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Amplification des centrioles

Quand le centriole fils du centrosome

prend le contréle

Adel Al Jord, Nathalie Spassky, Alice Meunier

> Chez les mammiferes, les épithéliums
multiciliés sont essentiels a la propulsion
de certains fluides physiologiques. Dans le
cerveau, les cils motiles des cellules épen-
dymaires qui bordent les ventricules per-
mettent I’écoulement du liquide céphalo-
rachidien ; un dysfonctionnement de leur
battement provoque des hydrocépha-
lies létales. Le battement orienté d’as-
semblées de cils motiles est également
nécessaire dans d’autres organes comme
I’épithélium respiratoire et I'oviducte,
ol il permet I"évacuation de mucus et le
transport de I'ceuf vers I'utérus, respec-
tivement. Dans ces organes, des défauts
de motilité ciliaire peuvent mener au
développement de bronchiectasies, de
grossesses extra-utérines et/ou a des
problemes d’infertilité [1, 2].

Contrairement a la plupart des cellules
de mammiféres qui possedent un cen-
trosome composé de deux centrioles,
les cellules multiciliées possedent une
centaine de structures centriolaires,
appelées corps basaux, qui sont ancrés
a la membrane plasmique et servent de
base a la nucléation des cils motiles!.
Un des événements majeurs de la diffé-
renciation d’une cellule progénitrice en
cellule multiciliée est donc la biogenese
massive de centrioles (Figure 1A). Deux
voies paralleles d’amplification cen-
triolaire ont été décrites. Dans la voie
« acentriolaire », qui est majoritaire, les
centrioles se forment sur des structures
sphériques denses aux électrons, appe-
lées deutérosomes. Dans cette voie, les

! Voir le numéro thématique « Cils primaires et ciliopathies »
publié par médecine/sciences, m/s n°11, vol. 30, novembre
2014.
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centrioles sont considérés comme appa-
raissant « de novo », indépendamment
des centrioles préexistants. Dans la voie
« centriolaire », qui est minoritaire, les
centrioles se forment directement a par-
tir des centrioles du centrosome. Depuis
la description de ces deux voies dans
des études de microscopie électronique
datant des années 1970 [3], origine
des deuterosomes ainsi que I'interaction
entre ces deux voies étaient restées
inconnues.

Lamplification centriolaire débute
dans la région centrosomale

Afin de mettre au jour la dynamique
d’amplification centriolaire, notre
équipe a mis au point un systeme de
culture permettant de visualiser en
temps réel et en trois dimensions la
différenciation de cellules souches neu-
rales en cellules épendymaires multi-
ciliées. L'observation de progéniteurs
provenant de souris transgéniques
exprimant la protéine centriolaire
centrine 2 fusionnée a la GFP (Cen2-
GFP, GFP : green fluorescent protein)
a révélé un processus débutant dans
la région centrosomale et marqué par
deux étapes (Figure 1B). Au cours de la
premiére étape, une dizaine de foyers
de précurseurs Cen2-GFP, ou « halos »,
apparaissent séquentiellement dans la
région centrosomale avant de s’accu-
muler plus profondément dans le cyto-
plasme. Au cours de la seconde étape,
on observe une intensification progres-
sive et collective du signal Cen2-GFP.
’ensemble des halos se transforment
en structures organisées ressemblant
a des fleurs. Ces « fleurs » se disso-

cient ensuite de fagon synchronisée
pour laisser apparaitre de multiples
centrioles qui migrent a la membrane
apicale et nucléent des cils motiles.
Afin de préciser la provenance des pré-
curseurs centriolaires, nous nous sommes
focalisés sur la région centrosomale en
augmentant la résolution spatiotemporelle
de nos expériences de vidéomicroscopie.
De maniére inattendue, nous avons observé
que les halos bourgeonnent séquentiel-
lement a partir d’un des centrioles du
centrosome avant de se détacher pour
s’accumuler dans le cytoplasme. Lutilisa-
tion d’un microscope a super-résolution
(3D-structured illumination microscope,
3D-SIM) nous a permis de révéler qu’un
halo est composé d’un assemblage sphé-
rique de plusieurs procentrioles disposés
d’une maniere tridimensionnelle, a la fagon
d’une morula (Figure 1C).

