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>La structuration du cytoplasme repose en
grande partie sur le cytosquelette au sein duquel
le réseau de microtubules joue de multiples roles,
notamment dans le trafic intracellulaire et la
signalisation. Certaines fonctions cellulaires
nécessitent des microtubules hautement dyna-
miques, alors que d’autres utilisent des micro-
tubules stables ou la tubuline peut étre forte-
ment modifiée. Des données récentes sur les
mécanismes de controle de la dynamique des
microtubules et de leurs modifications post-
traductionnelles, notamment de I"acétylation de
la tubuline, révelent la grande plasticité des
microtubules et mettent en lumiere I'importance
de leur compartimentation structurale et fonc-
tionnelle. <

De la tubuline aux domaines fonctionnels
et aux régulateurs cytoplasmiques

Organisation et structure des microtubules

Le cytosquelette de microtubules (MT) résulte de
’assemblage de diméres d’c- et 3-tubuline. La notion
méme de squelette est cependant assez peu adaptée a
Ilimage d’éléments en remodelage permanent au sein
d’un réservoir soluble (cytoplasme). Cette régulation
permet pourtant de modifier localement ou globale-
ment la morphologie cellulaire, ou encore de mettre
en place des structures spécifiques comme le fuseau
mitotique. Les MT forment des cylindres dont la paroi
comporte généralement 13 protofilaments (qui sont
des alignements de tubulines [af3]n), mais elle peut
en compter entre 11 et 15 chez certaines especes,
dans des types cellulaires particuliers ou dans des
structures comme les axonemes ou les centrioles. Les
deux extrémités des MT différent par leur localisation
cellulaire et leurs propriétés. En effet, dans les cellules
en interphase, le bout « moins » des MT est ancré au
niveau de centres organisateurs (le centrosome, mais
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ticales selon les types cellulaires),
alors que le bout « plus » est orienté

vers la périphérie cellulaire. 'échange
de sous-unités de tubuline au bout
« plus » s’effectue dans deux conformations différentes. €n phase de
croissance, la tubuline incorporée forme un feuillet dont les cotés se
rapprochent pour fermer le MT a la maniére d’une fermeture éclair. €n
phase de désassemblage, le MT présente une courbure des protofila-
ments vers I’extérieur de la paroi microtubulaire.

Chaque tubuline posséde un site de liaison des nucléotides guani-
diques. Le site d’a-tubuline, qui est orienté vers Iinterface o/f3,
reste bloqué sous une forme liant le GTP. A Pinverse, le site de la
B-tubuline - dit échangeable - peut lier le GTP ou le GDP. Le pas-
sage de I’état GDP a GTP s’effectue par échange nucléotidique et
permet I'incorporation de la tubuline dans un MT. Le contact entre la
sous-unité o d’un dimére récemment incorporé et la sous-unité 3
d’un dimere incorporé antérieurement stimule I’activité GTPase de la
tubuline (qui se comporte ainsi comme une GTPase-activating protein
intrinséque). Dans un MT en croissance, les derniéres sous-unités
incorporées lient encore le GTP (c’est la notion de coiffe de tubu-
line-GTP), tandis que le reste du polymére reste associé au GDP. La
structure de la forme GTP étant plus droite que celle de la forme GDP
(qui présente une légére angulation entre ses sous-unités o et f3), une
coiffe de tubuline-GTP a Iextrémité « plus » exerce une contrainte
conformationnelle qui stabilise le MT en empéchant les protofilaments
d’adopter leur courbure naturelle. Si la coiffe est perdue, la contrainte
est levée, les protofilaments se courbent et le MT se dépolymérise,
libérant la tubuline-GDP (Figure 1).
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Figure 1. Microtubules en croissance. Un microtubule (MT) en croissance s’allonge en incorporant de nouvelles sous-unités de tubuline liées au

GTP a son extrémité « plus », hydrolyse le GTP en GDP et change de conformation dans la majorité de sa structure, sauf au niveau de la coiffe (qui

contient la tubuline récemment incorporée) et de régions (flots de conformation tubuline-GTP) qui constituent des sites privilégiés de sauvetage

lorsque le MT est en phase de dépolymérisation (apreés une catastrophe). La conformation tubuline-GTP des flots pourrait persister lorsque le MT en

croissance rencontre des régions discrétes qui restent a identifier, mais dont la fonction pourrait impliquer des MAP (protéines associées aux MT)

comme la protéine pVHL. La conformation d’une structure spécifique du MT en croissance et/ou de la tubuline-GTP des Tlots pourrait étre reconnue

par des protéines +TIP, notamment par des protéines comme CLIP-170 ou les CLASP, qui y exerceraient leur fonction de facteur de sauvetage.

