	
  dans	
  l’asymétrie	
  de	
  division	
  et	
  

la	
  polarité	
  cellulaire	
  des	
  neuroblastes	
  et	
  des	
  organes	
  sensoriels	
   (Schaefer	
  et	
  al.,	
  2001).	
  Gαi	
  est	
  une	
  

des	
   trois	
   sous-­‐unités	
  d’une	
  protéine	
  G	
  et	
   contrairement	
  à	
   son	
  activité	
  de	
   signalisation	
  où	
   la	
   forme	
  

effectrice	
  est	
  Gα-­‐GTP-­‐Gβγ	
  lorsqu’elle	
  est	
  couplée	
  à	
  un	
  récepteur,	
  son	
  activité	
  dans	
  le	
  positionnement	
  

du	
   fuseau	
   est	
   due	
   au	
   complexe	
   Gα-­‐GDP-­‐Pins	
   (Gonczy,	
   2008).	
   Le	
   complexe	
   Gα-­‐GDP-­‐Pins(GoLoco)	
  

apical	
   va	
   agir	
   comme	
  une	
  plateforme	
  à	
   l’origine	
  de	
  deux	
   cascades	
  d’interaction	
  de	
  protéines	
  pour	
  

réguler	
  l’orientation	
  du	
  fuseau.	
  La	
  première	
  repose	
  sur	
  la	
  liaison	
  de	
  Mud	
  (Mushroom	
  body	
  defect)	
  à	
  

la	
  partie	
  N-­‐terminale	
  de	
  Pins	
  (domaine	
  TPR	
  pour	
  TetratricoPeptide	
  Repeat)	
  et	
  la	
  deuxième	
  à	
  la	
  liaison	
  

de	
  Dlg	
  à	
  la	
  région	
  centrale	
  de	
  Pins	
  (domaine	
  Linker)	
  (figure	
  14B).	
  

L’orthologue	
  de	
  NuMA	
  chez	
  la	
  Drosophile,	
  appelé	
  Mud	
  est	
  capable	
  de	
  s’associer	
  avec	
  Pins	
  et	
  

Gαi	
  et	
  est	
   localisé	
  au	
  pôle	
  apical	
   (et	
  aux	
  centrosomes,	
  comme	
  décrit	
  précédemment).	
  Sa	
  déplétion	
  

entraine	
  des	
  défauts	
  d’orientation	
  de	
  division,	
  conduisant	
  à	
  une	
  surprolifération	
  mais	
  n’affecte	
  pas	
  la	
  

polarité	
  cellulaire	
  (Bowman	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Izumi	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Siller	
  et	
  al.,	
  2006).	
  En	
  extrait	
  de	
  Xénope,	
  il	
  

a	
  été	
  montré	
  que	
  NuMA	
  est	
  capable	
  de	
  s’associer	
  avec	
   la	
  Dynéine,	
  constituant	
  un	
   lien	
  moléculaire	
  

entre	
   le	
   complexe	
   de	
   polarité	
   et	
   les	
   microtubules	
   astraux	
   (Merdes	
   et	
   al.,	
   1996).	
   Dans	
   les	
  

neuroblastes,	
  bien	
  que	
  le	
  complexe	
  DDC	
  ne	
  soit	
  pas	
  particulièrement	
  enrichi	
  au	
  cortex	
  apical	
  (Siller	
  et	
  

al.,	
  2005),	
  la	
  perte	
  de	
  fonction	
  de	
  la	
  Dynactine	
  (ou	
  Lis1	
  pour	
  Lissencephaly-­‐1)	
  affecte	
  les	
  oscillations	
  

et	
  l’orientation	
  du	
  fuseau	
  en	
  métaphase.	
  Par	
  contre,	
  cette	
  mauvaise	
  orientation	
  du	
  fuseau	
  est	
  sauvée	
  

en	
   télophase	
   et	
   le	
   fuseau	
   est	
   à	
   nouveau	
   orienté	
   selon	
   l’axe	
   apico-­‐basal	
   (Siller	
   and	
  Doe,	
   2008).	
   Ce	
  

phénomène	
  baptisé	
  «	
  telophase	
  rescue	
  »	
  a	
  été	
  observé	
  en	
  vidéomicroscopie	
  et	
  ne	
  semble	
  pas	
   lié	
  à	
  

un	
  délai	
  de	
  la	
  transition	
  métaphase/anaphase	
  dû	
  à	
  l’activation	
  du	
  SAC.	
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C’est	
   la	
   deuxième	
   cascade	
   d’interaction	
   découlant	
   de	
   Pins	
   qui	
   pourrait	
   expliquer	
   le	
  

phénomène	
   de	
   «	
  telophase	
   rescue	
  ».	
   En	
   effet	
   en	
   l’absence	
   d’Inscuteable	
   où	
   l’interaction	
   entre	
   le	
  

complexe	
  Par	
  et	
  les	
  effecteurs	
  de	
  l’orientation	
  du	
  fuseau	
  (Pins,	
  Gαi	
  et	
  Mud)	
  est	
  perdue,	
  une	
  cellule	
  

métaphasique	
  va	
  être	
  capable	
  d’adresser	
  au	
  cortex	
  Pins,	
  Gαi	
  et	
  Dlg	
  à	
  un	
  des	
  pôles	
  de	
  la	
  cellule,	
  sous	
  

le	
  contrôle	
  des	
  microtubules	
  astraux.	
  Plus	
  précisément,	
   les	
  auteurs	
  proposent	
  que	
  Khc-­‐73,	
  associée	
  

aux	
   extrémités	
   (+)	
   des	
  microtubules	
   astraux,	
   est	
   capable	
   d’interagir	
   avec	
  Dlg	
   et	
   dicte	
   la	
   formation	
  

d’un	
   croissant	
   Pins/Gαi/Dlg	
   au	
   pôle	
   apical	
   (Siegrist	
   and	
   Doe,	
   2005).	
   Cette	
   cascade	
   pourrait	
   donc	
  

expliquer	
  le	
  phénomène	
  de	
  «	
  telophase	
  rescue	
  »	
  observé	
  dans	
  les	
  mouches	
  mutantes	
  pour	
  mud.	
  De	
  

plus,	
   cette	
  étude	
  est	
   cohérente	
  avec	
  une	
  publication	
  de	
  2010	
  affirmant	
  que	
  c’est	
   l’aster	
  apical	
  qui	
  

dicte	
  l’orientation	
  du	
  fuseau	
  (Januschke	
  and	
  Gonzalez,	
  2010).	
  Une	
  étude	
  a	
  permis	
  de	
  détailler	
  la	
  voie	
  

Khc-­‐73/Dlg/Pins.	
   Pour	
   cela,	
   les	
   auteurs	
   ont	
   élaboré	
   des	
   protéines	
   de	
   fusion	
   entre	
   la	
   molécule	
  

d’adhésion	
   homophilique	
   Echinoïde	
   et	
   des	
   protéines	
   aPKC,	
   Pins	
   ou	
   Dlg,	
   en	
   pleine	
   longueur	
   ou	
  

tronquées,	
   avec	
   des	
   traitements	
   variés	
   par	
  ARNi.	
   Lorsqu’elles	
   sont	
   transfectées	
   en	
   cellules	
   S2,	
   ces	
  

protéines	
  de	
  fusion	
  sont	
  restreintes	
  à	
  la	
  zone	
  de	
  contact	
  entre	
  deux	
  cellules,	
  induisant	
  une	
  polarité.	
  

Ils	
   ont	
  montré	
   dans	
   ce	
   système	
   que	
   les	
   domaines	
   Nterminal	
   (TPR)	
   et	
   central	
   (Linker)	
   agissent	
   en	
  

synergie	
  pour	
  orienter	
   le	
   fuseau	
  et	
  que	
   le	
  domaine	
  «	
  Linker	
  »	
  est	
  phosphorylé	
  par	
  Aurora	
  A.	
  Cette	
  

phosphorylation	
   est	
   nécessaire	
   à	
   l’association	
   de	
   Dlg.	
   Ils	
   ont	
   également	
   confirmé	
   le	
   rôle	
   de	
  

l’interaction	
  Pins(TPR)-­‐Mud	
  qui	
  avec	
  l’aide	
  du	
  DDC,	
  améliore	
  l’orientation	
  du	
  fuseau.	
  Les	
  deux	
  voies	
  

n’induisant	
  qu’une	
  orientation	
  partielle	
  du	
  fuseau,	
   ils	
  proposent	
  que	
   la	
  voie	
  Pins(Linker)-­‐Dlg-­‐Khc-­‐73	
  

fournirait	
  un	
  lien	
  statique	
  entre	
  les	
  microtubules	
  astraux	
  et	
  le	
  cortex	
  ;	
  et	
  que	
  la	
  voie	
  Pins(TPR)-­‐Mud-­‐

DDC	
   induirait	
   les	
   forces	
   de	
   traction	
   nécessaires	
   pour	
   amener	
   le	
   centrosome	
   proche	
   du	
   cortex	
  

(Johnston	
  et	
  al.,	
  2009)	
  (figure	
  14B).	
  

Enfin,	
   comme	
   décrit	
   dans	
   la	
   partie	
   II-­‐B-­‐2-­‐a,	
   un	
   grand	
   nombre	
   de	
   protéines	
   associées	
   à	
  

l’extrémité	
  (+)	
  des	
  microtubules,	
  les	
  +TIPs,	
  font	
  le	
  lien	
  entre	
  les	
  microtubules	
  astraux	
  et	
  le	
  cortex	
  et	
  

sont	
  donc	
  fortement	
  impliquées	
  dans	
  le	
  positionnement	
  du	
  fuseau.	
  Ainsi,	
  de	
  manière	
  non	
  spécifique	
  

aux	
  neuroblastes,	
  les	
  protéines	
  Msps/XMAP215	
  et	
  CLASP	
  participent	
  à	
  la	
  stabilité	
  des	
  microtubules,	
  

EB1	
  cible	
  CLIP170	
  et	
  p150glued-­‐Dynactine	
  à	
   l’extrémité	
   (+)	
  des	
  microtubules	
  par	
   leur	
  domaines	
  Cap-­‐

Gly,	
   ce	
   qui	
   impacte	
   la	
   dynamique	
   des	
   microtubules,	
   l’assemblage	
   du	
   fuseau,	
   l’activation	
   de	
   la	
  

Dynéine	
   et	
   le	
   positionnement	
   des	
   centrosomes.	
   EB1	
   lie	
   également	
   les	
   protéines	
   contenant	
   les	
  

domaines	
  SxIP	
  comme	
  APC	
  et	
  Par1	
  et	
  médie	
  leurs	
  interactions	
  aux	
  extrémités	
  (+),	
  ce	
  qui	
  influe	
  sur	
  la	
  

stabilité	
  des	
  microtubules,	
  l’organisation	
  des	
  centrosomes,	
  l’orientation	
  du	
  fuseau,	
  la	
  régulation	
  et	
  la	
  

maintenance	
   de	
   la	
   polarité	
   et	
   la	
   polymérisation	
   locale	
   de	
   l’actine.	
   Enfin,	
   EB1	
   cible	
  MCAK	
   par	
   son	
  

domaine	
   SxIP	
   à	
   l’extrémité	
   (+)	
   des	
   microtubules.	
   MCAK	
   va	
   dépolymériser	
   les	
   microtubules	
   et	
  

contrebalancer	
   l’effet	
   des	
   protéines	
   citées	
   précédemment,	
   ce	
   qui	
   pourrait	
   être	
   couplé	
   à	
   la	
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génération	
  de	
  forces	
  corticales,	
  nécessaires	
  à	
  l’orientation	
  du	
  fuseau	
  (pour	
  revue,	
  (Lu	
  and	
  Johnston,	
  

2013)).	
  

b)	
  La	
  mémoire	
  de	
  l’orientation	
  du	
  fuseau	
  lors	
  de	
  divisions	
  successives	
  

Dans	
  la	
  partie	
  précédente,	
  j’ai	
  décrit	
  comment	
  la	
  polarité	
  corticale	
  influence	
  l’orientation	
  du	
  

fuseau.	
  Cependant	
  lors	
  de	
  divisions	
  successives	
  de	
  neuroblastes	
  larvaires,	
  les	
  deux	
  centrosomes	
  sont	
  

approximativement	
   positionnés	
   selon	
   l’axe	
   apico-­‐basal	
   au	
   moment	
   de	
   la	
   rupture	
   de	
   l’enveloppe	
  

nucléaire	
   (Rebollo	
   et	
   al.,	
   2007;	
   Rusan	
   and	
   Peifer,	
   2007)	
   (figure	
   15A).	
   Le	
   fuseau	
   ne	
   subit	
   que	
   de	
  

légères	
   oscillations	
   en	
   prométaphase	
   et	
   métaphase,	
   parallèlement	
   à	
   son	
   assemblage	
   (Rusan	
   and	
  

Peifer,	
   2007).	
   Ceci	
   est	
   également	
   vrai	
   pour	
   les	
   neuroblastes	
   embryonnaires,	
   à	
   l’exception	
   de	
   la	
  

première	
   division	
   après	
   délamination	
   qui	
   présentent	
   des	
   centrosomes	
   orthogonaux	
   à	
   l’axe	
   de	
  

polarité	
  et	
  un	
  fuseau	
  qui	
  exécute	
  une	
  rotation	
  de	
  90°	
  pendant	
   la	
  prométaphase	
  (Kaltschmidt	
  et	
  al.,	
  

2000;	
   Rebollo	
   et	
   al.,	
   2009).	
   Les	
   deux	
   études	
   de	
   2007	
   ont	
   également	
   révélé	
   un	
   comportement	
  

stéréotypé	
  des	
   centrosomes	
  :	
   la	
   séparation	
  apparaît	
   relativement	
   tôt	
  en	
   interphase	
  et	
  dès	
   lors,	
  un	
  

des	
  centrosomes	
  garde	
  le	
  pouvoir	
  de	
  nucléation	
  et	
  reste	
  associé	
  au	
  cortex	
  apical	
  durant	
  tout	
  le	
  cycle	
  

cellulaire	
   alors	
   que	
   le	
   second	
   centrosome,	
   hautement	
   mobile,	
   ne	
   nuclée	
   pas	
   ou	
   peu	
   de	
  

microtubules	
  ;	
   il	
   rejoint	
   la	
  partie	
  basale	
  de	
   la	
  cellule	
  et	
  gagne	
  son	
  potentiel	
  de	
  nucléation	
  quelques	
  

minutes	
  avant	
  la	
  rupture	
  de	
  l’enveloppe	
  nucléaire.	
  En	
  2011,	
  Januschke	
  et	
  collaborateurs	
  dissèquent	
  

le	
   cycle	
   du	
   centrosome	
   du	
   neuroblaste	
   et	
   découvrent	
   qu’immédiatement	
   après	
   la	
   cytokinèse,	
   les	
  

deux	
  centrioles	
  se	
  séparent	
  (avant	
  la	
  duplication)	
  et	
  le	
  centriole	
  le	
  plus	
  âgé	
  est	
  ségrégé	
  dans	
  la	
  GMC	
  

alors	
  que	
  le	
  plus	
  jeune	
  est	
  retenu	
  par	
  le	
  neuroblaste	
  (Januschke	
  et	
  al.,	
  2011)	
  (figure	
  15A).	
  Ce	
  résultat	
  

confirme	
  une	
  étude	
  publiée	
  en	
  2010	
  qui	
  montre	
  qu’en	
  utilisant	
  un	
  marqueur	
  GFP-­‐PACT,	
  qui	
  marque	
  

plus	
   intensément	
   les	
  centrioles	
   les	
  plus	
  vieux,	
   le	
  centriole	
  père	
  est	
  hérité	
  par	
   la	
  GMC	
  (Conduit	
  and	
  

Raff,	
   2010).	
   Un	
   phénomène	
   similaire	
   avait	
   été	
   déjà	
   observé	
   dans	
   la	
   lignée	
   germinale	
   mâle	
   de	
   la	
  

Drosophile,	
   à	
   la	
   différence	
   que	
   c’est	
   le	
   centrosome	
   père	
   qui	
   est	
   retenu	
   dans	
   la	
   cellule	
   souche	
  

(Yamashita	
  et	
  al.,	
  2007).	
  	