Le centriole fils du centrosome
amplifie les procentrioles

par I’'intermédiaire de deuterosomes
Pour évaluer la contribution de chaque
centriole du centrosome a la formation
des halos, nous avons distingué les
centrioles pere et fils en marquant le
cil primaire (nucléé par le centriole
pére), et nous les avons observés par
super-résolution. De fagon inattendue,
nous avons constaté que 100 % des
halos se forment sur la partie proxi-
male du centriole fils, mettant ainsi
en évidence une asymétrie jusque-la
inconnue des centrioles centrosomaux
dans la biogenése des centrioles. Afin
de comprendre par quel processus le
centriole fils du centrosome produit
de nouveaux centrioles, nous avons
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Figure 1. Voies et dynamique d’amplification de centrioles dans les cellules multiciliées. A. A gauche, schéma d’un progéniteur d’une cellule

multiciliée possédant un centrosome composé d’un centriole pére, qui nuclée un cil primaire, et d’un centriole fils. Panneau central, images en

microscopie électronique a transmission qui montrent les deux voies d’amplification de centrioles présentes dans le progéniteur d’une cellule

épendymaire multiciliée en cours de différenciation. Des procentrioles, indiqués par des tétes de fleches rouges, poussent sur un centriole du

centrosome préexistant (C ; voie centriolaire), ou sur un deuterosome (D ; voie acentriolaire ou « de novo »). A droite, schéma d’une cellule dotée

de multiples centrioles matures, ou corps basaux, servant a la nucléation des cils motiles. B. Images de vidéomicroscopie illustrant la chronologie

des étapes d’amplification centriolaire au cours de la différenciation d’une cellule épendymaire multiciliée Cen2-GFP. Les 2 centrioles du centro-

some sont indiqués par des tétes de fleches vertes. La fleche rouge indique un halo en cours de formation. C. Image de super-résolution 3D-SIM du

bourgeonnement d’un halo Cen2-GFP composé de 5 procentrioles (tétes de fleches blanches), a partir d’un centriole du centrosome (rectangle en

pointillé). Le marquage immunofluorescent Sas-6 (rouge) est spécifique des centrioles immatures. Barres d’échelle : 1 um.

marqué Deupl, une protéine impliquée
dans la formation des deuterosomes
[4] et connue pour recruter Cepl52
et PIk4, protéines controlant les pre-
mieres étapes de la nucléation des
centrioles au cours de la duplication
du centrosome dans les cellules en
cycle. Alors qu’au cours de la dupli-
cation du centrosome dans les cellules
progénitrices des cellules multiciliées
Deupl, Cepl52 et PIk4 sont distribuées
symétriquement sur les deux centrioles
centrosomaux, dans les cellules en
cours de différenciation, ces protéines
se distribuent de fagon asymétrique en
s’accumulant fortement au centriole
fils (Figure 2A). Ces expériences sug-
gérant que le centriole fils amplifie

m/s n® 3, vol. 31, mars 2015

les centrioles en formant des deute-
rosomes, nous avons mis au point une
technique permettant d’observer les
mémes cellules en super-résolution et
en microscopie électronique a trans-
mission (EM). Cette approche, qui per-
met d’accéder a I'ultrastructure des
cellules, a permis de révéler que les
halos en formation sur le centriole fils
correspondent bien a des procentrioles
émanant de deuterosomes en bour-
geonnement (Figure 2B). Ces expé-
riences ont ainsi révélé que le cen-
triole fils du centrosome est le centre
amplificateur des centrioles dans les
cellules multiciliées. €lles réfutent par
conséquent origine « de novo » des
centrioles dans ces cellules.

Les deux voies d’amplification
centriolaire sont orchestrées

par le centrosome

Nous avons ensuite analysé la transi-
tion entre I’étape « halos » et I"étape
« fleurs » par microscopie super-réso-
lutive et microscopie électronique. Nous
avons remarqué que pendant I’étape
de « halos », tous les procentrioles
ont une taille identique et sont imma-
tures, indiquant la présence d’une phase
de latence au cours de cette étape
d’amplification par les deuterosomes.
Toutefois, apres la formation du der-
nier halo/deuterosome, la microscopie
électronique nous a permis de voir que
tous les procentrioles s’allongent et
maturent simultanément sur I’ensemble
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Figure 2. Le centriole fils du centrosome amplifie les procentrioles par Uintermédiaire de deutérosomes. A. A gauche, image en super-résolu-

tion 3D-SIM d’un centrosome Cen2-GFP marqué avec Deupl (rouge), pendant la formation d’un halo indiqué par une téte de fleche blanche. Le

centriole pére est reconnu par la présence d’un cil primaire (bleu ; tubuline glutamylée). Panneau de droite : agrandissement du centriole fils.

