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II. La dynamique de la polymérisation des filaments et des microtubules

1. Les microfilaments et les microtubules montrent la même cinétique d’assemblage in vitro
· Il faut que le système soit dynamique. Plusieurs niveaux permettent de créer un système dynamique :

· 1) polymérisation / dépolymérisation (créér/détruire)

D’abord étudié in vitro (tissus nerveux). Les ssu du cytoplasme ont la capacité de s’assembler (auto-assemblage). Donc on n’a pas besoin de dépenser d’énergie pour synthétiser ces filaments (problème d’hydrolyse d’ATP/GTP mais pas nécessaire). Il faut un tampon avec sel, magnesium, ATP ?, nuc ?. On peut aussi jouer sur la température : le froid entraine une dépolymérisation).

· 2) La cinétique d’assemblage : 3 phases :

· Latence

· Phase exponentielle

· Equilibre dynamique.

On évalue la quantité de polymères formés au cours du temps.

On évalue la « turpidité » dans d’autres systèmes.

Pour obtenir la formation de filaments, il faut dépasser une certaine concentration en monomères.

Je suis arrivé 10 min en retard à ce cours il me manque un bout.

4. L’incorporation d’un monomère dans un microfilamentou un microtubule est suivie de l’hydrolyse du nucléotide triphosphate

· Si la vitesse d’élongation à l’extrémité + est inferieure à la vitesse d’hydrolyse, alors il y a perte de monomère.

· Si la vitesse d’élongation à l’extrémité – est superieur à la vitesse d’hydrolyse alors il peut y avoir gain de monomère.

· C’est le phénomène du tapis roulant.

5. Treadmilling et instabilité dynamique
· A l’équilibre, les filaments sont de même taille.
· In vitro les MT s’allongent et se raccourcicent : c’est l’instabilité dynamique.

· Quand un MT s’allonge et se dépolymérise, c’est une « catastrophe ».

· Quand on empêche un MT de dépolymériser, c’est un « sauvetage.

· La tubuline associée à une coiffe de GTP forme un baton droit, et est stable et elle continue de s’allonger. Si la tubuline s’allonge à de la GDP en revanche elle est instable et se dépolymérise.
· Il existe des GTP résiduels (GTP remnant = reste en fr) au milieu du MT qui permettent un sauvetage en cas de dépolymérisation.

· Attention il n’y a d’effet tapis roulant (= instabilité dynamique) que par le basculement d’un état à l’autre : de GDP à GTP.

6. La nucléation
6.1 La formation des noyaux est une étape limitante
· L’instabilité dynamique existe aussi in vivo.

· La phase de latence est beaucoup trop longue pour attendre que des filaments se forment dans la cellule --> c’est le résultat des étapes de nucléation. Il doit y avoir des nucléateurs qui sont capables d’accélérer la formation des MFA (complexe Arp2/3) et des MT (MTOC).
· Test : In vitro, on fait des tests avec ou sans nucléateurs (en rajoutant des noyaux déjà formés) et on regarde si ça supprime la phase de la latence. Et c’est le cas.

6.2 Le complexe Arp2/3 et la nucléation des microfilaments
· Arp2/3 est composé de 7 ssu très conservées au cours de l’évolution (ressemblance à l’actine).

· Actine seule ou Arp2/3 seul : cinétique normale.

· Arp2/3 + VCA = pas de phase de latence (ou presque).

· A l’état inactif, Arp2 et Arp3 sont relativements éloignés l’un de l’autre. Avec de l’actine, Arp2 et Arp3 se rapprochent à l’interieur du complexe. On forme ainsi une structure qui ressemble à un noyau à 2 sous unités d’actine.

· Les NPFs (Nucleation Promoting Factors): en observant leurs structures on peut determiner les domaines importants: domaine de fication à l’actine G, domaine pour Arp2 et Arp3… On peut les considèrer comme des activateurs pour Arp2/3. Les NPFs : entraînent un changement de conformation et apportent un monomère d’actine G --> ils favorisent la formation d’un trimère cad d’un noyau qui va pouvoir s’allonger en filament. Ce complexe est fixé à l’extrémité moins du MF qu’il vient de former. Arp2/3 doit être fixé sur le coté d’un MF existant, au niveau des fourches de MF.
· Il y a débat :

· Soit Arp2/3 se fixe dans une région du MF qui n’est pas l’extrémité plus
· Soit Arp2/3 se fixe sur  l’extrémité plus sur le coté d’un filament existant (modèle le plus connu).

· Arp2/3 se fixe plutôt dans les parties ADP que ATP (--> dans la partie +).

· Lamellipode : nécessaire pour que la cellule puisse migrer. Formé par Arp2/3.

· Patche d’actine : nécessaire à la division correcte de la cellule. Formé par Arp2/3.