  

Dans	
  le	
  neuroblaste,	
  Polo	
  (Rusan	
  and	
  Peifer,	
  2007),	
  la	
  Centrosomine	
  (Conduit	
  and	
  Raff,	
  2010)	
  

et	
   la	
  Centrobine	
   (Januschke	
  et	
  al.,	
  2011)	
   sont	
   spécifiquement	
  associées	
  au	
  centrosome	
   fils	
   tout	
  au	
  

long	
   du	
   cycle	
   alors	
   que	
   le	
   centrosome	
   père	
   en	
   est	
   dépourvu	
   pendant	
   une	
   partie	
   de	
   l’interphase	
  

(figure	
   15B).	
   Ceci	
   implique	
   une	
   régulation	
   différentielle	
   de	
   la	
   maturation	
   des	
   centrosomes.	
   Deux	
  

études	
  ont	
  éclairci	
  le	
  phénomène.	
  Il	
  a	
  tout	
  d’abord	
  été	
  montré	
  que	
  la	
  Centrobine,	
  phosphorylée	
  par	
  

Polo	
  est	
  suffisante	
  pour	
  permettre	
  au	
  centrosome	
  fils	
  de	
  garder	
  son	
  pouvoir	
  de	
  nucléation.	
  De	
  plus,	
  

une	
  protéine	
  de	
   fusion	
  Centrobine-­‐PACT,	
  ectopiquement	
  adressée	
  au	
  centrosome	
  père,	
   induit	
  une	
  

nucléation	
  par	
  ce	
  centrosome	
  durant	
  tout	
  le	
  cycle	
  cellulaire	
  (Januschke	
  et	
  al.,	
  2013).	
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Figure	
  15	
  :	
  Le	
  cycle	
  du	
  centrosome	
  dans	
  le	
  neuroblaste	
  larvaire.	
  

A.	
  En	
  interphase,	
  le	
  centrosome	
  fils	
  garde	
  son	
  pouvoir	
  de	
  nucléation	
  et	
  reste	
  associé	
  au	
  cortex	
  apical,	
  
alors	
   que	
   le	
   centrosome	
   père	
   est	
   hautement	
   mobile	
   et	
   ne	
   nuclée	
   pas	
   ou	
   peu	
   de	
   microtubules.	
  
Quelques	
   minutes	
   avant	
   la	
   prophase,	
   le	
   centrosome	
   père	
   se	
   trouve	
   dans	
   la	
   partie	
   basale	
   du	
  
neuroblaste.	
  Il	
  recrute	
  alors	
  le	
  PCM	
  et	
  commence	
  à	
  nucléer	
  des	
  microtubules.	
  A	
  l’issue	
  de	
  la	
  mitose,	
  
le	
  centrosome	
  père	
  est	
  hérité	
  par	
  la	
  GMC	
  et	
  le	
  centrosome	
  fils	
  par	
  le	
  neuroblaste.	
  Dès	
  la	
  télophase,	
  
les	
   centrioles	
   se	
   séparent.	
   B.	
   En	
   interphase,	
   le	
   centriole	
   père	
   (rouge)	
   et	
   le	
   centriole	
   grand	
   père	
  
(orange)	
   sont	
   déjà	
   séparés	
   et	
   se	
   dupliquent.	
   Le	
   centriole	
   père	
   est	
   enrichi	
   des	
   protéines	
   Polo,	
  
Centrobine,	
  Centrosomine	
  et	
  γ-­‐tubuline	
  (centrosome	
  fils)	
  par	
  rapport	
  au	
  centriole	
  grand	
  père	
  qui	
  est	
  
enrichi	
  de	
  PLP	
   (centrosome	
  père).	
  Quelques	
  minutes	
  avant	
   l’entrée	
  en	
  mitose,	
   le	
  centrosome	
  père	
  
assemble	
   un	
   matériel	
   péricentriolaire	
   mature	
   et	
   est	
   capable	
   de	
   nucléer	
   des	
   microtubules.	
   En	
  
télophase,	
   les	
  deux	
  centrioles	
  du	
  neuroblaste	
   se	
   séparent,	
   le	
   centriole	
   fils	
   reste	
  apical	
   alors	
  que	
   le	
  
centriole	
  père	
  perd	
  son	
  pouvoir	
  de	
  nucléation	
  et	
  devient	
  mobile	
  dans	
  le	
  cytoplasme.	
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A	
   l’inverse,	
   la	
   protéine	
   PLP	
   (Pericentrin-­‐Like	
   Protein)	
   est	
   enrichi	
   au	
   niveau	
   du	
   centrosome	
  

père	
   et	
   a	
   pour	
   rôle	
   d’empêcher	
   la	
   maturation	
   trop	
   rapide	
   de	
   celui-­‐ci	
   (figure	
   15B).	
   En	
   effet,	
   des	
  

neuroblastes	
  mutants	
   pour	
  plp	
  montrent	
   des	
   niveaux	
   comparables	
   de	
   Polo	
   et	
   γ-­‐tubuline	
   entre	
   les	
  

deux	
   centrosomes.	
   De	
   plus,	
   l’expression	
   ectopique	
   de	
   Centrobine	
   au	
   centrosome	
   père	
   rend	
   la	
  

distribution	
  de	
  PLP	
   symétrique	
  entre	
   les	
   deux	
   centrosomes	
   (Lerit	
   and	
  Rusan,	
   2013).	
   Le	
  pouvoir	
   de	
  

nucléation	
  du	
  centrosome	
  semble	
  donc	
  être	
  régulé	
  positivement	
  par	
  la	
  Centrobine	
  et	
  négativement	
  

par	
  PLP.	
  Cependant,	
  la	
  relation	
  entre	
  la	
  Centrobine,	
  PLP	
  et	
  Polo	
  n’est	
  pas	
  claire.	
  Enfin	
  il	
  est	
  important	
  

de	
  noter	
  que	
  malgré	
  quelques	
  défauts	
  d’assemblage	
  du	
   fuseau,	
  de	
  séparation	
  des	
  centrosomes	
  en	
  

prophase	
  et	
   des	
   centrosomes	
   surnuméraires	
   lors	
   la	
   déplétion	
  de	
  plp,	
   la	
   division	
   asymétrique	
  n’est	
  

pas	
  perturbée	
  (Lerit	
  and	
  Rusan,	
  2013).	
  Pour	
  finir,	
  Pins	
  serait	
  indispensable	
  au	
  pouvoir	
  de	
  nucléation	
  

du	
   centrosome	
   fils	
   (Januschke	
   et	
   al.,	
   2013;	
   Rebollo	
   et	
   al.,	
   2007).	
   Malgré	
   ces	
   études,	
   des	
   zones	
  

d’ombres	
   demeurent	
   concernant	
   les	
   interactions	
   fonctionnelles	
   entre	
   Polo,	
   la	
   Centrobine	
   et	
   PLP,	
  

mais	
  également	
  le	
  rôle	
  de	
  Pins	
  dans	
  la	
  nucléation	
  du	
  centrosome	
  fils.	
  	
  

Même	
   si	
   la	
   division	
   asymétrique	
  n’est	
   pas	
   bouleversée	
   lorsque	
   le	
   cycle	
   du	
   centrosome	
  est	
  

modifié	
  (mutants	
  plp	
  ou	
  centrobine),	
  il	
  a	
  été	
  montré	
  que	
  le	
  pouvoir	
  de	
  nucléation	
  du	
  centrosome	
  fils	
  

est	
   important	
   pour	
   le	
   maintien	
   de	
   l’axe	
   de	
   division	
   lors	
   de	
   mitoses	
   successives	
   (Januschke	
   and	
  

Gonzalez,	
  2010).	
  En	
  dépolymérisant	
  transitoirement	
  les	
  microtubules	
  avec	
  de	
  la	
  Colcémide	
  pendant	
  

l’interphase,	
  les	
  deux	
  centrosomes	
  sont	
  détachés	
  du	
  cortex	
  et	
  indiscernables.	
  Lorsque	
  la	
  nucléation	
  

des	
   microtubules	
   est	
   rétablie,	
   les	
   centrosomes	
   dictent	
   une	
   nouvelle	
   polarité	
   qui	
   conduit	
   à	
   une	
  

division	
  indépendante	
  de	
  l’axe	
  de	
  la	
  précédente.	
  Sans	
  nouvelle	
  action	
  de	
  la	
  Colcémide,	
  cette	
  nouvelle	
  

polarité	
  restera	
  permanente	
  pour	
  les	
  prochaines	
  divisions.	
  Cette	
  perte	
  de	
  fidélité	
  de	
  la	
  polarité	
  peut	
  

également	
   être	
   observée	
   entre	
   chaque	
   cycle	
   de	
   neuroblastes	
   mutants	
   où	
   les	
   centrosomes	
   sont	
  

altérés,	
   lors	
   de	
   la	
   perte	
   de	
   fonction	
   de	
   sas-­‐4,	
   asl,	
   pins	
   et	
   polo.	
   Le	
   réseau	
   de	
   microtubule	
  

interphasique	
  organisé	
  par	
  le	
  centrosome	
  fils	
  semble	
  donc	
  requis	
  pour	
  la	
  fidélité	
  de	
  l’orientation	
  du	
  

fuseau	
  d’une	
  mitose	
  à	
  la	
  suivante.	
  

B	
   -­‐	
   L’homéostasie	
   du	
   système	
   nerveux	
   central	
   larvaire	
   et	
   ses	
  

dérèglements	
  

De	
   nombreuses	
   protéines	
   impliquées	
   dans	
   la	
   polarité	
   et	
   l’orientation	
   du	
   fuseau	
   sont	
  

indispensables	
  à	
  la	
  division	
  cellulaire	
  asymétrique.	
  Lors	
  d’un	
  dérèglement	
  de	
  la	
  polarité	
  cellulaire	
  ou	
  

de	
   l’orientation	
   du	
   fuseau,	
   ceci	
   peut	
   mener	
   à	
   une	
   division	
   symétrique	
   et	
   exponentielle	
   des	
  

neuroblastes,	
  au	
  détriment	
  de	
  la	
  génération	
  de	
  cellules	
  s’engageant	
  vers	
  la	
  différenciation	
  (Knoblich,	
  

2010;	
  Morin	
  and	
  Bellaiche,	
  2011).	
  Ainsi,	
  lors	
  de	
  la	
  perte	
  de	
  fonction	
  de	
  Mud,	
  l’orientation	
  du	
  fuseau	
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est	
  aléatoire	
  mais	
   la	
  polarité	
  est	
   inchangée	
  ;	
  donc,	
   lorsque	
   le	
   fuseau	
  est	
  parfaitement	
  orthogonal	
  à	
  

l’axe	
   apico-­‐basal,	
   les	
   déterminants	
   sont	
   ségrégés	
   symétriquement	
   dans	
   les	
   deux	
   cellules	
   filles,	
  

donnant	
   irrémédiablement	
   naissance	
   à	
   deux	
  neuroblastes.	
  De	
  même,	
   dans	
   le	
   cas	
   où	
   le	
   fuseau	
  est	
  

orienté	
   de	
   façon	
   oblique	
   par	
   rapport	
   à	
   l’axe	
   apico-­‐basal,	
   si	
   le	
   pôle	
   apical	
   est	
   hérité	
   par	
   les	
   deux	
  

cellules	
  filles,	
   la	
  division	
  donnera	
  deux	
  neuroblastes,	
  même	
  si	
  une	
  seule	
  des	
  cellules	
  filles	
  hérite	
  de	
  

tous	
   les	
   déterminants	
   basaux.	
   Seule	
   une	
   surexpression	
   de	
   Prospero	
   permet	
   d’induire	
   la	
  

différenciation	
  des	
  cellules	
  filles	
  menant	
  à	
  une	
  réduction	
  importante	
  du	
  nombre	
  de	
  neuroblastes	
  du	
  

SNC	
  (Cabernard	
  and	
  Doe,	
  2009).	
  Cette	
  étude	
  prouve	
  donc	
  que	
  c’est	
  le	
  ratio	
  des	
  déterminants	
  apicaux	
  

par	
   rapport	
   aux	
   déterminants	
   basaux	
   qui	
   spécifie	
   l’identité	
   neuroblaste	
   ou	
   GMC.	
   Enfin,	
   certains	
  

gènes	
  requis	
  exclusivement	
  pour	
  le	
  lignage	
  des	
  neuroblastes	
  de	
  type	
  II	
  vont	
  entrainer	
  un	
  surnombre	
  

dans	
  la	
  population	
  des	
  neuroblastes	
  (Weng	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Zhu	
  et	
  al.,	
  2011).	
  Le	
  nombre	
  de	
  neuroblastes	
  

dans	
   le	
   tissu,	
   le	
   contrôle	
   de	
   leur	
   lignage	
   et	
   de	
   leur	
   prolifération	
   vont	
   donc	
   avoir	
   un	
   impact	
   sur	
  

l’hémostasie	
  du	
  tissu	
  en	
  contrôlant	
  la	
  balance	
  entre	
  auto-­‐renouvellement	
  et	
  différenciation.	
  	
  

Le	
  SNC	
  larvaire	
  constitue	
  donc	
  un	
  modèle	
  de	
  choix	
  pour	
  étudier	
  le	
  dérèglement	
  des	
  cellules	
  

souches	
   et	
   l’effet	
   tumorigène	
   qui	
   en	
   découle.	
   Caussinus	
   et	
   Gonzalez	
   amènent	
   la	
   preuve	
   de	
   ce	
  

concept	
   en	
   2005	
  :	
   l’injection	
   de	
   morceaux	
   de	
   SNC	
   larvaires	
   mutants	
   pour	
   pins,	
  miranda,	
   numb,	
  

prospero	
  ou	
  brat	
  dans	
  l’abdomen	
  de	
  mouches	
  sauvages	
  va	
  entrainer	
  une	
  surprolifération	
  du	
  greffon.	
  

Ces	
  tumeurs	
  peuvent	
  donner	
  des	
  métastases	
  et	
  entrainer	
  la	
  mort	
  de	
  la	
  mouche	
  hôte	
  (Caussinus	
  and	
  

Gonzalez,	
   2005).	
   Ils	
   ont	
   également	
  montré	
   que	
   ces	
   tumeurs	
   immortalisées	
   acquièrent	
   au	
   fur	
   et	
   à	
  

mesure	
   une	
   instabilité	
   génétique	
   et	
   des	
   altérations	
   des	
   centrosomes,	
   deux	
   caractéristiques	
  

tumorales	
   absentes	
   des	
   tumeurs	
   primaires.	
   Il	
   a	
   été	
   confirmé	
  quelques	
   années	
   plus	
   tard	
   que	
   cette	
  

instabilité	
   génétique	
   n’est	
   qu’une	
   conséquence	
   de	
   la	
   transformation	
   des	
   cellules	
  :	
   en	
   utilisant	
   le	
  

même	
  test,	
  des	
  greffons	
  avec	
  des	
  mutations	
  propices	
  aux	
  instabilités	
  génétiques	
  ne	
  causent	
  pas	
  de	
  

croissance	
  tumorale	
  (Castellanos	
  et	
  al.,	
  2008).	
  Ce	
  sont	
  davantage	
  les	
  greffons	
  portant	
  des	
  mutations	
  

entrainant	
  des	
  disfonctionnements	
  des	
  centrosomes	
  (sas-­‐4,	
  asl,	
  polo,	
  aurA,	
  sak	
  et	
  sas-­‐6)	
  qui	
  créent	
  

des	
  tumeurs	
  dans	
   l’abdomen	
  des	
  mouches	
  hôtes.	
  Ces	
  études	
  montrent	
  donc	
  que	
  c’est	
  une	
  rupture	
  

dans	
   l’asymétrie	
   de	
   division	
   des	
   cellules	
   souches	
   qui	
   va	
   être	
   causale	
   pour	
   la	
   formation	
   de	
   tumeur	
  

dans	
  le	
  SNC	
  de	
  la	
  Drosophile,	
  et	
  non	
  l’aneuploïdie.	
  

Comme	
   suggéré	
   précédemment,	
   la	
   voie	
   Notch	
   tend	
   à	
   promouvoir	
   la	
   prolifération	
   des	
  

neuroblastes.	
  Une	
  étude	
  publiée	
  en	
  2011	
  montre	
  qu’une	
  augmentation	
  de	
  la	
  signalisation	
  Notch	
  va	
  

promouvoir	
   la	
   croissance	
   et	
   la	
   dédifférenciation	
   des	
   INPs	
   en	
   neuroblastes,	
   ce	
   qui	
   peut	
   être	
  

contrebalancé	
  par	
   la	
  perte	
  de	
   fonction	
  du	
   facteur	
  d’élongation	
  4E	
   (eIF4E),	
   spécifiquement	
  pour	
   les	
  

neuroblastes	
   au	
   comportement	
   anormal.	
   Ce	
   facteur	
   d’élongation	
   est	
   surexprimé	
   dans	
   les	
   INPs	
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dédifférenciés	
   et	
   se	
   trouve	
   dans	
   une	
   boucle	
   d’auto-­‐amplification	
   avec	
   dMyc	
   pour	
   promouvoir	
   la	
  

croissance	
  cellulaire,	
  menant	
  à	
  la	
  génération	
  de	
  neuroblastes	
  ectopiques	
  (Song	
  and	
  Lu,	
  2011).	
  