Dynamique des MT et mécanismes de sauvetage

Une des clés de la genese des MT est leur comportement dynamique.
Un MT qui naft au niveau d’un centre organisateur croit de fagon conti-
nue jusqu’a la périphérie cellulaire. A ce niveau, la perte de la coiffe
de tubuline-GTP permet une transition (appelée catastrophe) vers
une phase de désassemblage. Une telle phase peut s’interrompre et
permettre une nouvelle phase de croissance (transition de type sau-
vetage). En périphérie cellulaire, les MT alternent fréquemment entre
croissance et dépolymérisation. Ce comportement d’instabilité dyna-
mique permet a chaque MT d’explorer une région du cytoplasme [1].
Si les mécanismes moléculaires de perte de la coiffe de tubuline-GTP
qui déclenchent les catastrophes sont mal connus, ceux qui gou-
vernent les sauvetages du point de vue de la structure des MT semblent
aujourd’hui plus clairs. La sélection d’un anticorps recombinant
reconnaissant la conformation de la tubuline-GTP a permis, d’une
part, de visualiser la coiffe GTP des MT en croissance et, d’autre part,
de montrer la présence d’flots tubuline-GTP dans des régions internes
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des MT. La distribution de ces régions est fortement
corrélée avec la localisation des sites de sauvetage, ce
qui suggere que les MT « mémorisent » de tels sites de
sauvetage potentiels au cours de leur croissance [2].
Uimportance de ces Tlots de tubuline-GTP dans I’initia-
tion de sauvetages a été confirmée dans un systeme de
dynamique microtubulaire in vitro avec des MT chimé-
riques alternant des régions assemblées avec du GTP ou
avec un analogue non hydrolysable, le GMPCPP [3]. Les
mécanismes moléculaires permettant I'apparition des
flots de tubuline-GTP sont encore inconnus. Une hypo-
thése serait que la concentration de certaines protéines
associées aux MT (MAP) dans des régions cytoplas-
miques et/ou membranaires prédéfinies stimulerait la
formation des Tlots au passage des MT en croissance.

Il en irait ainsi avec la protéine pVHL (Von Hippel
Lindau). Ce suppresseur de tumeur, dont la mutation
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prédispose a des hémangioblastomes, phéochromocytomes et carci-
nomes rénaux a cellules claires, fait partie d’un complexe ubiquitine
ligase qui possede pour substrats les facteurs de transcription HIF
(hypoxia-inducible factor). pVHL s’associe aux MT dont elle régule la
dynamique, notamment en inhibant les catastrophes et en stimulant
les sauvetages. Le mécanisme d’action proposé est que pVHL, en
inhibant 'activité GTPase de la tubuline, favoriserait la persistance
d’flots de conformation GTP dans le MT, notamment en périphérie
cellulaire [4]. Cette stimulation reste cependant mystérieuse, car
pVHL s’associe aux MT sur toute leur longueur, alors que les flots
tubuline-GTP sont répartis de fagon discrete et apparemment sto-
chastique le long des MT. pVHL pourrait alors amplifier une propriété
sous-jacente intrinséque aux MT ou bien une interaction des MT avec
des structures discrétes, plutot périphériques, qui restent encore
a identifier (Figure 1). Pour établir les mécanismes moléculaires
précis de I’apparition de ces Tlots, la connaissance de la structure
exacte reconnue par I’anticorps anti-tubuline-GTP sera essentielle.
€n tant que sites privilégiés de sauvetage, les Tlots de conformation
tubuline-GTP pourraient aussi recruter des protéines cytoplasmiques
déja connues pour réguler la dynamique des MT. Ce serait le cas du
moteur moléculaire kinésine-1 qui participe au transport axonal
antérograde [5], ainsi qu’au contrdle de la croissance des MT et de
leurs sauvetages [6]. C’est aussi le cas de protéines recrutées au
bout « plus » des MT en croissance (+TIP, plus end-tracking proteins)
qui reconnaissent plus volontiers la conformation GTP de la tubuline
et/ou une conformation particuliere du MT, comme les protéines
€B1 (end-binding-1) et CLIP-170 (cytoplasmic linker protein-170).
Un role important d’€B1 est de supprimer les catastrophes en cours
de polymérisation, assurant ainsi la croissance persistante des MT
jusqu’a la périphérie cellulaire. De fagon intéressante, EB1 contrdle
a la fois le recrutement microtubulaire et la libération de CLIP-170
qui se comporte, quant a elle, comme un facteur de sauvetage. Les
CLASP, des protéines qui sont associées a CLIP-170 mais qui sont
aussi recrutées par interaction avec €B1, pourraient se lier au MT de
facon indépendante. Elles stimulent aussi fortement les sauvetages
(Figure 1). La reconnaissance des Tlots tubuline-GTP in vivo par de
telles protéines fournirait alors une base moléculaire supplémen-
taire pour comprendre le mécanisme des sauvetages.