· Structures formées de réseaux branchés et pas de faisceaux de MF (les réseaux formés par Arp2/3 sont des réseaux branchés la plupart du temps).

6.3 Les formines et la nucléation des microfilaments
· On a cherché d’autres protéines. On atrouvé les formines : elles possèdent deux domaines dont un important pour former des MFA : le domaine nucléateur FH2 (= formine Bni1p) --> il supprime la phase de latence.

6.4 Spire et la nucléation des microfilaments
· FH2 permet la formation d’un anneau qui agit en se fixant sur un trimère d’actine et en le stabilisant --> chez tous les eucaryotes (comme Arp2/3). A la différence de Arp2/3, on peut obtenir un MF seul.

6.5 nucléation des microfilaments d’actine et réseaux obtenus
· Les formines font des MFA et permettent d’obtenir des faisceaux de MF. Cela nécessite des protéines d’assemblages, mais en fonction du nucléateur utilisé, on forme tel ou tel type de réseau.
· Conclusion : il y a deux grands types de nucléateurs : un pour obtenir des réseaux branchés l’autre pour obtenir des parallèles.

· Pour les MT, ce sont les centres organisateurs. Il y a plusieurs structures :

· Le centrosome dans les cellules animales. Il est composé d’une paire de centrioles (= triplet de MT) associée à un anneau de nu tubules : on appelle ça le matériel péricentriolaire (ou matrice). Ce sont les protéines associées au MT qui sont importantes pour l’opération (réseau radiaire de MT).

6.6 Les centres organisateurs des microtubules
· 2 nu tubulines + GPC (2) forment « gamatus » : c’est un petit complexe qui forme un anneau et qui est matrice pour la formation de MT.

· Chez les champignons il n’y a pas de gamatus mais d’autres systèmes (à base de tubuline).

· Chez les plantes, il n’y a pas de centrosomes mais des MT corticaux qui peuvent être associés au noyau. (On sait qu’il existe de la nu tubuline et des petits complexes : pas de grandes structures mais il y en a un peu partout dans le cortex ou associé à la membrane nucléaire.

· Même dans les cellules animales on trouve des gamatus ailleurs que dans le centrosome : au niveau d’organites (Golgi, RE…).
7. Des protéines accessoires modulent la dynamique de la polymérisation des microfilamentset des microtubules

7.1 Les protéines agissant sur la G-actine

· Il existe des protéines qui vont modifier la dynamique des filaments en interagissant avec eux. Certaines en se fixant au monomère, d’autre en se fixant sur le coté du filament.

1) Celles qui vont interagir sur l’actine G. Par ex la frofiline qui se lie avec l’actine G ce qui favorise l’allongement de l’extrémité plus (ratio 1 :1 = 1 prolifine pour 1 actine G). La profiline a un effet de séquestration : elle empêche l’actine G de se fixer au MF, ce qui entraine une diminution de la concentration en actine G disponible pour polymériser –> diminution de la vitesse de polymérisation --> diminution de la concentration et si on passe en dessous de la concentration critique c’est la Catastrophe, il y a dépolymérisation des MT.
7.2 Les protéines agissant sur les dimères de tubuline
2) La stathmine se fixe au dimère de tubuline et maintient la tubuline dans une conformation pas favorable à l’assemblage (ratio 1 :2).

7.3 Les protéines agissant sur la F-actine
· La cofiline est capable de couper des MFA existant (existe aussi pour les MT) ce qui entraîne une augmentation du nombre d’extrémités. 
· Si on a peu d’actine G --> ça favorise la dépolymérisation.

· Si on en a beaucoup --> ça favorise l’élongation de petits filaments qui vont s’allonger.

7.4 Les protéines agissant sur les microtubules
· La gelsoline régule la taille et la nature des MF dans le cytosquelette.

· Parmis les protéines qui peuvent se fixer sur le MT, certaines les stabilisent, ce qui diminue la fréquence des catastrophes : c’est les MAPs. On retrouve Tau, MAP2… Donc il y a 2 effets (élongation + stabilisation). Ces protéines se fixent sur le coté du filament.

· Les faisceaux de MT qu’on a dans les axones sont relativement stables (due en partie à la fixation de ces MAPs).

7.5 Les protéines agissant sur les extrémités des microfilaments
· D’autres protéines se fixent aux extrémités : ce sont les protéines de coiffe (capping proteins). Elles empêchent l’ajout ou le départ d’une ssu ce qui bloque la dynamique de polymérisation/dépolymérisation.
7.6 Les protéines agissant sur les extrémités des microtubules
· Pour les MT : il y a des protéines +TIPs. Ce sont des MAPs qui se fixent aux extrémités plus des MT mais qui n’empêchent pas l’allongement des ssu. Elles ont un effet stabilisateur. 
· D’autres protéines ont le même principe mais favorisent les catastrophes. Ex : EB1(prot +TIPs) est un système qui permet de capturer un MT et de le faire quelque part sur le cortex de la cellule ou le +TIP va trouver un partenaire.
· D’autres protéines comme EB1 sont capables de fixer un MT à un endrois de la cellule.