Le	
  SNC	
  larvaire	
  de	
  la	
  Drosophile	
  est	
  donc	
  un	
  excellent	
  modèle	
  d’étude	
  pour	
  comprendre	
  les	
  

rouages	
   de	
   la	
   tumorigénèse	
   par	
   dérèglement	
   de	
   l’asymétrie	
   de	
   division	
   ou	
   du	
   lignage	
   des	
   cellules	
  

souches.	
  Cependant,	
  il	
  faut	
  également	
  noter	
  que	
  les	
  mécanismes	
  de	
  polarité	
  cellulaire	
  et	
  orientation	
  

du	
  fuseau	
  ont	
  également	
  participé	
  à	
  la	
  compréhension	
  du	
  développement	
  du	
  système	
  nerveux	
  chez	
  

les	
  mammifères	
  et	
  les	
  désordres	
  qui	
  peuvent	
  y	
  être	
  associés.	
  En	
  effet,	
  lors	
  du	
  développement	
  neural	
  

des	
  mammifères,	
  les	
  cellules	
  gliales	
  subissent	
  d’abord	
  une	
  phase	
  proliférative	
  par	
  division	
  symétrique	
  

planaire,	
  suivie	
  d’une	
  phase	
  neurogénique	
  caractérisée	
  par	
  des	
  divisions	
  asymétriques.	
  Lors	
  de	
  cette	
  

phase,	
  l’orientation	
  du	
  fuseau	
  n’est	
  plus	
  planaire	
  et	
  la	
  division	
  asymétrique	
  donne	
  naissance	
  à	
  deux	
  

cellules	
  différentes	
  :	
  une	
  cellule	
  gliale	
  et	
  un	
  neurone	
   (neurogénèse	
  directe),	
  ou	
  une	
  cellule	
  gliale	
  et	
  

un	
   précurseur	
   intermédiaire	
   (neurogénèse	
   indirecte,	
   qui	
   ressemble	
   au	
   mode	
   de	
   division	
   des	
  

neuroblastes	
  de	
  type	
  I)	
  ou	
  encore	
  une	
  cellule	
  gliale	
  et	
  une	
  cellule	
  gliale	
  externe.	
  Dans	
  ce	
  dernier	
  cas,	
  

la	
  cellule	
  gliale	
  externe	
  peut	
  se	
  diviser	
  asymétriquement	
  en	
  une	
  nouvelle	
  cellule	
  gliale	
  externe	
  et	
  un	
  

précurseur	
  intermédiaire	
  ;	
  ceci	
  ressemble	
  fortement	
  au	
  lignage	
  des	
  neuroblastes	
  de	
  type	
  II	
  (Homem	
  

and	
   Knoblich,	
   2012).	
   De	
   nombreux	
   gènes	
   impliqués	
   dans	
   l’orientation	
   du	
   fuseau	
   sont	
   donc	
  mutés	
  

dans	
   les	
   pathologies	
   du	
   cerveau	
   comme	
   la	
   microcéphalie,	
   la	
   lissencéphalie	
   et	
   la	
   maladie	
   de	
  

Huntington.	
  A	
  l’heure	
  actuelle,	
  il	
  est	
  cependant	
  impossible	
  de	
  déterminer	
  si	
  les	
  défauts	
  d’orientation	
  

du	
  fuseau	
  sont	
   la	
  cause,	
  un	
   facteur	
  aggravant	
  ou	
  une	
  conséquence	
  secondaire	
  de	
  ces	
  maladies.	
  En	
  

effet,	
   la	
   plupart	
   de	
   ces	
   gènes	
   associés	
   à	
   ces	
   pathologies	
   peuvent	
   aussi	
   jouer	
   sur	
   l’apoptose,	
   le	
  

contrôle	
   de	
   la	
   croissance	
   cellulaire,	
   la	
   ségrégation	
   des	
   chromosomes,	
   la	
   ciliogénèse	
   et	
   d’autres	
  

phénomènes	
   liés	
   aux	
   microtubules	
   (transport	
   intracellulaire	
   ou	
   migration	
   cellulaire).	
   De	
   façon	
  

intéressante,	
  ces	
  processus	
  sont	
  également	
  impliqués	
  dans	
  les	
  cancers	
  ou	
  les	
  maladies	
  neurologiques	
  

(Noatynska	
  et	
  al.,	
  2012).	
  

IV	
  -­‐	
  Objectifs	
  de	
  thèse	
  

A	
  l’heure	
  actuelle,	
  de	
  nombreuses	
  protéines	
  sont	
  connues	
  pour	
   leur	
  rôle	
  dans	
   l’assemblage	
  

du	
   fuseau	
   ou	
   son	
   positionnement.	
   Ces	
   protéines,	
   décrites	
   pour	
   des	
   activités	
   variées	
   sur	
   les	
  

microtubules,	
  dressent	
  un	
  tableau	
  de	
  plus	
  en	
  plus	
  précis	
  des	
  rouages	
  de	
  la	
  mitose.	
  

Lors	
   de	
   nombreuses	
   études	
   protéomiques,	
   plusieurs	
   centaines	
   de	
   protéines	
   ont	
   été	
  

identifiées	
   sur	
   la	
  base	
  de	
   leur	
   interaction	
  plus	
  ou	
  moins	
  directe	
  avec	
   les	
  microtubules.	
   Le	
  point	
  de	
  

départ	
   de	
   mon	
   sujet	
   de	
   thèse	
   repose	
   sur	
   un	
   principe	
  	
   général.	
  L’interaction	
   de	
   bon	
   nombre	
   de	
  



 

	
   	
  60	
  

protéines	
  avec	
  les	
  microtubules	
  reflète	
  probablement	
  une	
  fonction.	
  Ainsi	
  la	
  très	
  grande	
  majorité	
  des	
  

régulateurs	
   de	
   l’assemblage	
   du	
   fuseau	
   connus	
   jusqu’à	
   ce	
   jour	
   sont	
   associés	
   plus	
   ou	
   moins	
  

directement	
   avec	
   les	
   microtubules.	
   L’objectif	
   de	
   ma	
   thèse	
   était	
   donc	
   de	
   mettre	
   en	
   évidence	
   de	
  

nouvelles	
  protéines	
  régulant	
  la	
  dynamique	
  des	
  microtubules,	
  l’assemblage	
  du	
  fuseau	
  mitotique	
  et/ou	
  

son	
  orientation.	
  

Pour	
   cela,	
   le	
   laboratoire	
   avait	
   isolé	
   avant	
   mon	
   arrivée	
   855	
   protéines	
   associées	
   aux	
  

microtubules	
   au	
   cours	
   de	
   l’embryogénèse	
   de	
   la	
   Drosophile.	
   Un	
   crible	
   par	
   ARNi	
   dans	
   le	
   système	
  

nerveux	
  central	
   larvaire	
  visant	
  à	
   identifier	
  de	
  nouveaux	
  régulateurs	
  de	
   la	
  mitose,	
  nous	
  a	
  permis	
  de	
  

retenir	
  18	
  protéines.	
  Au	
  cours	
  de	
  ma	
  thèse,	
  j’ai	
  étudié	
  la	
  fonction	
  de	
  l‘une	
  d’elles	
  :	
  MAP7/Ensconsine.	
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Résultats	
  -­‐	
  Caractérisation	
  du	
  rôle	
  

d’Ensconsine/MAP7	
  dans	
  la	
  

dynamique	
  des	
  microtubules	
  et	
  des	
  

centrosomes	
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I	
  -­‐	
  L’approche	
  protéomique	
  et	
  le	
  crible	
  par	
  ARNi	
  

La	
   première	
   étape	
   a	
   été	
   d’identifier	
   par	
   spectrométrie	
   de	
   masse	
   l’interactome	
   des	
  

microtubules	
  de	
  l’embryon	
  de	
  Drosophile.	
  Des	
  extractions	
  protéiques	
  d’embryons	
  synchronisés	
  entre	
  

0	
  et	
  2	
  heures	
  après	
   la	
  ponte	
   (échantillon	
  mitotique),	
  et	
  2	
  et	
  17	
  heures	
  après	
   la	
  ponte	
   (échantillon	
  

interphasique)	
  ont	
  été	
  supplémentés	
  de	
  GTP	
  et	
  Taxol,	
  favorisant	
  la	
  polymérisation	
  et	
  la	
  stabilité	
  des	
  

microtubules.	
   Après	
   ultracentrifugation	
   sur	
   un	
   coussin	
   de	
   glycérol,	
   les	
   microtubules	
   et	
   protéines	
  

associées	
  sont	
  dans	
  le	
  culot.	
  Après	
  spectrométrie	
  de	
  masse	
  sur	
  les	
  deux	
  culots,	
  plus	
  de	
  850	
  protéines	
  

ont	
  été	
  identifiées.	
  Grâce	
  aux	
  nombres	
  de	
  peptides	
  détectés	
  pour	
  chaque	
  protéine	
  (spectral	
  counts),	
  

il	
   est	
   possible	
   de	
   quantifier	
   l’abondance	
   relative	
   sur	
   les	
   microtubules	
   mitotiques	
   (échantillon	
   0-­‐2	
  

heures)	
   par	
   rapport	
   aux	
  microtubules	
   en	
   interphase	
   (2-­‐17	
   heures)	
   de	
   chacune	
   des	
   protéines.	
   Les	
  

protéines	
   identifiées	
  ont	
  pu	
  être	
   triées	
  en	
   trois	
  catégories	
  selon	
   leur	
  affinité	
  pour	
   les	
  microtubules	
  

mitotiques	
  et	
   interphasiques.	
  Sont	
  considérées	
  comme	
  enrichies	
  dans	
  un	
  échantillon,	
   les	
  protéines	
  

au	
   moins	
   cinq	
   fois	
   plus	
   présentes	
   dans	
   un	
   culot	
   par	
   rapport	
   à	
   l’autre.	
   Ainsi,	
   187	
   protéines	
   sont	
  

enrichies	
  avec	
  les	
  microtubules	
  interphasiques,	
  127	
  avec	
  les	
  microtubules	
  mitotiques	
  et	
  541	
  ne	
  sont	
  

pas	
  significativement	
  enrichies	
  dans	
  l’un	
  ou	
  l’autre	
  des	
  échantillons.	
  

En	
   excluant	
   les	
   protéines	
   spécifiquement	
   enrichies	
   en	
   interphase,	
   nous	
   avons	
   sélectionné	
  

pour	
  le	
  crible	
  par	
  ARNi,	
  parmi	
  668	
  protéines,	
  96	
  gènes	
  pour	
  lesquels	
  aucun	
  rôle	
  en	
  mitose	
  n’avait	
  été	
  

caractérisé.	
   Le	
   crible,	
   basé	
   sur	
   le	
   système	
   UAS-­‐Gal4	
   (Brand	
   and	
   Perrimon,	
   1993),	
   a	
   été	
   réalisé	
   en	
  

croisant	
  des	
  Drosophiles	
  femelles	
  exprimant	
  Gal4	
  spécifiquement	
  dans	
  le	
  système	
  nerveux	
  central	
  en	
  

plus	
   d’un	
   répresseur	
   de	
   Gal4	
   thermosensible	
   avec	
   des	
   mâles	
   issus	
   de	
   lignées	
   commerciales	
  

exprimant	
   la	
   séquence	
   d’ARNi	
   sous	
   le	
   contrôle	
   du	
   promoteur	
   UAS.	
   La	
   génération	
   F1,	
   d’abord	
  

entretenue	
   à	
   une	
   température	
   de	
   20°C	
   était	
   déplacée	
   à	
   29°C,	
   ce	
   qui	
   rend	
   le	
   répresseur	
   de	
   Gal4	
  

inactif	
   et	
   donc	
   l’ARNi	
   efficace.	
   Le	
   changement	
   de	
   température	
   était	
   effectué	
   au	
   stade	
   larvaire	
   L1,	
  

permettant	
  d’éviter	
  une	
  létalité	
  trop	
  précoce.	
  Pour	
  les	
  96	
  candidats,	
  en	
  plus	
  de	
  la	
  létalité,	
  trois	
  types	
  

de	
   phénotype	
   étaient	
   observés	
   par	
   microscopie	
  suite	
   à	
   leur	
   perte	
   de	
   fonction	
   :	
   (1)	
   une	
   hyper-­‐

condensation	
   des	
   chromosomes	
   qui	
   est	
   le	
   signe	
   d’un	
   délai	
   en	
  mitose,	
   (2)	
   l’assemblage	
   du	
   fuseau	
  

mitotique	
   et	
   (3)	
   l’orientation	
   du	
   fuseau	
   par	
   rapport	
   à	
   l’axe	
   apico-­‐basal.	
   Parmi	
   les	
   18	
   candidats,	
  

sélectionnés	
  sur	
   la	
  base	
  de	
   leur	
   interaction	
  avec	
   les	
  microtubules	
  et	
  du	
  phénotype	
  mitotique,	
  nous	
  

avons	
  focalisé	
  notre	
  attention	
  sur	
  Ensconsine.	
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II	
  -­‐	
  La	
  protéine	
  Ensconsine	
  

Ensconsine,	
  également	
  appelée	
  E-­‐MAP-­‐115	
  ou	
  MAP7,	
  a	
  initialement	
  été	
  découverte	
  en	
  1993	
  

et	
   a	
   été	
   nommée	
   E-­‐MAP-­‐115	
   de	
   part	
   son	
   abondance	
   dans	
   les	
   cellules	
   épithéliales	
   humaines	
   en	
  

culture	
  et	
  pour	
  sa	
  masse	
  moléculaire	
  de	
  115	
  kDa	
  (Masson	
  and	
  Kries,	
  1993).	
  E-­‐MAP-­‐115	
  est	
  dès	
  lors	
  

caractérisée	
   comme	
   une	
  MAP	
  :	
   elle	
   décore	
   les	
   microtubules	
   et	
   sédimente	
   avec	
   des	
   microtubules	
  

polymérisés	
  à	
  partir	
  d’extraits	
   cellulaires	
   supplémentés	
  en	
  Taxol.	
   Il	
   est	
   également	
  mis	
  en	
  évidence	
  

dans	
  cette	
  étude	
  que	
  le	
  domaine	
  de	
  liaison	
  aux	
  microtubules	
  se	
  situe	
  en	
  N-­‐terminal	
  de	
  la	
  protéine	
  et	
  

que	
  sa	
  surexpression	
  est	
  suffisante	
  pour	
  bloquer	
  l’effet	
  du	
  Nocodazole	
  et	
  stabiliser	
  les	
  microtubules.	
  

Parallèlement,	
  cette	
  même	
  protéine	
  a	
  été	
  identifiée	
  sous	
  le	
  nom	
  d’Ensconsine	
  à	
  cause	
  de	
  sa	
  liaison	
  

forte	
  aux	
  microtubules	
  et	
  son	
  possible	
  rôle	
  dans	
  leur	
  stabilité	
  (Bulinski	
  and	
  Bossler,	
  1994).	
  Le	
  verbe	
  

«	
  to	
  ensconce	
  »	
  pourrait	
  être	
   traduit	
  en	
   français	
  par	
  «	
  se	
  caler	
  »	
  ou	
  «	
  s’installer	
  confortablement	
  ».	
  

En	
  1995,	
  Masson	
  &	
  Kries	
  montrent	
  que	
  l’association	
  d’E-­‐MAP-­‐115	
  sur	
  les	
  microtubules	
  varie	
  au	
  cours	
  

du	
  cycle	
  cellulaire	
  :	
  en	
  prophase,	
  son	
  association	
  aux	
  microtubules	
  est	
  très	
  faible	
  puis	
  elle	
  augmente	
  

progressivement	
  en	
  même	
  temps	
  que	
  la	
  mitose	
  progresse	
  jusqu’à	
  atteindre	
  son	
  plus	
  fort	
  niveau	
  en	
  

interphase.	
   Sa	
   perte	
   d’affinité	
   semble	
   être	
   corrélée	
   avec	
   sa	
   phosphorylation	
   (Masson	
   and	
   Kries,	
  

1995).	
  	