Modifications post-traductionnelles de
la tubuline et environnement des microtubules

Modifications post-traductionnelles de la tubuline

Chez tous les eucaryotes, la tubuline incorporée dans les MT peut subir
des modifications post-traductionnelles qui sont, pour la plupart,
réversibles aprés dépolymérisation. La possibilité de détecter ces
modifications grace a des anticorps spécifiques a conduit au concept
de sous-populations microtubulaires. Le réseau de MT présente ainsi
une population tres dynamique, et une autre plus stable. A I’excep-
tion de I'acétylation de la lysine 40 de I"Oi-tubuline, les principales
modifications de la tubuline portent sur les régions carboxy-termi-
nales 'Ol et/ou de B qui sont exposées a la surface des MT. Clest
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ainsi le cas du cycle de détyrosination/retyrosination
qui opeére sur la tyrosine carboxy-terminale de I’0t-
tubuline, ou du greffage de chaines latérales d’acide
glutamique qui opére & la fois sur ol et B [7] et dont
le contrdle de la longueur est important pour la survie
neuronale [8, 9]. Uaccumulation de telles modifica-
tions a longtemps été considérée comme une consé-
quence de la stabilisation d’un sous-ensemble de MT.
Cette vue a changé radicalement avec la démonstra-
tion que la détyrosination stabilise indirectement les
MT en inhibant le recrutement de moteurs moléculaires
dépolymérisants [10].

Importance biologique de I’acétylation de la lysine 40

A I'image du code des histones, il existerait un code de
la tubuline capable de modifier subtilement la nature
des protéines interagissant avec les MT. A cet égard,
I’acétylation de I’0-tubuline sur la lysine 40 reste peut-
étre la plus mystérieuse de toutes les modifications.
Depuis que la structure de la tubuline a été décrite a
la fin des années 1990, il est clair que la lysine 40 fait
partie d’un domaine exposé a I’intérieur du MT. Il a donc
été surprenant de découvrir que cette modification
puisse altérer la liaison de protéines a I’extérieur du MT
(comme les moteurs moléculaires kinésine et dynéine),
et puisse influencer le trafic intracellulaire, seule ou en
combinaison avec d’autres modifications post-traduc-
tionnelles [11-13]. U'acétylation de la tubuline parti-
cipe aussi indirectement a la transduction de signaux
cellulaires. €n effet, les MT sont des plateformes cyto-
plasmiques de séquestration et d’interaction ou les
rails de vectorisation d’un grand nombre de facteurs de
signalisation et de transcription (régulant parfois aussi
la dynamique des MT) [14, 15]. Il a ainsi été proposé
(sans décrire de rdle particulier de I'acétylation) que
les MT stables favorisent la séquestration de certaines
protéines Smad intervenant dans la signalisation du
TGFP (transforming growth factor 3) et des BMP (bone
morphogenetic protein) [16]. €n revanche, I'acétyla-
tion intervient clairement dans I’activation de la NO
(nitric oxide)-synthase endothéliale [17], et dans le
transport de p53 vers le noyau [18, 19]. Dans ce dernier
cas, 'acétylation, qui est rapidement induite sur tout le
réseau suite a un stress génotoxique, promeut la liaison
de p53 aux MT, probablement en recrutant la chape-
rone Hsp90 (heat shock protein 90). Ce méme méca-
nisme stimulerait aussi "activation d’Akt/PKB (protéine
kinase B) [19]. Un contrdle rapide de I'acétylation de la
tubuline, y compris sur les MT dynamiques, permettrait
probablement a la cellule de moduler le fonctionnement
d’un nombre considérable de voies de signalisation
impliquant les nombreuses protéines d’interaction
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Figure 2. Les MT acétylés, dyna-
miques ou stables, présentent une
acétylation dans des domaines
discontinus. l'acétylation de la
' Région acétylée tubuline stimule le recrutement
sur les MT de moteurs molécu-
laires (dynéine et kinésine) et
de diverses MAP, notamment de
facteurs de signalisation qui
sont des protéines interagissant
avec la chaperone Hsp90 et qui
pourraient étre recrutées par
son intermédiaire. Le contréle de
I’acétylation, qui a lieu a I'inté-
rieur du tube, pourrait s’exercer
par I'incorporation de tubuline