8. Les drogues agissant sur le cytosquelette d’actine et les microtubules

· Ces modifications sont associées à des MT relativement stables. La tubuline qui les compose est largement modifiée. D’autres MT très dynamiques ont leurs tubulines non modifiées. --> on en déduit une corrélation entre la modification des tubulines et la stabilité du MT.

· 2 propriétés :

· 1

· 2 : ces modifications vont favoriser l’interaction avec certains facteurs stabilisant (probablement vrai).

· Tous ces facteurs existent dans le cytosquelette et sont utilisés pour agir sur le cytosquelette.

9. Régulation de l’organisation du cytosquelette par les voies de signalisation

9.1 Signalisation, cytosquelette d’actine et microtubules
· D’autres molécules (produites dans des organismes vivants), des toxines, sont utilisées pour savoir quelle région du cytoplasme est impliqué dans quelle fonction.

· MFA :

· Cytochalasin : empêche la polymérisation. On s’en sert pour étudier le cytosquelette en jouant sur les concentration : soit on dépolymérise tout soit juste un certain type de MFA (les plus instables).

· Phalloidine : se fixe le long du filament et le stabilise --> on peut fixer un cytosquelette dans une cellule.

· MT : 

· des drogues entraînent la dépolymérisation. Elles maintiennent les dimères d’alpha et béta tubuline dans un état séquestré (--> pas de formation de MT et catastrophes).

· Le taxol a une action sur les MT formés, il les stabilise.

· On agit sur les réseaux formés :

· Soit on prends les MF existants et un système permet de les modifier.

· Soit on détruit tout et on reforme le réseau.

Les deux systèmes sont utilisés selon les cas.

· Les signaux extra cellulaires sont captés par des recepteurs puis transduction du signal… (voir shéma).

9.2 Les petites protéines G de la famille des RhoGTPases
· Parmis les éléments impliqués dans la signalisation, il y a une famille impliquée dans la transduction des signaux (pour MFA et MT) : c’est la famille des Rho-GTPases (qui est incluse dans une superfamille de protéines G : la famille « Rasse ». Elles sont capables d’être fixées soit au GTP, soit au GDP. Pour passer de GTP à GDP, il y a hydrolyse du GTP intrinsèque à la petite protéine G. Le seul domaine fonctionnel connu est le domaine GTPasique. Elle a une activité faible. D’autres facteurs (interrupteurs moléculaires) permettent d’accélérer le processus de passage de GDP (éteind) à GTP (allumé).
9.3 Les RhoGTPasessont activées par divers signaux extra-cellulaires
· Quasiment toutes les protéines membranaires qui peuvent faire de la signalisation peuvent intéragir avec les Rho-GTPases et donc sur le cytosquelette.

· Dans les GTPases il y a 3 sous familles :

· Rho

· Rac

· Cdc42

Elles ont des activités différentes mais elles sont toutes capables de jouer sur l’activité des facteurs, des complexes, des structures cellulaires qui ont un rôle à jouer sur le cytosquelette (machinerie up, tous les facteurs qui régulent la dynamique…).

9.4 Les rhoGTPasescontrôlent l’organisation du cytosquelette d’actine et des microtubules
· Exemple : la migration cellulaire ; phénomène très important (chez les métazoaires par ex). (Pour l’étudier, on peut soit faire migrer les cellules sur gel en 3D soit sur une surface plane en 2D.).

· La cellule doit d’abord se fixer. Il y a polymérisation dans le sens de fixation. On soumet les cellules à des signaux qui entraînent leur migration. On positionne les signaux à un endroit de la cellule et les cellules migrent vers cette source –> il y a orientation des cellules.

· Migration = changement de forme ce qui implique un changement de conformation du cytosquelette d’actine. Dans certains types de cellules, la modification de l’organisation des MT est nécessaires pour la migration.

· Le centrosome et Golgi se positionnent entre le noyau et le front de migration. Les MT s’organisent préférentiellement parallèlement au front de migration (il y en a sur le front et sur le derrière). En amont, des protéines agissent sur des facteurs qui vont agir sur des MT. 

· Soit on tire le centrosome (avec les MT) soit on pousse le noyau pour orienté le centrosome. 

· Cdc42 est activé préférentiellement dans le futur front de migration et agit sur 2 trucks. Ces activités deplacent le centrosome vers le front de migration.

· EB1 permet de capter un MT (stable). La diléine tire sur ce MT. L’organisation du Golgi dépend des MT, il y a donc changement de conformation du Golgi.