  

Quelques	
   années	
   plus	
   tard,	
   une	
   nouvelle	
   étude	
   a	
   été	
   publiée,	
   décrivant	
   la	
   dynamique	
  

d’Ensconsine	
   in	
   vivo.	
   En	
   utilisant	
   la	
   version	
   pleine	
   longueur	
   ou	
   seulement	
   le	
   N-­‐terminal	
   de	
   la	
  

protéine,	
  fusionnées	
  à	
  la	
  GFP,	
  les	
  auteurs	
  ont	
  montré	
  qu’Ensconsine	
  s’associe	
  dynamiquement	
  avec	
  

la	
   paroi	
   des	
   microtubules	
   in	
   vivo	
   tout	
   au	
   long	
   du	
   cycle	
   cellulaire,	
   n’affectant	
   cependant	
   pas	
   leur	
  

dynamique	
  (Faire	
  et	
  al.,	
  1999).	
  Les	
  auteurs	
  proposent	
  que	
  l’effet	
  stabilisateur	
  décrit	
  quelques	
  années	
  

plus	
   tôt	
   soit	
   simplement	
   un	
   artéfact	
   d’une	
   surexpression	
   trop	
   forte.	
   Enfin	
   en	
   2011,	
   une	
   étude	
  

confirme	
  en	
  cellules	
  humaines	
  le	
  rôle	
  du	
  domaine	
  N-­‐terminal	
  dans	
  la	
  liaison	
  avec	
  les	
  microtubules	
  et	
  

le	
   rôle	
   de	
   MAP7/Mdp3	
   dans	
   la	
   stabilité	
   des	
   microtubules	
   après	
   traitement	
   par	
   le	
   froid	
   ou	
   au	
  

Nocodazole.	
   Ils	
  ont	
  également	
  montré	
  que	
  sa	
  surexpression	
  augmente	
  la	
  stabilité	
  des	
  microtubules	
  

(Sun	
  et	
  al.,	
  2011).	
  

Chez	
  la	
  souris,	
   le	
  KO	
  d’E-­‐MAP-­‐115	
  n’est	
  pas	
   létal,	
  certainement	
  grâce	
  à	
   la	
  présence	
  de	
  trois	
  

paralogues	
  :	
  MAP7	
  D1,	
  2	
  et	
  3.	
  Cependant	
  sa	
  perte	
  de	
  fonction	
  entraine	
  une	
  stérilité	
  des	
  mâles,	
  ce	
  qui	
  

est	
   en	
   accord	
   avec	
   sa	
   forte	
   expression	
   dans	
   les	
   testicules.	
   Connue	
   pour	
   son	
   association	
   aux	
  

microtubules	
   et	
   son	
   effet	
   stabilisateur,	
   ceci	
   pourrait	
   expliquer	
   l’organisation	
   anormale	
   des	
  

microtubules	
   dans	
   les	
   spermatides	
   et	
   les	
   cellules	
   de	
   Sertoli,	
  menant	
   à	
   la	
   stérilité	
   (Komada.	
   et	
   al.,	
  

2000).	
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Chez	
   la	
   Drosophile,	
   deux	
   domaines	
   d’Ensconsine/CG14998	
   présentent	
   une	
   plus	
   grande	
  

similarité	
  avec	
  E-­‐MAP-­‐115	
  que	
  le	
  reste	
  de	
  la	
  protéine.	
  Ils	
  ont	
  été	
  baptisés	
  EHR	
  (Ensconsin	
  Homology	
  

Region)	
   1	
   et	
   2,	
   respectivement	
   en	
   N-­‐	
   et	
   C-­‐terminal.	
   Le	
   domaine	
   EHR1	
   contient,	
   comme	
   chez	
   les	
  

mammifères,	
   le	
  domaine	
  de	
  liaison	
  aux	
  microtubules.	
  Dans	
  les	
  chambres	
  ovariennes	
  de	
  Drosophile,	
  

Ensconsine	
  est	
  impliquée	
  dans	
  la	
  localisation	
  de	
  déterminants	
  postérieurs	
  et	
  dorsaux	
  comme	
  Oskar,	
  

Staufen	
  et	
  Gurken	
  mais	
  également	
  dans	
  le	
  positionnement	
  du	
  noyau	
  de	
  l’ovocyte.	
  De	
  plus,	
   la	
  perte	
  

de	
   fonction	
   d’Ensconsine	
   altère	
   la	
   localisation	
   de	
   la	
   Kinésine-­‐1	
   et	
   de	
   la	
   Dynéine,	
   normalement	
  

enrichie	
   dans	
   la	
   partie	
   postérieure	
   de	
   la	
   chambre	
   ovarienne.	
   Les	
   auteurs	
   montrent	
   également	
  

qu’Ensconsine	
  est	
  requise	
  pour	
  l’association	
  et	
  la	
  motilité	
  de	
  Kinésine-­‐1	
  sur	
  les	
  microtubules.	
  Enfin,	
  la	
  

kinase	
   Par-­‐1	
   phosphoryle	
   Ensconsine,	
   ce	
   qui	
   est	
   requis	
   pour	
   la	
   localisation	
   polarisée	
   au	
   cortex	
  

antérieur	
  et	
  latéral-­‐antérieur	
  de	
  l’ovocyte	
  et	
  pour	
  la	
  localisation	
  apicale	
  dans	
  les	
  cellules	
  folliculaires	
  

(Sung	
  et	
  al.,	
  2008).	
  	
  

Une	
   seconde	
   étude	
   a	
   également	
   montré	
   qu’Ensconsine/MAP7	
   et	
   la	
   Kinésine-­‐1/Kif5b	
   sont	
  

requises	
   pour	
   le	
   positionnement	
   des	
   noyaux	
   dans	
   les	
   muscles	
   transversaux	
   de	
   l’embryon	
   de	
  

Drosophile	
  mais	
   également	
   dans	
   les	
  myotubes	
   de	
  mammifères.	
   Dans	
   cette	
   étude,	
   les	
   auteurs	
   ont	
  

déterminé	
  que	
  la	
  seconde	
  région	
  conservée,	
  EHR2,	
  était	
  responsable	
  de	
  la	
  liaison	
  entre	
  Ensconsine	
  et	
  

Kinésine-­‐1	
  (Metzger	
  et	
  al.,	
  2012).	
  De	
  plus,	
  une	
  construction	
  chimère	
  entre	
   la	
  partie	
  N-­‐terminale	
  de	
  

Kif5b	
  (principalement	
  le	
  domaine	
  moteur	
  de	
  la	
  kinésine)	
  et	
  la	
  partie	
  N-­‐terminale	
  de	
  MAP7	
  (domaine	
  

de	
  liaison	
  aux	
  microtubules)	
  est	
  capable	
  de	
  sauver	
  le	
  phénotype	
  de	
  défauts	
  de	
  migration	
  des	
  noyaux	
  

après	
  de	
  déplétion	
  de	
  MAP7.	
  Chez	
  la	
  Drosophile,	
  ce	
  défaut	
  de	
  migration	
  des	
  noyaux	
  est	
  directement	
  

corrélé	
  avec	
  des	
  problèmes	
  de	
  locomotion.	
  

Enfin,	
  une	
  dernière	
  étude	
  a	
  montré	
  chez	
  la	
  Drosophile	
  qu’Ensconsine	
  est	
  absolument	
  requis	
  

pour	
   la	
   fonction	
  de	
  Kinésine-­‐1	
  dans	
   le	
   transport	
   (en	
  cellules	
  S2	
  et	
  neurones	
  en	
  culture)	
  et	
  dans	
   les	
  

déplacements	
   de	
   microtubules	
   les	
   uns	
   par	
   rapport	
   aux	
   autres.	
   En	
   utilisant	
   la	
   motilité	
   des	
  

mitochondries,	
  et	
  différentes	
  versions	
  tronquées	
  ou	
  pleines	
  longueurs	
  d’Ensconsine	
  et	
  KHC	
  (Kinesin	
  

Heavy	
  Chain,	
  chaine	
  lourde	
  de	
  la	
  Kinésine-­‐1),	
   les	
  auteurs	
  proposent	
  un	
  modèle	
  selon	
  lequel,	
  seul	
   le	
  

domaine	
  EHR2	
  d’Ensconsine	
  est	
  requis	
  pour	
  les	
  fonctions	
  de	
  la	
  Kinésine-­‐1.	
  Il	
  agirait	
  en	
  levant	
  l’auto-­‐

inhibition	
  de	
  la	
  kinésine	
  (Barlan	
  et	
  al.,	
  2013).	
  

III	
  -­‐	
  Les	
  principaux	
  résultats	
  

Dans	
  notre	
  étude,	
  nous	
  avons	
  montré	
  qu’Ensconsine	
  est	
  associée	
  au	
  fuseau	
  mitotique	
  chez	
  la	
  

Drosophile	
  et	
  que	
  sa	
  perte	
  de	
  fonction	
  par	
  ARNi	
  entraine	
  un	
  défaut	
  d’assemblage	
  du	
  fuseau	
  (fuseau	
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courts)	
   rendant	
   le	
  SAC	
   indispensable	
  à	
   la	
  viabilité	
   jusqu’au	
  stade	
  adulte.	
  Chez	
   les	
   lignées	
  mutantes	
  

(létales	
  au	
  stade	
  au	
  pupal),	
  les	
  fuseaux	
  sont	
  également	
  raccourcis	
  et	
  le	
  temps	
  de	
  mitose	
  est	
  allongé.	
  

D’un	
   point	
   de	
   vue	
   fonctionnel,	
   nous	
   avons	
   confirmé	
   que	
   ces	
   phénotypes	
   sont	
   dus	
   à	
   un	
   défaut	
   de	
  

croissance	
  des	
  microtubules	
  :	
  la	
  vitesse	
  de	
  polymérisation	
  des	
  microtubules,	
  analysée	
  par	
  le	
  suivi	
  de	
  

comète	
  EB1-­‐GFP	
  en	
  neuroblastes,	
  est	
  ralentie	
  chez	
  le	
  mutant.	
  Et	
  à	
  l’inverse,	
  sa	
  surexpression	
  allonge	
  

les	
  fuseaux	
  en	
  cellules	
  S2.	
  Enfin,	
  elle	
  accélère	
  la	
  vitesse	
  et	
  la	
  quantité	
  de	
  microtubules	
  polymérisés	
  de	
  

façon	
  dose	
  dépendante	
  in	
  vitro.	
  Ensconsine	
  est	
  donc	
  requise	
  pour	
  la	
  croissance	
  des	
  microtubules	
  et	
  

l’assemblage	
  du	
  fuseau.	
  

De	
   plus,	
   des	
   neuroblastes	
   de	
   larves	
   mutantes	
   pour	
   ensconsine	
   présentent	
   un	
   défaut	
   de	
  

séparation	
   des	
   centrosomes	
   au	
   moment	
   de	
   la	
   rupture	
   de	
   l’enveloppe	
   nucléaire.	
   En	
   suivant	
   les	
  

centrosomes	
  entre	
  deux	
  mitoses	
   successives,	
  nous	
  avons	
  montré	
  que	
   ce	
  phénotype	
  est	
   le	
   résultat	
  

d’une	
  mauvaise	
  séparation	
  des	
  centrosomes	
  en	
  début	
  d’interphase,	
  ce	
  qui	
  résulte	
  dans	
  certain	
  cas	
  à	
  

un	
  défaut	
  de	
  ségrégation	
  des	
  centrosomes	
  entre	
   les	
  deux	
  cellules	
  filles.	
  En	
  effet,	
   le	
  centrosome	
  fils	
  

garde	
  le	
  pouvoir	
  de	
  nucléation	
  et	
  est	
  normalement	
  hérité	
  par	
  le	
  neuroblaste,	
  ce	
  qui	
  n’est	
  pas	
  le	
  cas	
  

dans	
  les	
  neuroblastes	
  de	
  larves	
  mutantes	
  pour	
  ensconsine.	
  Enfin,	
  nous	
  avons	
  montré	
  que	
  la	
  perte	
  de	
  

fonction	
  de	
  khc	
  entraine	
   le	
  même	
  phénotype,	
  sans	
  affecter	
   la	
  mitose	
  (taille	
  du	
  fuseau	
  et	
   temps	
  de	
  

division).	
  Nous	
  avons	
  donc	
  mis	
  en	
  évidence	
  dans	
  le	
  neuroblaste	
  de	
  Drosophile	
  un	
  nouveau	
  rôle	
  pour	
  

le	
  complexe	
  Ensconsine-­‐Kinésine-­‐1	
  dans	
  la	
  séparation	
  des	
  centrosomes	
  et	
  leur	
  cycle.	
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I	
   -­‐	
   L’interactome	
   des	
   microtubules	
   de	
   l’embryon	
   de	
  

Drosophile	
  et	
  analyse	
  fonctionnelle	
  

A	
  -­‐	
  L’approche	
  protéomique	
  

L’analyse	
  protéomique	
  que	
  nous	
  avons	
  entreprise	
  vient	
  compléter	
  d’autres	
  études	
  réalisées	
  

chez	
   la	
  Drosophile	
   (Hughes	
   et	
   al.,	
   2008),	
   le	
   Xénope	
   (Gache	
   et	
   al.,	
   2010)	
   et	
   l’Homme	
   (Sauer	
   et	
   al.,	
  

2005;	
  Torres	
  et	
  al.,	
  2011).	
  Notre	
  approche	
  expérimentale	
  peut	
  expliquer	
  la	
  plus	
  grande	
  quantité	
  de	
  

protéines	
  que	
  nous	
  avons	
  identifiées	
  par	
  rapport	
  aux	
  autres	
  études.	
  	
  

Par	
   exemple,	
   en	
   2008,	
   Hughes	
   et	
   collaborateurs	
   ont	
   effectué	
   une	
   approche	
   similaire	
   à	
   la	
  

notre	
   avec	
   des	
   embryons	
   âgés	
   de	
   0	
   à	
   4	
   heures.	
   Cependant,	
   après	
   avoir	
   identifié	
   592	
   spots	
   par	
  

électrophorèse	
  en	
  gel	
  2D,	
  ils	
  ont	
  décidé	
  de	
  sélectionner	
  seulement	
  300	
  spots	
  pour	
  la	
  spectrométrie	
  

de	
  masse	
  (Hughes	
  et	
  al.,	
  2008).	
  Notre	
  approche	
  expérimentale	
  présente	
  donc	
  plusieurs	
  avantages	
  :	
  la	
  

comparaison	
  entre	
  mitose	
  et	
  interphase,	
  une	
  plus	
  grande	
  étendue	
  des	
  stades	
  de	
  développement	
  des	
  

embryons,	
   l’identification	
   d’interactions	
   certainement	
   plus	
   directes	
   (concentration	
   de	
   détergent	
   5	
  

fois	
  supérieure)	
  et	
  enfin,	
  nous	
  avons	
  choisi	
  une	
  approche	
  à	
  l’aveugle	
  car	
  l’intégralité	
  des	
  culots	
  a	
  été	
  

envoyé	
  en	
  spectrométrie	
  de	
  masse.	
  En	
  comparant	
  les	
  270	
  protéines	
  identifiées	
  en	
  spectrométrie	
  de	
  

masse	
  lors	
  de	
  l’étude	
  de	
  2008	
  et	
  les	
  855	
  que	
  nous	
  avons	
  identifiées,	
  156	
  sont	
  communes.	
  

B	
  -­‐	
  Le	
  crible	
  par	
  ARNi	
  

Nous	
   avons	
   choisi	
   de	
   réaliser	
   l’analyse	
   fonctionnelle	
   des	
   candidats	
   par	
   ARNi	
   dans	
   le	
   SNC	
  

larvaire.	
  Des	
  approches	
  similaires	
  ont	
  déjà	
  été	
  réalisées	
  chez	
  la	
  Drosophile,	
  utilisant	
  le	
  système	
  UAS-­‐

Gal4	
  pour	
  identifier	
  de	
  nouveaux	
  régulateurs	
  de	
  la	
  voie	
  la	
  Notch	
  dans	
  le	
  développement	
  des	
  organes	
  

sensoriels	
  (Le	
  Bras	
  et	
  al.,	
  2012;	
  Mummery-­‐Widmer	
  et	
  al.,	
  2009)	
  ou	
  encore	
  les	
  gènes	
  impliqués	
  dans	
  la	
  

régulation	
  de	
  l’homéostasie	
  d’auto-­‐renouvellement	
  des	
  neuroblastes	
  (Carney	
  et	
  al.,	
  2012;	
  Neumuller	
  

et	
  al.,	
  2011).	
  Pour	
  notre	
  approche,	
  nous	
  avons	
  décidé	
  d’exprimer	
  Gal4	
  sous	
  l’influence	
  du	
  promoteur	
  

69B.	
  Ce	
  promoteur	
  permet	
  une	
  expression	
  forte	
  dans	
  toutes	
  les	
  cellules	
  du	
  système	
  nerveux	
  central	
  

et	
  pas	
  seulement	
  les	
  neuroblastes.	
  De	
  plus,	
  les	
  phénotypes	
  observés	
  après	
  trois	
  jours	
  d’induction	
  de	
  

la	
   déplétion	
   correspondent	
   aux	
   phénotypes	
   mutants	
   des	
   contrôles	
   que	
   nous	
   avons	
   utilisés	
  :	
   la	
  

déplétion	
   d’Eg5/Klp61F	
   résulte	
   en	
   la	
   formation	
   de	
   fuseaux	
   monopolaires	
   (Heck	
   et	
   al.,	
   1993),	
   la	
  

déplétion	
   de	
   la	
   kinase	
   Polo	
   délocalise	
   aPKC	
   et	
   entraine	
   des	
   fuseaux	
   anastraux	
   (Donaldson	
   et	
   al.,	
  

2001;	
  Wang	
  et	
  al.,	
  2007)	
  et	
   les	
  déplétions	
  de	
  Brat	
  et	
  Prospero	
  provoquent	
  une	
  augmentation	
  de	
   la	
  

taille	
  des	
  lobes	
  du	
  SNC	
  (Bello	
  et	
  al.,	
  2006)	
  (non	
  montré).	
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Figure	
  16	
  :	
  TBCE,	
  un	
  autre	
  candidat	
  prometteur.	
  