acétylases et désacétylases au

moment de la croissance du MT, mais aussi par échange de ces enzymes entre le cytosol et la lumiére du MT au niveau de défauts structuraux

(échanges peut-étre stimulés par un trafic vésiculaire d’origine golgienne).

avec Hsp90'. Uimpact d’une hyperacétylation sur la signalisation va
aussi au-dela de ce mécanisme. Ainsi, en conditions de carence nutri-
tionnelle, le recrutement accru du moteur kinésine-1 transportant la
MAP (mitogen activated protein) kinase JNK (Jun N-terminal kinase)
stimule la phosphorylation par cette derniére de Bcl-2 et sa dissocia-
tion du complexe formé avec Beclin-1, ce qui permet d’enclencher les
premiéres étapes de formation des autophagosomes [20] et favorise
la survie cellulaire.

Mécanismes de I’acétylation

La régulation de I'acétylation de la tubuline semble donc importante
pour moduler de nombreuses fonctions cellulaires impliquant les MT,
mais les enzymes impliquées dans I'acétylation et la désacétylation
de la tubuline ont été identifiées tardivement (pour revue, voir [21]).
Au moins deux désacétylases ont pour substrat la tubuline : Ihistone-
désacétylase cytoplasmique HDAC6 et la sirtuine SIRT2. Par ailleurs,
de nombreuses enzymes sont capables d’acétyler les MT en diverses
circonstances : il s’agit principalement des N-acétyl-transférases NAT1
et NAT10, de GCN5, de la sous-unité ELP3 du complexe Elongator et de
la protéine MEC17/ATATL (o-tubulin N-acetyltransferase 1) des com-
plexes mécanosenseurs des neurones sensitifs. Cette derniere enzyme
semble fortement impliquée dans "acétylation basale des MT stables et
deux articles récents éclairent un peu plus 'impact structural potentiel
de MEC-17/ATATL [22, 23]. €n effet, la présence de I’enzyme sauvage ou
rendue inactive par mutation semble requise pour imposer la formation
de MT a 15 protofilaments dans les dendrites des neurones sensitifs,
alors qu’en "absence de MEC-17/ATAL, les MT sont beaucoup plus hété-
rogénes et présentent de nombreux défauts structuraux [22, 23]. Une
hypothese expliquant I'impact conformationnel de Iacétylation sur

!http://www.picard.ch/downloads/Hsp90interactors.pdf
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la tubuline et les MT est que des liaisons salines fortes
pourraient se former entre molécules d’0l-tubuline acé-
tylées appartenant a des protofilaments voisins, et que
ces liaisons imposeraient la formation de MT a 15 proto-
filaments. En quoi ces structures seraient-elles mieux ou
moins bien « lues » par diverses MAP (dont les moteurs
moléculaires) restent a établir.