B. Images de microscopie corrélative 3D-SIM/microscopie électronique a transmission, qui montrent un halo en formation a partir du centriole

fils. Le halo (guuche) correspond a des procentrioles émanant d’un deutérosome (D) en bourgeonnement (droite). Les tétes de fleches rouges

indiquent les procentrioles. C. Modéle de biogenese de centrioles dans les cellules multiciliées. Barres d’échelle : 0,5 pm.

des deuterosomes. Nous avons égale-
ment constaté qu’au méme moment,
une dizaine de procentrioles s’allongent
de fagon orthogonale, directement a
partir des portions proximales des cen-
trioles centrosomaux, constituant ainsi
la voie « centriolaire » décrite dans la
bibliographie. Ainsi,
montrent qu’au cours de la différencia-

nos expériences
tion des cellules multiciliées, les deux
voies d’amplification « centriolaire »
et « de novo » sont en fait une seule et
méme voie orchestrée par le centrosome
(Figure 2C).
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Conclusion et perspectives

Cette étude [5] montre que dans un
contexte physiologique, le centrosome
peut se dupliquer lorsqu’il est dans une
cellule en division, mais également
orchestrer une amplification massive de
centrioles lorsqu’il est dans une cellule
en cours de différenciation multiciliée.
Le centriole fils du centrosome s’avere
jouer un role clef dans la biogenése des
centrioles, en tout cas lorsque ceux-ci
sont massivement amplifiés (Figure 2C).
La mise en lumiere de cette asymé-
trie du centrosome pourrait permettre

de mieux appréhender Iamplification
pathologique des centrioles associée
aux microcéphalies [6] et aux tumeurs
invasives [7-9]. Nous avons par ail-
leurs décrit une dynamique globale de
différenciation dont la progression est
phasique. U'amplification centriolaire
est en effet marquée par des étapes dis-
tinctes et des transitions synchronisées
(Figure 2C). De facon intéressante, des
études émergentes soulignent I'impli-
cation des régulateurs de la phase S
du cycle cellulaire dans "amplification
centriolaire des cellules multiciliées



[10-12]. Le processus d’amplification
centriolaire pourrait donc étre vu, non
plus comme un processus particulier aux
cellules multiciliées, mais plus comme
une facette de la duplication centrio-
laire dans laquelle la régulation spa-
tiotemporelle du nombre de centrioles a
été contournée. L'exploration des roles
potentiels d’autres régulateurs du cycle
cellulaire pourrait contribuer a mieux
comprendre les anomalies de la diffé-
renciation multiciliée observées dans
certaines ciliopathies. ¢

Centriole amplification ?

#DaughterCentriole
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Un nouvel outil pour
le traitement de la myopathie
de Duchenne : les tricyclo-ADN

Aurélie Goyenvalle, Graziella Griffith, Aurélie Avril, Helge Amthor,

Luis Garcia

> Les maladies neuromusculaires
regroupent un ensemble de plusieurs
centaines de maladies, principalement
d’origine génétique, définies par une
perte de force par défaut de commande
du muscle ou par destruction du tissu
musculaire lui-méme. Ces maladies
difféerent dans leurs causes, leur dge
d’apparition, leur sévérité et leur évo-
lution. Chacune de ces maladies est
peu fréquente (maladies rares), mais
conjointement, elles affectent plusieurs
dizaines de milliers de personnes en
France, constituant un enjeu majeur
de santé publique et sociétal. La plus
emblématique d’entre elles, la dystro-
phie musculaire de Duchenne (DMD),
concerne un gargon sur 3 500 a la nais-
sance ; ses spécificités génétiques et
physiopathologiques en font un véritable
cas d’école et un défi pour la conception
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et la mise au point de traitements pour
des maladies ou il faut traiter simulta-
nément I’ensemble de la musculature
squelettique, le cceur et, incidemment,
le systéme nerveux central.

Approche thérapeutique

par saut d’exon

Caractérisée depuis le milieu du
xIx€ siecle par un médecin frangais, Guil-
laume Benjamin Duchenne de Boulogne,
cette myopathie tres invalidante ne
bénéficie encore d’aucun traitement
satisfaisant. Un quart de siecle apres
I’identification du locus morbide DMD
(géne codant la protéine dystrophine)
par les équipes de L. Kunkel [1] et
K. Davies [2], I'essor des recherches en
biotechnologies laisse enfin entrevoir
un espoir tangible de corriger certaines
des anomalies du géne DMD par des
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approches de chirurgie de I’ARN (modu-
lation sélective de I’épissage de "ARNm
de la dystrophine — saut d’exon) & I'aide
d’oligonucléotides antisens (AON). Le
principe de cette thérapie issue de la
connaissance des génes est fondée sur
I’utilisation de petites séquences oli-
gonucléotidiques antisens, capables de
s’hybrider spécifiquement avec leurs
ARN messagers cibles afin de moduler
leur maturation et permettre la syntheése
de la protéine manquante. Plusieurs
études sont en cours avec différents
AON modifiés, telles que les 2°0-méthyl
phosphorothiate (2’0Me), ou encore les
morpholinos (PMO) pour la synthése des
AON destinés a agir sur la production de
dystrophine. Malgré les résultats encou-
rageants de certains essais cliniques [3,
4], le bénéfice thérapeutique demeure
difficile a démontrer du fait des limites
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