A.	
  TBCE	
  est	
  une	
  des	
  chaperonnes	
   impliquées	
  dans	
   le	
   repliement	
  de	
  de	
   l’α-­‐tubuline	
  et	
   la	
   formation	
  
des	
   dimères	
   α/β-­‐tubuline.	
   TBCE	
   possède	
   un	
   domaine	
   CAP-­‐Gly	
   suggérant	
   une	
   association	
   aux	
  
microtubules.	
   Schéma	
   adapté	
   de	
   Steinmetz	
   &	
   Akhmanova,	
   2008	
   B.	
   Le	
   transgène	
   Ubi-­‐TBCE-­‐GFP	
  
restaure	
  la	
  viabilité	
  du	
  mutant	
  de	
  délétion	
  tbceLH15	
  (Jin	
  et	
  al.,	
  2009)	
  et	
  la	
  protéine	
  de	
  fusion	
  décore	
  le	
  
fuseau	
  pendant	
  tout	
  le	
  mitose.	
  30	
  secondes	
  après	
  la	
  rupture	
  de	
  l’enveloppe	
  nucléaire	
  (NEBD,	
  00:00)	
  
TBCE	
  est	
  fortement	
  enrichi	
  dans	
  le	
  vestige	
  du	
  noyau.	
  La	
  barre	
  représente	
  10	
  µm.	
  C.	
  La	
  déplétion	
  par	
  
ARNi	
  de	
  TBCE	
  dans	
   le	
  SNC	
  entraine	
  un	
  défaut	
  d’assemblage	
  du	
  fuseau	
  mitotique	
  des	
  neuroblastes.	
  
Seuls	
   quelques	
   faisceaux	
   de	
   microtubules	
   sont	
   visibles,	
   menant	
   à	
   des	
   fuseaux	
   fins.	
   La	
   barre	
  
représente	
   10	
   µm.	
   D.	
   La	
   perte	
   de	
   fonction	
   de	
   TBCE	
   dans	
   les	
   SOP	
   désorganise	
   le	
   réseau	
   de	
  
microtubule	
   de	
   la	
   partie	
   cytoplasmique	
   externe	
   des	
   cellules	
   soie,	
   réduisant	
   considérablement	
   leur	
  
longueur.	
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Enfin,	
   l’utilisation	
   de	
   l’inhibiteur	
   thermosensible	
   de	
  Gal4,	
  Gal80ts,	
   nous	
   permet	
   d’induire	
   la	
  

déplétion	
   après	
   le	
   développement	
   embryonnaire,	
   et	
   donc	
   d’éviter	
   une	
   létalité	
   trop	
   précoce.	
   Ceci	
  

nous	
   a	
   permis,	
   dans	
   une	
   large	
   majorité	
   des	
   cas,	
   de	
   pouvoir	
   prélever	
   le	
   SNC	
   à	
   un	
   stade	
   où	
   il	
   est	
  

suffisamment	
  développé	
  pour	
  être	
  fixé	
  avant	
  l’étape	
  de	
  microscopie.	
  

C	
  -­‐	
  Les	
  candidats	
  mis	
  en	
  évidence	
  

Parmi	
   les	
   18	
   candidats	
   sélectionnés	
   sur	
   la	
   base	
   de	
   leur	
   interaction	
   aux	
   microtubules,	
  

particulièrement	
   en	
   mitose,	
   et	
   de	
   leur	
   phénotype	
   mitotique,	
   d’autres	
   candidats	
   se	
   sont	
   montrés	
  

potentiellement	
   intéressants	
  comme	
  par	
  exemple	
   la	
  chaperonne	
  de	
  tubuline	
  TBCE	
  (TuBulin	
  specific	
  

Chaperone	
   E).	
   Par	
   l’approche	
   protéomique,	
   nous	
   avons	
   déterminer	
   que	
   TBCE	
   est	
   exclusivement	
  

associée	
  aux	
  microtubules	
  mitotiques	
  (4	
  peptides	
  en	
  mitose	
  contre	
  0	
  en	
  interphase).	
  	
  

TBCE	
   est	
   impliquée	
   dans	
   la	
   voie	
   de	
   repliement	
   et	
   dimérisation	
   de	
   l’α-­‐tubuline,	
  

particulièrement	
  à	
  l’étape	
  de	
  formation	
  des	
  dimères	
  α/β-­‐tubuline.	
  Elle	
  est	
  également	
  impliquée,	
  avec	
  

TBCD	
  dans	
  la	
  dissociation	
  des	
  dimères	
  pour	
  la	
  destruction	
  ou	
  le	
  recyclage	
  de	
  la	
  tubuline	
  (Steinmetz	
  

and	
  Akhmanova,	
  2008)	
  (figure	
  16A).	
  La	
  protéine	
  TBCE	
  possède	
  un	
  domaine	
  CAP-­‐Gly,	
  suggérant	
  une	
  

association	
  avec	
  les	
  microtubules.	
  Chez	
  la	
  Drosophile,	
  CG7861/TBCE	
  a	
  été	
  montré	
  comme	
  impliquée	
  

dans	
  la	
  polymérisation	
  des	
  microtubules	
  et	
  la	
  croissance	
  axonale	
  (Jin	
  et	
  al.,	
  2009).	
  De	
  plus,	
  sa	
  perte	
  

de	
   fonction	
   réduit	
   considérablement	
   la	
   formation	
   du	
   réseau	
   de	
   microtubules,	
   sans	
   pour	
   autant	
  

affecter	
  le	
  niveau	
  d’α-­‐tubuline.	
  Enfin,	
  pour	
  une	
  autre	
  chaperonne	
  de	
  la	
  tubuline,	
  TBCD,	
  connue	
  pour	
  

la	
  formation	
  des	
  dimères	
  α/β-­‐tubuline	
  avec	
  TBCE,	
  il	
  a	
  été	
  publié	
  qu’elle	
  est	
  étroitement	
  associée	
  aux	
  

centrosomes	
   et	
   impliquée	
   dans	
   le	
   recrutement	
   du	
   γ-­‐TuRC.	
   En	
   effet,	
   sa	
   surexpression	
   réduit	
   la	
  

quantité	
  de	
  γ-­‐TuRC	
  associé	
  aux	
  centrosomes,	
  affecte	
  la	
  localisation	
  de	
  protéines	
  centrosomales	
  (GCP-­‐

WD,	
  Centrine	
  et	
  Péricentrine),	
  ce	
  qui	
  diminue	
  la	
  taille	
  des	
  asters	
  de	
  microtubules.	
  Enfin	
  sa	
  déplétion	
  

entraine	
   fragmentation	
   et	
   amplification	
   des	
   centrosomes,	
   menant	
   à	
   des	
   fuseaux	
   multipolaires	
  

(Cunningham	
  and	
  Kahn,	
  2008).	
  

Nous	
  avons	
  donc	
  entamé	
  l’étude	
  de	
  cette	
  protéine	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  mitose.	
  Avec	
  une	
  lignée	
  de	
  

Drosophile	
  transgénique,	
  exprimant	
  une	
  protéine	
  de	
  fusion	
  TBCE-­‐GFP,	
  capable	
  de	
  sauver	
  la	
  viabilité	
  

du	
  mutant	
  de	
  délétion,	
  nous	
  avons	
  montré	
  que	
  TBCE	
  décore	
  le	
  fuseau	
  mitotique	
  dans	
  l’embryon	
  et	
  le	
  

neuroblaste	
   mais	
   pas	
   les	
   asters	
   en	
   interphase	
   (Figure	
   16	
   B,	
   embryon).	
   Ceci	
   semble	
   confirmer	
  

l’absence	
  de	
   localisation	
  sur	
   les	
  microtubules	
  observée	
  par	
   Jin	
  et	
   collaborateurs	
  qui	
  ont	
  décrit	
  une	
  

localisation	
  cytoplasmique	
  en	
  interphase.	
  Nous	
  avons	
  également	
  testé	
  l’effet	
  de	
  la	
  perte	
  de	
  fonction	
  

de	
   TBCE	
   dans	
   deux	
   systèmes	
  :	
   l’assemblage	
   du	
   fuseau	
   dans	
   les	
   neuroblastes	
   et	
   l’effet	
   sur	
   la	
  

formation	
   des	
   soies	
   des	
   organes	
   mécano-­‐sensorielles	
   du	
   thorax.	
   Pour	
   cela,	
   nous	
   avons	
   utilisé	
   le	
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système	
   UAS-­‐Gal4	
   permettant	
   l’induction	
   de	
   l’ARNi	
   dans	
   le	
   SNC	
   et	
   les	
   précurseurs	
   d’organes	
  

sensoriels	
   et	
   leurs	
   lignages	
   (avec	
   les	
   transgène	
  69B-­‐Gal4	
   et	
   p72-­‐Gal4	
   respectivement).	
  Nous	
   avons	
  

utilisé	
  deux	
  lignées	
  commerciales	
  (VDRC)	
  exprimant	
  les	
  séquences	
  d’ARNi	
  sous	
  le	
  contrôle	
  d’UAS	
  et	
  

observé	
  les	
  phénotypes	
  dans	
  la	
  génération	
  F1.	
  	
  

Dans	
   le	
   système	
   nerveux	
   central,	
   la	
   perte	
   de	
   fonction	
   de	
   TBCE	
   semble	
   entrainer	
   une	
  

augmentation	
  du	
  nombre	
  de	
  cellules	
  positives	
  pour	
  phospho-­‐Histone	
  H3	
  (non	
  montrée)	
  et	
  donc	
  une	
  

possible	
  augmentation	
  de	
  l’index	
  mitotique	
  due	
  à	
  l’activation	
  prolongée	
  du	
  SAC.	
  Au	
  niveau	
  cellulaire,	
  

la	
   déplétion	
   de	
   TBCE	
   entraine	
   un	
   sévère	
   phénotype	
   d’assemblage	
   des	
   fuseaux	
  :	
   ils	
   sont	
  

particulièrement	
  fins	
  et	
  composés	
  uniquement	
  de	
  larges	
  faisceaux	
  de	
  microtubules	
  (figure	
  16C).	
  	
  

Au	
   niveau	
   du	
   thorax	
   de	
   la	
   mouche	
   adulte,	
   la	
   partie	
   externe	
   du	
   cytoplasme	
   de	
   la	
   cellule	
  

«	
  shaft	
  »	
   ou	
   soie	
   (une	
   des	
   cinq	
   cellules	
   composant	
   un	
   organe	
   sensoriel)	
   qui	
   constitue	
   la	
   soie	
   est	
  

chargée	
  de	
  microtubules	
  courts	
  avec	
  un	
  enrichissement	
  des	
  extrémités	
  (-­‐)	
  au	
  niveau	
  de	
   l’extrémité	
  

de	
   la	
   soie	
   (Bitan	
  et	
  al.,	
   2010).	
   L’organisation	
  du	
   réseau	
  de	
  microtubules	
  est	
  donc	
  primordiale	
  pour	
  

l’élongation	
  polarisée	
  et	
  rectiligne	
  des	
  soies.	
  Lors	
  de	
  la	
  déplétion	
  de	
  TBCE,	
  la	
  longueur	
  des	
  soies	
  est	
  

très	
  fortement	
  diminuée	
  (figure	
  16D).	
  

Les	
  résultats	
  sur	
  cette	
  protéine	
  et	
  sa	
  fonction	
  au	
  cours	
  de	
   la	
  mitose	
  sont	
  pour	
   l’instant	
  très	
  

préliminaires	
   mais	
   les	
   phénotypes	
   observés	
   après	
   déplétion	
   sur	
   l’organisation	
   du	
   réseau	
   de	
  

microtubules	
  (autant	
  en	
  mitose	
  qu’en	
   interphase)	
  sont	
  prometteurs.	
  De	
  plus,	
  ceci	
  valide	
   l’efficacité	
  

de	
   notre	
   approche	
   visant	
   à	
   identifier	
   de	
   nouvelles	
   MAPs	
   impliquées	
   dans	
   la	
   dynamique	
   des	
  

microtubules	
  et	
  l’assemblage	
  du	
  fuseau	
  mitotique.	
  

Pour	
   finir,	
   un	
   autre	
   candidat	
   présentant	
   un	
   phénotype	
   mitotique	
   lors	
   de	
   notre	
   crible,	
  

TER94/Cdc48,	
  a	
  récemment	
  été	
  montré	
  comme	
  impliqué	
  dans	
  la	
  maturation	
  des	
  centrosomes	
  dans	
  

l’embryon	
   précoce	
   de	
   C.	
   elegans.	
   En	
   limitant	
   le	
   recrutement	
   d’Aurora	
   A	
   aux	
   centrosomes,	
   par	
  

l’intermédiaire	
   de	
   son	
   adaptateur	
   de	
   substrats	
  UBXN-­‐2,	
   cette	
   AAA-­‐ATPase	
   empêche	
   la	
  maturation	
  

trop	
   précoce	
   des	
   centrosomes	
   et	
   participe	
   à	
   l’orientation	
   du	
   fuseau.	
   Cette	
   régulation	
   d’Aurora	
   A	
  

semble	
  par	
  ailleurs	
  conservée	
  en	
  cellules	
  humaines	
  (Kress	
  et	
  al.,	
  2013).	
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II	
  -­‐	
  le	
  rôle	
  d’Ensconsine	
  dans	
  la	
  dynamique	
  des	
  microtubules	
  

Nous	
  l’avons	
  démontré	
  par	
  différentes	
  approches	
  (suivi	
  de	
  comètes	
  EB1-­‐GFP,	
  surexpression	
  

en	
   cellules	
   S2,	
   analyse	
   de	
   la	
   vitesse	
   de	
   polymérisation	
   in	
   vitro	
   par	
   turbidité),	
   Ensconsine	
   est	
  

véritablement	
   impliquée	
   dans	
   la	
   polymérisation	
   et	
   stabilité	
   des	
  microtubules.	
   Cette	
  MAP	
   est	
   très	
  

conservée,	
   particulièrement	
   au	
   niveau	
   de	
   ses	
   domaines	
   EHR1	
   et	
   EHR2,	
   qui	
   sont	
   respectivement	
  

impliqués	
  dans	
  la	
  liaison	
  aux	
  microtubules	
  et	
  à	
  la	
  Kinésine-­‐1	
  (Figure	
  17A).	
  En	
  surexprimant	
  en	
  cellules	
  

S2	
   les	
   protéines	
   de	
   fusion	
   Ensconsine-­‐GFP,	
   et	
   les	
   protéines	
   tronquées	
   N-­‐term-­‐GFP	
   et	
   C-­‐term-­‐GFP	
  

(Figure	
  17A	
  et	
  C),	
   nous	
   avons	
   confirmé	
  que	
   c’est	
   bien	
   le	
  domaine	
  N-­‐terminal	
   d’Ensconsine	
  qui	
   est	
  

nécessaire	
   et	
   suffisant	
   à	
   sa	
   localisation	
   aux	
   microtubules,	
   en	
   interphase	
   comme	
   en	
   mitose.	
  

Cependant,	
   alors	
   que	
   la	
   surexpression	
   d’Ensconsine-­‐GFP	
   entraine	
   la	
   formation	
   de	
   faisceaux	
   de	
  

microtubules	
  très	
   intenses	
  en	
   interphase	
  et	
   induit	
  des	
  fuseaux	
  allongés	
  en	
  mitose,	
   la	
  surexpression	
  

du	
  domaine	
  N-­‐terminal	
  seul	
  ne	
  provoque	
  aucun	
  de	
  ces	
  effets.	
  