Par ailleurs, "acétylation étant une modification sou-
vent répartie de fagon discontinue le long des MT,
il est concevable que les MT acétylés puissent étre
compartimentés au sein de régions ou le nombre de
protofilaments varie. Ces variations s’accompagnent
d’accidents structuraux ol la paroi microtubulaire
serait ouverte, ce qui ménagerait des régions d’échange
entre le cytosol et la lumiére du MT, en plus des extrémi-
tés (Figure 2). La démonstration de tels échanges reste
cependant un défi important pour "avenir, tout comme
la compréhension d’une éventuelle dynamique des
protéines intraluminales. Ce point apparaft aujourd’hui
comme ’ultime frontiere dans la compréhension d’une
compartimentation de plus en plus fine du cytoplasme
et de I'impact qu’elle peut avoir sur certaines fonc-
tions biologiques des MT, comme I'organisation de la
signalisation. U'impact de I"acétylation de la tubuline
sur le comportement dynamique des MT reste encore
controversé. Le fait qu’elle puisse étre présente sur
Pintégralité des MT cellulaires (stables et dynamiques),
que sa suppression n’entraine aucun phénotype parti-
culier, et qu’elle puisse étre rapidement stimulée en fait
cependant une mauvaise candidate pour stabiliser les
MT. €n dehors de tout contexte d’adaptation cellulaire,
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le fait que "acétylation soit restreinte aux MT les plus stables suggére
que les acteurs qui la régulent reconnaissent aussi I’état dynamique
d’un MT, sans forcément y entrer par I’extrémité « plus », qui est le
siege des échanges moléculaires de tubuline avec le compartiment de
tubuline soluble. Il est peu probable que cette reconnaissance se base
sur la présence d’autres modifications post-traductionnelles des MT,
car I"acétylation semble tres précoce, au moins lors d’expériences de
recroissance microtubulaire aprés dépolymérisation [24, 25]. Cette
énigme, qui a semblé hors de portée du champ expérimental pendant
trés longtemps, pourrait étre en voie de résolution avec la découverte
des tubuline acétyltransférases et d’anciennes observations montrant
le réle majeur joué dans "assemblage de MT acétylés par I"appareil
de Golgi [25], et par des protéines de la matrice golgienne comme
GM130 (cis-Golgi matrix protein 130) et GRASP65 [26]. La relation
intime entre Golgi et MT est telle que chaque élément influe sur I’orga-
nisation de I'autre. Alors que des MT stables acétylés et détyrosinés
sont nucléés et organisés par le Golgi [25, 27, 28], la stabilisation des
MT semble impliquer I"activité motrice d’une kinésine non identifiée
[29], et leur résistance a la dépolymérisation en cours de croissance
pourrait impliquer la kinésine-1 [6, 30]. Il est dés lors envisageable
que I'adressage de tels moteurs a I’extrémité « plus » de certains
MT se fasse dans le cadre d’un trafic vésiculaire d’origine golgienne
(Figure 2). Quoi de mieux alors que la reconnaissance des MT stables
se fasse a la source, c’est-a-dire au contact du Golgi ? Des transpor-
teurs membranaires circulant a la surface de ces MT et transportant
les acétylases de la tubuline seraient alors un moyen pour la cellule
de concentrer ces enzymes autour de leurs MT cibles, ol ils pourraient
pénétrer par des défauts structuraux et ainsi modifier la tubuline.

Conclusions

Au total, la compréhension de la dynamique microtubulaire a évolué
de maniére spectaculaire depuis la découverte de 'instabilité dyna-
mique par Mitchison et Kirschner dans les années 1980, jusqu’aux plus
récents développements en matiére de compartimentation dynamique
des MT en régions de conformation spécifique portant ou non des
modifications post-traductionnelles de la tubuline. Ces développe-
ments récents s’ajoutent a la longue liste des propriétés de protéines
modulatrices de la dynamique des MT qui operent a I’extrémité « plus »
ou ailleurs le long des polyméres. Un des enjeux de la compréhension
de plus en plus intégrée, mais aussi de plus en plus détaillée de ces
phénomenes sera sans doute a I'avenir de faire émerger des cibles
thérapeutiques alternatives ou complémentaires dans des patholo-
gies comme le cancer ou certaines maladies neurodégénératives ou
psychiatriques. &n effet, alors qu’elle reste I’'une des meilleures cibles
des thérapies antinéoplasiques, la dynamique des MT est aussi un
phénomene que la cellule cancéreuse peut moduler pour compenser
les effets déléteres de molécules stabilisatrices, et ainsi leur opposer
une résistance. Par ailleurs, le controle de certaines modifications
de la tubuline et, notamment, de I’acétylation pourrait permettre de
moduler le transport axonal ou la clairance par autophagie d’agrégats
protéiques dans les neurones. ¢
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SUMMARY

Compartmentalization and plasticity of the
microtubule network

Cytoplasm organization greatly depends on the cyto-
skeleton and especially on microtubules. Their mul-
tiple roles comprise for instance long-distance vesi-
cular traffic or the organization of several signalling
pathways. A variety of cellular functions require highly
dynamic microtubules, which alternate between growing
and shrinking phases. Meanwhile, other functions use
stable microtubules, in which tubulin often bears mul-
tiple post-translational modifications like acetylation.
Recent progress has been made in understanding some
molecular mechanisms that control microtubule dyna-
mics or tubulin acetylation. These mechanisms reveal
the high plasticity of microtubules and point out the
importance of their compartmentalization at structural
and functional levels. ¢
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