Plusieurs	
  hypothèses	
  doivent	
  être	
  testées	
  pour	
  comprendre	
  les	
  différences	
  observées	
  sur	
  la	
  

dynamique	
   des	
   microtubules	
   lors	
   des	
   surexpressions	
   d’Ensconsine	
   pleine	
   longueur	
   ou	
   de	
   son	
  

domaine	
   N-­‐terminal.	
   Tout	
   d’abord,	
   il	
   faudra	
   tester	
   si	
   Ensconsine	
   est	
   capable	
   de	
   former	
   des	
  

oligomères	
  par	
  son	
  domaine	
  C-­‐terminal	
  (EHR2)	
  ou	
  par	
  la	
  région	
  intermédiaire.	
  Ceci	
  pourrait	
  expliquer	
  

la	
   formation	
   des	
   faisceaux	
   de	
   microtubules	
   en	
   interphase	
   car	
   une	
   forme	
   dimérisée	
   d’Ensconsine	
  

pourrait	
  entrainer	
   le	
  pontage	
  entre	
  microtubules.	
  Cette	
  propriété	
  de	
  dimérisation	
  peut	
  être	
   testée	
  

par	
   chromatographie	
   d’exclusion	
   à	
   partir	
   d’une	
   protéine	
   recombinante	
   purifiée.	
   Cette	
   protéine	
  

purifiée	
  nous	
  permettra	
  également	
  d’analyser	
  par	
  microscopie	
  VE-­‐DIC	
   (Video-­‐Enhanced	
  Differential	
  

Interference	
   Contrast)	
   l’effet	
   d’Ensconsine	
   sur	
   la	
   dynamique	
   de	
   microtubules	
   nucléés	
   par	
   des	
  

centrosomes	
  purifiés	
   (Vitre	
  et	
   al.,	
   2008)	
  ;	
  ou	
  encore	
  de	
   faire	
  de	
   la	
  microscopie	
  TIRF	
   (Total	
   Internal	
  

Reflection	
   Fluorescence).	
   Ceci	
   nous	
   permettra	
   d’obtenir	
   plus	
   d’informations	
   sur	
   le	
   comportement	
  

des	
  microtubules	
  en	
  présence	
  d’Ensconsine	
  et	
  de	
  valider	
  in	
  vitro	
  si	
  la	
  vitesse	
  de	
  polymérisation	
  mais	
  

aussi	
   d’autres	
   paramètres	
   (fréquence	
   des	
   catastrophes,	
   vitesse	
   dépolymérisation,	
   fréquence	
   des	
  

sauvetages,	
  temps	
  de	
  pause)	
  dépendent	
  d’Ensconsine.	
  

La	
   surexpression	
   d’Ensconsine	
   dans	
   le	
   SNC	
   larvaire	
   (Figure	
   17B)	
   nous	
   a	
   également	
   révélé	
  

quelques	
  informations	
  :	
  tout	
  d’abord,	
  bien	
  que	
  ceci	
  n’est	
  pas	
  été	
  quantifié,	
  les	
  fuseaux	
  sont	
  allongés,	
  

comme	
  en	
  cellules	
  S2	
  ;	
  ensuite,	
  Ensconsine	
  semble	
  en	
  partie	
  exclue	
  des	
  microtubules	
  tout	
  au	
  long	
  de	
  

la	
  mitose	
  (Figure	
  17B,	
  astérisques).	
  Ceci	
  est	
  en	
  adéquation	
  avec	
  l’étude	
  montrant	
  que	
  la	
  liaison	
  de	
  E-­‐

MAP-­‐115	
  aux	
  microtubules	
  est	
   régulée	
  par	
  un	
  état	
  de	
  phosphorylation	
  qui	
   varie	
  au	
   cours	
  du	
  cycle	
  

cellulaire	
   (Masson	
   and	
   Kries,	
   1995)	
   car	
   son	
   hyper-­‐phosphorylation	
   en	
   mitose	
   corrèle	
   avec	
   son	
  

exclusion	
  partielle	
  des	
  microtubules.	
  Ensconsine	
  pourrait	
  donc	
  être	
  la	
  cible	
  d’une	
  régulation	
  fine	
  pour	
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sa	
  liaison	
  aux	
  microtubules,	
  ceci	
  dans	
  le	
  but	
  de	
  réguler	
  la	
  dynamique	
  des	
  microtubules	
  par	
  le	
  contrôle	
  

de	
   la	
   vitesse	
   de	
   polymérisation.	
   Ce	
   même	
   genre	
   de	
   régulation	
   a	
   déjà	
   été	
   observé.	
   Par	
   exemple,	
  

Aurora	
  A	
  phosphoryle	
  p150glued	
  qui	
  est	
  alors	
  partiellement	
  exclu	
  des	
  microtubules	
  en	
  mitose,	
  ce	
  qui	
  

est	
  nécessaire	
  à	
   l’assemblage	
  du	
  fuseau	
  métaphasique	
  et	
  du	
  fuseau	
  central	
  (Reboutier	
  et	
  al.,	
  2013;	
  

Romé	
   et	
   al.,	
   2010).	
   De	
   plus,	
   au	
   moins	
   une	
   kinase	
   a	
   été	
   rapportée	
   comme	
   pouvant	
   phosphoryler	
  

Ensconsine	
  :	
  Par-­‐1	
  dans	
  la	
  lignée	
  germinale	
  femelle	
  (Sung	
  et	
  al.,	
  2008).	
  Cependant,	
  aucune	
  fonction	
  

de	
  Par-­‐1	
  n’a	
  été	
  décrite	
  dans	
  le	
  neuroblaste	
  jusqu’à	
  présent.	
  	
  

Enfin,	
   nous	
   avons	
   montré	
   que	
   les	
   neuroblastes	
   mutants	
   pour	
   ensconsine	
   présentent	
   des	
  

fuseaux	
   courts	
   et	
   un	
   temps	
   de	
   mitose	
   allongé.	
   Ceci	
   est	
   le	
   résultat	
   d’une	
   polymérisation	
   des	
  

microtubules	
   altérée	
   qui	
   rend	
   l’assemblage	
   du	
   fuseau	
  moins	
   efficace	
   et	
   prolonge	
   l’activité	
   du	
   SAC	
  

pour	
  permettre	
  à	
   la	
  cellule	
  de	
  réparer	
   les	
  erreurs	
  d’attachements	
  kinétochores-­‐microtubules.	
  Nous	
  

avons	
  confirmé	
  l’importance	
  du	
  SAC	
  lors	
  de	
  la	
  double	
  déplétion	
  d’Ensconsine	
  et	
  Mad2	
  par	
  ARNi	
  pour	
  

la	
  viabilité	
  des	
  Drosophiles	
  mais	
  également	
  pour	
  la	
  division	
  cellulaire.	
  Il	
  faut	
  noter	
  que	
  la	
  mitose	
  chez	
  

la	
  Drosophile	
  est	
  particulièrement	
  robuste	
  car	
  dans	
  un	
  contexte	
  normal,	
  le	
  SAC	
  n’est	
  pas	
  requis	
  pour	
  

la	
  viabilité,	
  certainement	
  de	
  par	
  le	
  faible	
  nombre	
  de	
  chromosomes	
  à	
  ségréger.	
  En	
  effet,	
  les	
  mutants	
  

de	
  perte	
  de	
  fonction	
  pour	
  Mad2	
  ou	
  pour	
  le	
  domaine	
  KEN	
  de	
  BubR1	
  sont	
  viables	
  (Buffin	
  et	
  al.,	
  2007;	
  

Rahmani	
  et	
  al.,	
  2009).	
  La	
  Drosophile	
  pourrait	
  donc	
  constituer	
  un	
  modèle	
  de	
  choix	
  pour	
  rechercher	
  de	
  

nouveaux	
  régulateurs	
  de	
  la	
  mitose	
  dans	
  un	
  contexte	
  sensibilisé	
  où	
  le	
  SAC	
  est	
  défectueux	
  et	
  révéler	
  

des	
  gènes	
  essentiels	
  à	
  la	
  ségrégation	
  des	
  chromosomes	
  dans	
  des	
  organismes	
  plus	
  complexes	
  comme	
  

les	
  mammifères.	
  

Enfin,	
  aucun	
  phénotype	
  mitotique	
  n’a	
  été	
  rapporté	
  lors	
  de	
  la	
  perte	
  de	
  fonction	
  de	
  MAP7	
  chez	
  

les	
  mammifères,	
  probablement	
  car	
  les	
  gènes	
  codant	
  pour	
  les	
  protéines	
  MAP7D1,	
  2	
  et	
  3	
  assurent	
  une	
  

redondance	
  fonctionnelle.	
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III	
  -­‐	
  La	
  Kinésine-­‐1,	
  partenaire	
  fonctionnel	
  d’Ensconsine	
  

A	
   -­‐	
   Vers	
   une	
  meilleure	
   compréhension	
   des	
   fonctions	
   des	
   domaines	
  

EHR1	
  et	
  EHR2	
  d’Ensconsine	
  et	
  du	
  lien	
  avec	
  la	
  Kinésine-­‐1	
  

Deux	
   des	
   études	
   publiées	
   sur	
   la	
   fonction	
   d’Ensconsine	
   obtiennent	
   des	
   données	
  

contradictoires	
  sur	
  la	
  viabilité	
  et	
  l’expression	
  de	
  formes	
  tronquées	
  d’Ensconsine	
  par	
  rapport	
  à	
  ce	
  que	
  

nous	
  avons	
  pu	
  observer	
  avec	
  ces	
  mêmes	
  lignées	
  (Barlan	
  et	
  al.,	
  2013	
  ;	
  Sung	
  et	
  al.,	
  2008).	
  Trois	
  lignées	
  

mutantes	
  nous	
  ont	
  été	
  fournies	
   :	
  un	
  mutant	
  de	
  délétion	
  totale	
  (ensΔ),	
  un	
  mutant	
  de	
  délétion	
  pour	
  

une	
  grande	
  partie	
  de	
  la	
  région	
  3’	
  (ensΔC),	
  englobant	
  le	
  domaine	
  EHR2,	
  et	
  un	
  mutant	
  de	
  délétion	
  en	
  5’	
  

censé	
  exprimer	
  la	
  partie	
  C-­‐terminale	
  (ensΔN)	
  (Sung	
  et	
  al.,	
  2008).	
  Il	
  a	
  été	
  publié	
  que	
  le	
  mutant	
  ensΔ 	
  

est	
  complètement	
  létal,	
  alors	
  que	
  le	
  mutant	
  ensΔN	
  présente	
  une	
  survie	
  jusqu’au	
  stade	
  adulte	
  de	
  plus	
  

de	
  30%	
  et	
  une	
   fertilité	
  permettant	
  de	
  maintenir	
   l’homozygotie.	
  Le	
  mutant	
  ensΔC	
  a	
  une	
  survie	
  plus	
  

faible	
  (environ	
  25%)	
  et	
  les	
  adultes	
  meurent	
  rapidement	
  (Barlan	
  et	
  al.,	
  2013).	
  Cependant,	
  nous	
  avons	
  

observé	
  que	
  ces	
  trois	
  mutants	
  sont	
  quasiment	
  indistiguables	
  et	
  la	
  très	
  grande	
  majorité	
  des	
  individus	
  

meurent	
   avant	
   d’atteindre	
   le	
   stade	
   adulte	
   (ensΔ	
  et	
   ensΔC)	
   et	
   les	
   quelques	
   survivants	
   sont	
   stériles	
  

pour	
  ensΔN.	
  De	
  même,	
  il	
  nous	
  a	
  été	
  impossible	
  de	
  confirmer,	
  par	
  Western	
  Blot	
  sur	
  des	
  SNC	
  larvaires,	
  

la	
   présence	
   de	
   formes	
   tronquées	
   pour	
   les	
   mutants	
   ensΔN	
   et	
   ensΔC	
   	
   alors	
   que	
   nos	
   anticorps	
  

détectent	
   les	
  domaines	
  EHR1	
  et	
  EHR2.	
  Ces	
   trois	
   lignées	
  semblent	
  donc	
  toutes	
  porter	
  des	
  délétions	
  

qui	
   ne	
   permettent	
   pas	
   l’expression	
   d’Ensconsine,	
   ni	
   de	
   formes	
   tronquées.	
   C’est	
   pourquoi,	
   il	
   serait	
  

intéressant	
  d’essayer	
  de	
  complémenter	
  le	
  mutant	
  ensΔ	
  par	
  des	
  transgènes	
  exprimant	
  le	
  N-­‐	
  ou	
  le	
  C-­‐

terminal	
   couplé	
   à	
   la	
  GFP	
  et	
  de	
   voir	
   l’impact	
   sur	
   (1)	
   la	
   viabilité	
  des	
   individus,	
   (2)	
   la	
   dynamique	
  des	
  

microtubules	
   et	
   l’assemblage	
   du	
   fuseau	
   et	
   (3)	
   la	
   ségrégation	
   des	
   centrosomes	
   (voir	
   la	
   partie	
  

suivante).	
  Ceci	
  nous	
  permettrait	
  de	
  générer	
  des	
   lignées	
  de	
  mouches	
  «	
  séparation	
  de	
   fonctions	
  »,	
   si	
  

les	
  fragments	
  d’Ensconsine	
  sauvent	
  l’une	
  ou	
  l’autre	
  de	
  ces	
  deux	
  fonctions.	
  

Il	
  a	
  été	
  publié	
  qu’en	
  cellules	
  S2,	
   le	
  domaine	
  EHR2	
  est	
  nécessaire	
  et	
  suffisant	
  pour	
  activer	
   la	
  

Kinésine-­‐1	
  (Barlan	
  et	
  al.,	
  2013).	
  Cette	
  kinésine	
  serait	
  impliquée	
  dans	
  le	
  glissement	
  des	
  microtubules	
  

les	
  uns	
  par	
  rapport	
  aux	
  autres,	
  affectant	
   la	
  forme	
  de	
   la	
  cellule	
   (Jolly	
  and	
  Gelfand,	
  2010;	
  Jolly	
  et	
  al.,	
  

2010).	
   Les	
   faisceaux	
   de	
  microtubules	
   que	
   nous	
   observons	
   lors	
   de	
   la	
   surexpression	
   de	
   la	
   protéine	
  

pleine	
   longueur	
   pourraient	
   donc	
   être	
   expliqués	
   par	
   une	
   trop	
   forte	
   activation	
   de	
   la	
   Kinésine-­‐1.	
   En	
  

effet,	
   en	
   se	
   liant	
   aux	
  microtubules	
   par	
   son	
   domaine	
   EHR1,	
   Ensconsine	
   pourrait	
   recruter	
   et	
   activer	
  

Kinésine-­‐1	
   de	
   façon	
   incontrôlée	
   induisant	
   les	
   faisceaux	
   de	
  microtubules	
   visibles	
   en	
   interphase	
   en	
  

cellules	
  S2	
  et	
  dans	
  les	
  neuroblastes	
  (Figure	
  17B,	
  flèche	
  et	
  17C,	
  gauche).	
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Il	
  n’est	
  cependant	
  pas	
  à	
  exclure	
  qu’Ensconsine,	
  par	
  son	
  domaine	
  C-­‐terminal	
  puisse	
  recruter	
  

d’autres	
  partenaires	
  que	
  la	
  Kinésine-­‐1	
  sur	
  les	
  microtubules.	
  Cependant	
  à	
  ce	
  jour,	
  aucune	
  protéine	
  n’a	
  

été	
   décrite	
   comme	
   associée	
   à	
   Ensconsine	
   pour	
   une	
   telle	
   fonction.	
   Des	
   expériences	
   de	
  

chromatographie	
   d’affinité	
   seraient	
   sans	
   doute	
   à	
   envisager	
   pour	
   identifier	
   d’autres	
   potentiels	
  

interacteurs	
  et	
  répondre	
  à	
  cette	
  question.	
  

B	
   -­‐	
   Le	
   rôle	
   de	
   Kinésine-­‐1	
   et	
   Ensconsine	
   dans	
   la	
   dynamique	
   des	
  

centrosomes	
  

1	
  -­‐	
  Une	
  fonction	
  indépendante	
  de	
  la	
  dynamique	
  des	
  microtubules	
  

Pour	
  rappel,	
  dans	
  un	
  contexte	
  sauvage,	
  le	
  centrosome	
  fils	
  garde	
  son	
  pouvoir	
  de	
  nucléation	
  et	
  

reste	
  ancré	
  au	
  pôle	
  apical	
  tout	
  au	
  long	
  du	
  cycle	
  alors	
  que	
  le	
  centrosome	
  père	
  est	
  hautement	
  mobile	
  

dans	
  la	
  cellule	
  et	
  ne	
  nuclée	
  pas	
  ou	
  peu	
  de	
  microtubules	
  jusqu’aux	
  dernières	
  minutes	
  avant	
  la	
  rupture	
  

de	
   l’enveloppe	
  nucléaire,	
   lorsqu’il	
   a	
  atteint	
   le	
  pôle	
  basal	
   (Conduit	
  and	
  Raff,	
  2010;	
   Januschke	
  et	
  al.,	
  

2011;	
  Rebollo	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Rusan	
  and	
  Peifer,	
  2007).	
  Au	
  cours	
  de	
  notre	
  étude,	
  nous	
  avons	
  montré	
  que	
  

la	
   perte	
   de	
   fonction	
   d’Ensconsine	
   entraine	
   un	
   défaut	
   de	
   séparation	
   des	
   centrosomes	
   durant	
  

l’interphase	
   et	
   ceci	
   résulte	
   en	
   une	
   répartition	
   aléatoire	
   dans	
   les	
   deux	
   cellules	
   filles	
   à	
   l’issue	
   de	
   la	
  

mitose.	
   Nous	
   avons	
   décidé	
   de	
   regarder	
   l’impact	
   de	
   la	
   perte	
   de	
   fonction	
   de	
   la	
   Kinésine-­‐1,	
   dont	
  

Ensconsine	
  est	
  le	
  partenaire	
  fonctionnel	
  en	
  interphase	
  (Barlan	
  et	
  al.,	
  2013;	
  Metzger	
  et	
  al.,	
  2012;	
  Sung	
  

et	
  al.,	
  2008).	
  Nous	
  avons	
  donc	
  confirmé	
  que	
  la	
  Kinésine-­‐1	
  n’est	
  pas	
  impliquée	
  en	
  mitose	
  (Saxton	
  et	
  

al.,	
   1991),	
   sa	
   perte	
   de	
   fonction	
   n’affectant	
   ni	
   la	
   longueur	
   du	
   fuseau,	
   ni	
   le	
   temps	
   de	
   mitose.	
   En	
  

revanche,	
  les	
  mutants	
  khc	
  phénocopient	
  les	
  mutants	
  ensconsine	
  pour	
  leurs	
  défauts	
  de	
  séparation	
  et	
  

distribution	
  des	
  centrosomes.	
  Les	
  fonctions	
  d’Ensconsine	
  dans	
  la	
  régulation	
  de	
  la	
  longueur	
  du	
  fuseau	
  

et	
  la	
  séparation	
  des	
  centrosomes	
  sont	
  donc	
  séparables,	
  la	
  seconde	
  étant	
  partagée	
  avec	
  la	
  Kinésine-­‐1	
  

et	
  la	
  première	
  en	
  étant	
  indépendante.	
  

La	
   différence	
   de	
   nucléation	
   des	
   centrosomes	
   au	
   cours	
   de	
   l’interphase	
   étant	
   un	
  marqueur	
  

fidèle	
   pour	
   discerner	
   le	
   fils	
   du	
   père,	
   nous	
   n’avons	
   pas	
   vérifié	
   des	
   marqueurs	
   tels	
   que	
   PACT,	
   la	
  

Centrobine,	
  la	
  Centrosomine	
  ou	
  encore	
  PLP	
  (Conduit	
  and	
  Raff,	
  2010;	
  Januschke	
  et	
  al.,	
  2013;	
  Lerit	
  and	
  

Rusan,	
  2013).	
  Mais	
  il	
  serait	
  cependant	
  intéressant	
  de	
  regarder	
  ces	
  marqueurs	
  car	
  chez	
  C.	
  elegans,	
  il	
  a	
  

été	
   montré	
   que	
   la	
   Kinésine-­‐1	
   empêche	
   le	
   recrutement	
   du	
   PCM	
   sur	
   les	
   centrioles	
   amené	
   par	
   le	
  

spermatozoïde	
   lors	
   de	
   la	
   fécondation.	
   Ceci	
   prévient	
   la	
   capture	
   du	
   fuseau	
  méiotique	
   par	
   les	
   asters	
  

issus	
  de	
   l’entrée	
  du	
  spermatozoïde	
  et	
  donc	
   la	
   triploïdie	
   (McNally	
  et	
  al.,	
  2012).	
  Cette	
  hypothèse	
  est	
  

cependant	
  peu	
  probable	
  car	
  nous	
  n’avons	
  pas	
  noté	
  de	
  maturation	
  précoce	
  du	
  centrosome	
  père	
  dans	
  

les	
  mutants	
  khc.	
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2	
  -­‐	
  La	
  Kinésine-­‐1	
  et	
  l’ancrage	
  des	
  centrosomes	
  à	
  l’enveloppe	
  nucléaire	
  

La	
  Kinésine-­‐1	
  est	
  un	
  moteur	
  moléculaire	
  dirigé	
  vers	
   les	
  extrémités	
  (+)	
  des	
  microtubules.	
   Il	
  a	
  

été	
   montré	
   chez	
   les	
   mammifères	
   que	
   cette	
   kinésine	
   est	
   impliquée	
   dans	
   le	
   positionnement	
   des	
  

centrosomes	
   par	
   rapport	
   au	
   noyau	
   en	
   exerçant	
   des	
   forces	
   opposées	
   à	
   la	
  Dynéine,	
   dirigée	
   vers	
   les	
  

extrémités	
  (-­‐)	
  (Tanenbaum	
  et	
  al.,	
  2011).	
  	
  

Comme	
  la	
  Dynéine,	
   la	
  Kinésine-­‐1	
  est	
  capable	
  de	
  s’associer	
  à	
   l’enveloppe	
  nucléaire	
  par	
  deux	
  

voies	
   qui	
   seront	
   décrites	
   plus	
   loin.	
   Ces	
   deux	
  moteurs	
   permettraient	
   de	
  maintenir	
   un	
   équilibre	
   des	
  

forces	
  :	
   la	
   Dynéine	
   a	
   tendance	
   à	
   tirer	
   le	
   noyau	
   et	
   les	
   centrosomes	
   les	
   uns	
   vers	
   les	
   autres,	
   et	
   la	
  

kinésine	
  aurait	
  plutôt	
  tendance	
  à	
  les	
  éloigner.	
  En	
  effet,	
  lors	
  de	
  la	
  perte	
  de	
  fonction	
  de	
  la	
  Dynéine	
  par	
  

injection	
  d’anticorps	
  bloquants,	
   les	
  centrosomes	
  et	
   le	
  noyau	
  restent	
  étroitement	
  associés	
  puis	
  sont	
  

séparés	
  et	
  envoyés	
  aux	
  pôles	
  opposés	
  de	
   la	
  cellule	
  environ	
  une	
  heure	
  avant	
   le	
  début	
  de	
   la	
  mitose,	
  

suggérant	
  un	
  transport	
  actif	
  et	
  non	
  une	
  diffusion	
  passive.	
  En	
  effet,	
  en	
  inhibant	
  la	
  Kinésine-­‐1	
  en	
  plus	
  

de	
  la	
  Dynéine,	
  cette	
  séparation	
  active	
  est	
  éliminée	
  (Splinter	
  et	
  al.,	
  2010).	
  Cette	
  étude	
  a	
  montré	
  que	
  

ces	
   deux	
  moteurs	
   sont	
   associés	
   à	
   la	
  membrane	
   nucléaire	
   par	
   Bicaudal	
   D2,	
   lui	
  même	
   associés	
   aux	
  

complexes	
  des	
  pores	
  nucléaires.	
  Les	
  auteurs	
  proposent	
  que	
  la	
  Dynéine	
  prenne	
  le	
  pas	
  sur	
  la	
  Kinésine-­‐

1,	
  ce	
  qui	
  résulterait	
  en	
  l’association	
  des	
  centrosomes	
  aux	
  noyaux.	
  	
  

La	
   seconde	
   voie	
   d’ancrage	
   de	
   ces	
   moteurs	
   à	
   l’enveloppe	
   nucléaire	
   passe	
   par	
   la	
   voie	
   des	
  

protéines	
   contenant	
   les	
   domaines	
   SUN	
   (Sad1	
   and	
   UNC-­‐84)	
   qui	
   recrute	
   les	
   protéines	
   avec	
   des	
  

domaines	
  KASH	
  (Klarsicht,	
  ANC-­‐1	
  and	
  Syne/Nesprin	
  homology)	
  comme	
  Nesprin-­‐2	
  qui	
  lie	
  à	
  son	
  tour	
  la	
  

Dynéine	
  et	
  la	
  Kinésine-­‐1	
  (Schneider	
  et	
  al.,	
  2011).	
  Dans	
  cette	
  seconde	
  étude,	
  la	
  déplétion	
  de	
  la	
  chaine	
  

légère	
  de	
  la	
  Kinésine-­‐1	
  induit	
  un	
  décrochage	
  des	
  centrosomes	
  de	
  l’enveloppe	
  nucléaire,	
  ce	
  qui	
  va	
  à	
  

l’encontre	
  de	
  l’article	
  publié	
  par	
  Splinter	
  et	
  collaborateurs.	
  En	
  effet,	
  ils	
  montraient	
  que	
  cette	
  kinésine	
  

est	
  responsable	
  de	
  la	
  séparation	
  active	
  des	
  centrosomes	
  et	
  du	
  noyau.	
  	
  

En	
  conclusion,	
   le	
  mécanisme	
  et	
   le	
   rôle	
  exact	
  de	
  Kinésine-­‐1	
  dans	
   l’ancrage	
  des	
  centrosomes	
  

au	
  noyau	
  sont	
  peu	
  documentés	
  et	
  très	
  mal	
  connus.	
  Lors	
  de	
  la	
  perte	
  de	
  fonction	
  de	
  khc	
  dans	
  le	
  SNC	
  

larvaire,	
   nous	
   n’avons	
   cependant	
   pas	
   noté	
   de	
   défauts	
   d’ancrage	
   des	
   centrosomes	
   à	
   la	
  membrane	
  

nucléaire.	
  Tanenbaum	
  et	
  collaborateurs	
  proposent	
  que	
  l’activation	
  de	
  la	
  Kinésine-­‐1	
  environ	
  1h	
  avant	
  

la	
   mitose	
   servirait	
   à	
   contrecarrer	
   l’action	
   de	
   la	
   Dynéine.	
   En	
   effet,	
   celle-­‐ci	
   favorisant	
   l’association	
  

noyau-­‐centrosomes,	
   ceci	
   pourrait	
   entrainer	
   des	
   frictions	
   qui	
   ralentiraient	
   la	
   séparation	
   des	
  

centrosomes.	
   Le	
   rôle	
   de	
   la	
   Kinésine-­‐1	
   serait	
   de	
   relâcher	
   l’ancrage	
   des	
   centrosomes	
   à	
   l’enveloppe	
  

nucléaire	
   et	
   favoriser	
   leur	
   séparation	
   (Tanenbaum	
   et	
   al.,	
   2011).	
   Ceci	
   expliquerait	
   le	
   défaut	
   de	
  

séparation	
  de	
  centrosomes	
  que	
  nous	
  avons	
  observé	
  dans	
  les	
  neuroblastes	
  de	
  larves	
  mutantes	
  pour	
  

khc.	
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3	
  -­‐	
  Parallèle	
  avec	
  les	
  cellules	
  souches	
  de	
  la	
  lignée	
  germinale	
  mâle	
  

Les	
   protéines	
   interagissant	
   par	
   leurs	
   domaines	
   SUN	
  et	
   KASH	
  ont	
   également	
   été	
   proposées	
  

comme	
  faisant	
  partie	
  du	
  lien	
  entre	
  le	
  centrosome	
  père	
  et	
  une	
  chromatide	
  sœur	
  spécifique	
  lors	
  de	
  la	
  

division	
  des	
  cellules	
  souches	
  germinales	
  mâles	
  chez	
  la	
  Drosophile	
  (Yamashita,	
  2013).	
  

Dans	
   ces	
   cellules,	
   le	
   centrosome	
   père	
   est	
   hérité	
   par	
   la	
   cellule	
   souche	
   (à	
   l’inverse	
   du	
  

neuroblaste)	
   (Yamashita	
   et	
   al.,	
   2007).	
   De	
   plus,	
   il	
   s’avère	
   que	
   les	
   chromatides	
   sœurs	
   des	
  

chromosomes	
  sexuels	
  ne	
  sont	
  pas	
  aléatoirement	
  distribuées	
  entre	
  les	
  deux	
  cellules	
  filles	
  (Yadlapalli	
  

and	
  Yamashita,	
  2013).	
  En	
  effet	
  pour	
  les	
  chromosomes	
  X	
  et	
  Y,	
  dans	
  85%	
  des	
  cas,	
  c’est	
  la	
  même	
  sonde	
  

de	
   FISH	
   (Fluorescence	
   In	
   Situ	
   Hybridization)	
   qui	
   est	
   retenue	
   par	
   la	
   cellule	
   souche.	
   Cependant,	
   par	
  

incorporation	
   de	
   BrDU	
   prolongée,	
   les	
   auteurs	
   ont	
   établi	
   que	
   ce	
   n’est	
   pas	
   le	
   modèle	
   du	
   brin	
  

«	
  immortel	
  »	
   retenu	
   pour	
   toujours	
   par	
   la	
   cellule	
   souche	
   qui	
   a	
   lieu	
   mais	
   plutôt	
   un	
   modèle	
   ou	
   le	
  

changement	
  de	
  brin	
  apparaît	
   toutes	
   les	
  7	
  divisions	
  environ.	
  Ceci	
   semble	
  dépendre	
  notamment	
  des	
  

centrosomes,	
   des	
   interactions	
   SUN-­‐KASH	
   et	
   du	
   potentiel	
   prolifératif	
   inhérent	
   aux	
   cellules	
   souches	
  

(Yadlapalli	
  and	
  Yamashita,	
  2013).	
  

Yamashita	
  propose	
  que	
  cette	
  ségrégation	
  non-­‐aléatoire	
  des	
  chromatides	
  des	
  chromosomes	
  X	
  

et	
   Y	
   participe	
   à	
   transmettre	
   des	
  marques	
   épigénétiques	
   distinctes	
   entre	
   les	
   deux	
   cellules	
   filles.	
   Il	
  

propose	
   également	
   que	
   les	
   deux	
   chromatides	
   sœurs	
   puissent	
   posséder	
   des	
   kinétochores	
   avec	
   des	
  

activités	
   de	
   liaison	
   ou	
   d’organisation	
   des	
   microtubules	
   différentes,	
   permettant	
   un	
   choix	
   du	
  

centrosome	
  par	
  lesquels	
  ils	
  sont	
  capturés	
  (Yamashita,	
  2013).	
  	
  

Quelque	
  soit	
   la	
  part	
  de	
   réalité	
  dans	
  ce	
  modèle,	
   il	
  pourrait	
  être	
   intéressant	
  d’étudier	
   si	
  une	
  

telle	
  ségrégation	
  non-­‐aléatoire	
  des	
  chromatides	
  sœurs	
  existe	
  dans	
  le	
  cas	
  du	
  neuroblaste.	
  Si	
  tel	
  est	
  le	
  

cas,	
   la	
  perte	
  de	
  fonction	
  de	
  khc	
  constituerait	
  un	
  excellent	
  modèle	
  d’étude	
  pour	
  vérifier	
  si	
   l’héritage	
  

aléatoire	
  des	
  centrosomes	
  entre	
  les	
  deux	
  cellules	
  filles	
  à	
  l’issue	
  de	
  la	
  division	
  d’un	
  neuroblaste	
  peut	
  

perturber	
   la	
   ségrégation	
   non-­‐aléatoire	
   des	
   chromatides	
   sœurs,	
   et	
   pourquoi	
   pas	
   le	
   lignage	
   du	
  

neuroblaste.	
  

4	
  -­‐	
  Le	
  positionnement	
  des	
  asters	
  et	
  la	
  fidélité	
  de	
  l’orientation	
  l’axe	
  de	
  division	
  

Lors	
  de	
   l’analyse	
  de	
   la	
  dynamique	
  des	
  centrosomes	
  des	
  mutants	
  khc,	
  nous	
  avons	
  quelques	
  

fois	
   pu	
   observer	
   une	
   mauvaise	
   localisation	
   des	
   deux	
   centrosomes	
   induisant	
   un	
   mouvement	
  

important	
  pendant	
   les	
  quelques	
  minutes	
  avant	
   la	
  rupture	
  de	
  l’enveloppe	
  nucléaire	
   leur	
  permettant	
  

de	
   rejoindre	
   aléatoirement	
   le	
   pôle	
   apical	
   ou	
   basal.	
   Ceci	
   vient	
   quelque	
   peu	
   à	
   l’encontre	
   du	
   travail	
  

publié	
  par	
   Januschke	
  &	
  Gonzalez	
   (Januschke	
  and	
  Gonzalez,	
  2010)	
  montrant	
  que	
   l’aster	
  apical	
  dicte	
  

l’axe	
  de	
  division.	
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Il	
  sera	
  intéressant	
  d’analyser	
  l’établissement	
  de	
  l’axe	
  de	
  polarité,	
  notamment	
  par	
  le	
  suivi	
  du	
  

complexe	
  Par	
  (comme	
  Bazooka/Par3)	
  ou	
  du	
  module	
  d’ancrage	
  du	
  fuseau	
  (comme	
  Pins	
  ou	
  Dlg)	
  dans	
  

les	
  mutants	
   ensconsine	
   et	
   khc.	
   Nous	
   pourrons	
   ainsi	
   vérifier	
   si	
   le	
   centrosome	
   fils	
   dicte	
   bel	
   et	
   bien	
  

l’établissement	
  de	
  la	
  polarité	
  avant	
  de	
  se	
  positionner	
  à	
  l’un	
  des	
  pôles	
  ou	
  si	
  un	
  autre	
  signal	
  participe	
  à	
  

cette	
  fidélité	
  de	
  l’axe	
  de	
  division	
  d’un	
  cycle	
  à	
  l’autre.	
  D’autant	
  plus	
  qu’indépendamment	
  de	
  la	
  cellule	
  

par	
   lequel	
   le	
  centrosome	
  fils	
  est	
  hérité,	
  nous	
  avons	
  remarqué	
  pour	
  quelques	
  neuroblastes	
  mutants	
  

pour	
  khc	
   se	
  divisant	
  deux	
   fois	
  au	
  cours	
  d’une	
  même	
  expérience	
  que	
   la	
   fidélité	
  de	
   l’axe	
  division	
  est	
  

compromise	
   (6	
   fois	
   sur	
   9)	
   et	
   peut	
   varier	
   d’environ	
   30	
   à	
   90°.	
   Ceci	
   malgré	
   une	
   nucléation	
   du	
  

centrosome	
  fils	
  comparable	
  aux	
  cas	
  contrôles.	
  

5	
   -­‐	
   La	
   perte	
   de	
   fonction	
   d’Ensconsine	
   favorise	
   l’intégrité	
   des	
   pôles	
   des	
   fuseaux	
  

acentriolaires	
  

Enfin	
   nous	
   avons	
   montré	
   que	
   la	
   perte	
   de	
   fonction	
   d’Ensconsine	
   dans	
   un	
   contexte	
  

acentrosomal	
   (mouches	
  mutantes	
  pour	
   sas-­‐4)	
   diminue	
   la	
   longueur	
  des	
   fuseaux	
  et	
   allonge	
  quelque	
  

peu	
  le	
  temps	
  de	
  mitose.	
  L’effet	
  cumulé	
  de	
  ces	
  deux	
  mutations	
  n’est	
  cependant	
  pas	
  drastique	
  pour	
  la	
  

division	
  cellulaire.	
  De	
  plus,	
  il	
  est	
  apparu	
  que	
  les	
  fuseaux	
  de	
  ces	
  doubles	
  mutants	
  présentent	
  des	
  pôles	
  

mieux	
  définis	
  que	
  dans	
  le	
  mutant	
  sas-­‐4	
  seul	
  et	
  que	
  dans	
  certains	
  neuroblastes,	
  nous	
  pouvions	
  voir	
  en	
  

vidéomicroscopie	
  de	
  petits	
  asters	
  capables	
  de	
  se	
  focaliser	
  aux	
  pôles	
  du	
  fuseau.	
  	
  

Ces	
  pseudo-­‐asters	
  rappellent	
  ceux	
  décrits	
  par	
  Moutinho-­‐Pereira	
  et	
  collaborateurs.	
  Dans	
  cette	
  

étude,	
   ils	
  décrivent	
  une	
   lignée	
  de	
  cellules	
  de	
  Drosophile	
  appelée	
  1182-­‐4D	
  qui	
  est	
  constitutivement	
  

acentriolaire	
   (Moutinho-­‐Pereira	
   et	
   al.,	
   2009).	
   Cette	
   lignée	
   de	
   cellule	
   présente	
   aux	
   pôles	
   de	
   ses	
  

fuseaux	
  des	
  pseudo-­‐asters	
  dont	
  la	
  taille	
  est	
  réduite	
  par	
  rapport	
  aux	
  centrosomes	
  des	
  cellules	
  S2,	
  et	
  

qui	
   sont	
   capables	
   de	
   retenir	
   des	
   éléments	
   du	
   PCM	
   comme	
   la	
   Centrosomine,	
   PLP,	
   Sas-­‐4	
   et	
   la	
   γ-­‐

tubuline.	
  La	
   formation,	
   l’architecture	
  et	
   la	
   fonction	
  de	
  ces	
  pseudo-­‐asters	
  seraient	
  contrôlées	
  par	
   la	
  

Centrosomine,	
  Msps/XMAP215	
   et	
   la	
   kinésine-­‐13	
   Klp10A.	
   De	
   plus,	
   leur	
   transport	
   aux	
   pôles	
   semble	
  

médié	
  par	
  NCD	
  et	
  la	
  Dynéine.	
  	
  

Dans	
   le	
  double	
  mutant	
  pour	
  ensconsine	
  et	
  sas-­‐4,	
   ces	
  pseudo-­‐asters	
  sont	
  présents	
  et	
  mieux	
  

visibles	
  que	
  dans	
  le	
  mutant	
  sas-­‐4.	
  Ceci	
  pourrait	
  expliquer	
  la	
  meilleure	
  intégrité	
  des	
  pôles	
  du	
  fuseau	
  

par	
   rapport	
   au	
   simple	
  mutant	
   sas-­‐4.	
   Il	
   est	
   possible	
   que	
   la	
   déplétion	
   d’Ensconsine,	
   en	
   affectant	
   la	
  

stabilité	
   des	
   microtubules,	
   entraine	
   la	
   formation	
   de	
   microtubules	
   plus	
   courts,	
   probablement	
   plus	
  

favorables	
  à	
  la	
  formation	
  de	
  telles	
  structures.	
  Les	
  microtubules	
  plus	
  courts	
  pourraient	
  permettre	
  de	
  

concentrer	
   plus	
   efficacement	
   le	
   PCM	
   et	
   donc	
   les	
   pôles	
   du	
   fuseau	
   via	
   les	
   moteurs	
   moléculaires	
  

comme	
  NCD	
  et	
   le	
  DDC.	
  Notre	
  hypothèse	
  est	
   donc	
  que	
  dans	
  un	
   contexte	
   acentriolaire,	
   la	
   perte	
  de	
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fonction	
   d’Ensconsine	
   compromet	
   les	
   attachements	
   kinétochores-­‐microtubules	
   mais	
   ceci	
   pourrait	
  

être	
   contrebalancé	
   par	
   une	
   meilleure	
   intégrité	
   des	
   pôles.	
   Ceci	
   expliquerait	
   pourquoi	
   la	
   durée	
   de	
  

mitose	
  dans	
  le	
  double	
  mutant	
  n’est	
  pas	
  beaucoup	
  plus	
  longue	
  que	
  dans	
  le	
  simple	
  mutant	
  sas-­‐4.	
  

IV	
  -­‐	
  Conclusions	
  générales	
  

En	
   conclusion,	
   mes	
   travaux	
   de	
   thèse	
   ont	
   permis,	
   par	
   une	
   approche	
   protéomique	
   et	
  

fonctionnelle	
  visant	
  à	
  découvrir	
  de	
  régulateurs	
  la	
  dynamique	
  des	
  microtubules	
  et	
  de	
  l’assemblage	
  du	
  

fuseau,	
   d’identifier	
   un	
   nouveau	
   rôle	
   pour	
   la	
   protéine	
   Ensconsine/MAP7.	
   Capable	
   seule	
   de	
  

promouvoir	
   la	
   polymérisation	
   des	
   microtubules,	
   elle	
   est	
   essentielle	
   à	
   la	
   ségrégation	
   des	
  

chromosomes	
  en	
   l’absence	
  du	
  point	
  de	
  contrôle	
  de	
   l’assemblage	
  du	
   fuseau	
  mitotique.	
  Nous	
  avons	
  

aussi	
   montré	
   que	
   son	
   partenaire,	
   la	
   Kinésine-­‐1,	
   partage	
   sa	
   fonction	
   dans	
   la	
   dynamique	
   et	
   la	
  

ségrégation	
   des	
   centrosomes.	
   De	
   nombreuses	
   études	
   ont	
   montré	
   que	
   les	
   centrosomes	
   sont	
  

intrinsèquement	
  différents	
  de	
  par	
   leur	
  pouvoir	
  de	
  nucléation.	
  Cette	
  différence	
  n’est	
  cependant	
  pas	
  

suffisante	
  pour	
  expliquer	
  leur	
  ségrégation.	
  Ils	
  doivent	
  pour	
  cela	
  entamer	
  dès	
  la	
  fin	
  de	
  la	
  mitose	
  leur	
  

séparation	
  par	
  un	
  mécanisme	
  dépendant	
  de	
  la	
  Kinésine-­‐1	
  et	
  d’Ensconsine.	
  	
  

Cette	
   étude	
   ouvre	
   de	
   nouvelles	
   questions	
   sur	
   le	
   rôle	
   précis	
   de	
   chacun	
   des	
   domaines	
  

d’Ensconsine	
   mais	
   également	
   sur	
   le	
   rôle	
   de	
   Kinésine-­‐1	
   dans	
   la	
   séparation	
   et	
   la	
   ségrégation	
   des	
  

centrosomes,	
  la	
  fidélité	
  de	
  l’axe	
  de	
  division	
  et	
  les	
  éventuelles	
  conséquences	
  sur	
  le	
  lignage	
  des	
  cellules	
  

souches	
  du	
  SNC	
  larvaire	
  de	
  la	
  Drosophile.	
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Résumé	
  

La	
  mitose	
  est	
  une	
  étape	
  essentielle	
  du	
  cycle	
  cellulaire	
  à	
  l’issue	
  de	
  laquelle	
  le	
  génome	
  répliqué	
  
de	
   la	
   cellule	
  mère	
  est	
   ségrégé	
  de	
   façon	
  équitable	
  entre	
   les	
  deux	
  cellules	
   filles.	
  Pour	
  cela,	
   la	
   cellule	
  
assemble	
   une	
   structure	
   hautement	
   dynamique	
   et	
   composée	
   de	
   microtubules,	
   appelée	
   le	
   fuseau	
  
mitotique.	
  En	
  plus	
  d’assurer	
  la	
  bonne	
  ségrégation	
  des	
  chromosomes,	
  le	
  fuseau	
  mitotique	
  détermine	
  
l’axe	
   de	
   division,	
   un	
   phénomène	
   particulièrement	
   important	
   pour	
   la	
   division	
   asymétrique	
   où	
   des	
  
déterminants	
  d’identité	
  cellulaire	
  doivent	
  être	
  distribués	
  de	
  façon	
  inéquitable	
  entre	
  les	
  deux	
  cellules	
  
filles.	
  L’assemblage	
  et	
  la	
  dynamique	
  de	
  ce	
  fuseau	
  sont	
  finement	
  régulés	
  par	
  de	
  nombreuses	
  protéines	
  
qui	
  sont	
  associées	
  aux	
  microtubules.	
  

Au	
   cours	
   de	
   ma	
   thèse,	
   nous	
   avons	
   identifié	
   855	
   protéines	
   constituant	
   l’interactome	
   des	
  
microtubules	
  de	
  l’embryon	
  de	
  Drosophile	
  par	
  spectrométrie	
  de	
  masse	
  puis	
  criblé	
  par	
  ARNi	
  96	
  gènes	
  
peu	
  caractérisés	
  pour	
  un	
  rôle	
  en	
  mitose	
  dans	
  le	
  système	
  nerveux	
  central	
  larvaire.	
  Par	
  cette	
  approche,	
  
nous	
   avons	
   identifié	
   18	
   candidats	
   sur	
   la	
   base	
   de	
   leur	
   interaction	
   aux	
   microtubules	
   et	
   de	
   leur	
  
phénotype	
   mitotique,	
   dont	
   Ensconsine/MAP7.	
   Nous	
   avons	
   montré	
   qu’Ensconsine	
   est	
   capable	
   de	
  
s’associer	
  aux	
  microtubules	
  du	
  fuseau	
  et	
  favorise	
  leur	
  polymérisation.	
  De	
  plus,	
   les	
  neuroblastes	
  des	
  
larves	
  mutantes	
  présentent	
  des	
   fuseaux	
   raccourcis	
   et	
  une	
  durée	
  de	
  mitose	
  prolongée.	
  Ce	
  délai	
   en	
  
mitose	
  est	
  dû	
  à	
  une	
  activation	
  prolongée	
  du	
  point	
  de	
  contrôle	
  du	
  fuseau	
  mitotique	
  qui	
  est	
  essentiel	
  
pour	
   une	
   ségrégation	
   correcte	
   des	
   chromosomes	
   en	
   l’absence	
   d’Ensconsine.	
   D’autre	
   part,	
   en	
  
association	
   avec	
   la	
   Kinésine-­‐1,	
   son	
   partenaire	
   fonctionnel	
   en	
   interphase,	
   nous	
   avons	
   montré	
  
qu’Ensconsine	
  est	
  également	
  impliquée	
  dans	
  la	
  séparation	
  des	
  centrosomes	
  au	
  cours	
  de	
  l’interphase.	
  
Ceci	
  entraine	
  une	
  distribution	
  aléatoire	
  des	
  centrosomes	
  pères	
  et	
  fils	
  dans	
  cellules	
  filles.	
  
	
   Grâce	
   à	
   cette	
   étude,	
   nous	
   avons	
   révélé	
   deux	
   nouvelles	
   fonctions	
   pour	
   Ensconsine	
  :	
   elle	
  
favorise	
  la	
  polymérisation	
  des	
  microtubules	
  et	
  participe	
  donc	
  à	
  l’assemblage	
  du	
  fuseau	
  mitotique	
  et	
  
est	
  impliquée,	
  avec	
  la	
  Kinésine-­‐1	
  dans	
  la	
  dynamique	
  des	
  centrosomes.	
  

	
  

Abstract	
  

Mitosis	
   is	
  a	
  key	
  step	
  of	
  the	
  cell	
  cycle	
  that	
  allows	
  the	
  mother	
  cell	
   to	
  segregate	
   its	
  replicated	
  
genome	
  equally	
  into	
  the	
  two	
  daughter	
  cells.	
  To	
  do	
  so,	
  the	
  cell	
  assembles	
  a	
  highly	
  dynamic	
  structure	
  
composed	
   of	
   microtubules	
   called	
   the	
   mitotic	
   spindle.	
   Additionally	
   to	
   its	
   role	
   in	
   the	
   faithful	
  
segregation	
  of	
  chromosomes,	
  the	
  mitotic	
  spindle	
  defines	
  the	
  axis	
  of	
  cell	
  division.	
  This	
  phenomenon	
  is	
  
particularly	
   important	
   for	
   the	
   asymmetric	
   cell	
   division	
   in	
   which	
   cell	
   fate	
   determinants	
   have	
   to	
   be	
  
unequally	
   distributed	
   between	
   the	
   two	
   daughter	
   cells.	
   Spindle	
   assembly	
   and	
   dynamics	
   are	
   subtly	
  
regulated	
  by	
  numerous	
  microtubules-­‐associated	
  proteins.	
  

During	
   my	
   PhD,	
   we	
   identified	
   using	
   mass	
   spectrometry,	
   855	
   proteins	
   establishing	
   the	
  
Drosophila	
   embryo	
  microtubule	
   interactome.	
   An	
   RNAi	
   screen	
   was	
   performed	
   in	
   the	
   larval	
   central	
  
nervous	
  system	
  for	
  96	
  poorly	
  described	
  genes,	
  in	
  order	
  to	
  identify	
  new	
  mitotic	
  regulators.	
  Based	
  on	
  
microtubule	
   interaction	
   and	
   mitotic	
   phenotype,	
   among	
   18	
   candidates	
   we	
   focused	
   on	
  
Ensconsin/MAP7.	
   We	
   have	
   shown	
   that	
   Ensconsin	
   is	
   associated	
   with	
   spindle	
   microtubules	
   and	
  
promotes	
  their	
  polymerization.	
  Neuroblasts	
  from	
  mutant	
  larvae	
  display	
  shorter	
  spindles	
  and	
  a	
  longer	
  
mitosis	
   duration.	
   This	
   mitotic	
   delay	
   is	
   a	
   consequence	
   of	
   an	
   extended	
   activation	
   of	
   the	
   spindle	
  
assembly	
   checkpoint,	
  which	
   is	
   essential	
   for	
   the	
  proper	
   chromosome	
   segregation	
   in	
   the	
  absence	
  of	
  
Ensconsin.	
   This	
   study	
   also	
   showed	
   that,	
   in	
   association	
   with	
   its	
   interphase	
   partner	
   Kinesin-­‐1,	
  
Ensconsin	
  is	
  involved	
  in	
  centrosome	
  separation	
  during	
  interphase.	
  As	
  a	
  result,	
  mother	
  and	
  daughter	
  
centrosomes	
  are	
  randomly	
  distributed	
  between	
  the	
  daughter	
  cells.	
  

In	
  conclusion,	
  we	
  highlighted	
  two	
  news	
  functions	
  of	
  Ensconsin	
  :	
   first,	
   this	
  protein	
  promotes	
  
microtubule	
  polymerization	
  and	
   is	
   involved	
   in	
   spindle	
  assembly	
  ;	
   second,	
  Ensconsin	
  and	
   its	
  partner	
  
Kinesin-­‐1	
  regulate	
  centrosome	
  dynamics.	
  


