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L’autor recorda les principals propietats dels microtubulus (MT) i de les seves
proteines constitutives —tubulines i proteines associades (MAPs). Fa una analisi de la
problematica plantejada per I'acoblament in vivo i in vitro dels MT, el paper que
juga el MAP1 i el MAP2 aixi com el factor tau, el significat de la tisolitzacio de la tu-
bulina, les relacions entre guanin-nucleotides i I'acoblament. Es subratlla la impor-
tancia del calci i de la calmodulina, a la vegada que es discuteix el paper dels centres
organitzadors (MTOC) i la polaritat dels MT.

Es fa una analisi de com actuen una série d’inhibidors de la formaci6 del MT,
com ara la tradicional colchicina, si be es giiestiona la seva participacié en 'acobla-
ment dels MT i la seva possible intervencié en I’estimulacio de la sintesi de 'TADN i
de la mitosi. A la vegada es fa referéncia al taxol com agent estabilitzador dels MT i
la importancia que té en el moment de la fixacio de les mostres biologiques pel seu
estudi en microscopia electronica.

Tot seguit es fa una revisié del paper dels MT en la formaci6 del citoesquelet i
llur funcionament en determinats models cel-lulars: melandfors, cel-lules secretores,
el transport axonal, el funcionament dels axépodes i la locomocio dels espermatozoi-
des.

Una relacié bibliografica actualitzada amb 226 referéncies sobre microtubuls
posa punt final al treball.
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6. Résumé

L’histoire des microtubules est un des
chapitres les plus fascinants de la biologie
moderne. Elle commence par la découver-
te de substances capables d’altérer I’évolu-
tion de la mitose en détruisant les structu-
res fusoriales. La plus connue de celles-ci
est la colchicine, vieux médicament spécifi-
que de la goutte, et dont 'action cellulaire
fut démontrée par Albert Dustin et Franz
Lits des 1934 (56). Cette action, caractéri-
sée par I'accumulation des mitoses dans les
zones germinatives, était identique a celle
découverte cinq ans auparavant dans le
méme Laboratoire par Piton (151). L’utili-
sation de colchicine tritiée allait montrer,
entre les mains d’un groupe de chercheurs
dirigés par Taylor, a Chicago, en 1965
(195) que cette molécule se fixait élective-
ment sur un groupe particulier de protéi-
nes, qui, a la surprise des chercheurs,
étaint particuliérement abondants dans le
cerveau (213). Les progrés de la microsco-
pie électronique, a la méme époque, réve-
laient que de nombreuses cellules conte-
naient des organites tubulaires —les micro-
tubules— (MT) et que ceux-ci étaint identi-
ques aux neurotubules, ce qui expliquait la
richesse du tissu nerveux en tubuline.

Microtubules et tubulines furent ensuite
retrouvés dans les espéces animales les
plus variées, et dans le groupe des Euca-
ryotes, les tubulines apparaissaient étre des
molécules apparues trés tot dans I’évolu-
tion, et qui avaient subi relativement peu
de modifications, puisque des tubulines
d’invertébrés pouvaient s’associer a celles
de vertébreés pour former des structures tu-
bulaires tout a fait normales. La présence
de MT chez les Procaryotes demeure enco-
re un sujet de discussion.

La littérature consacrée aux MT, depuis
vingt ans, a cru a une allure presque expo-



nentielle, et prés de 600 travaux sont pu-
bliés chaque année. Des renseignements
détaillés peuvent étre trouvés dans deux
monographies récentes consacrées aux MT
(Dustin, (58) et Roberts et Hyams, (162)).
Depuis d’importantes découvertes ont été
relatées dans la littérature cytologique et
biochimique.

En préparant les textes des legons don-
nées en 1982 a Barcelone, j'ai pensé sur-
tout important de rappeler quels étaient
actuellement les grands problemes posés
par I’étude des tubulines et des MT, et de
donner un apergu —forcément incomplet-
des acquisitions de ces derniéres années,
c’est a dire postérieures a la rédaction de la
monographie publiée en 1978.

Il n’est pas possible, dans les limites de
ce texte, de discuter tous les aspects fonc-
tionnels des MT. C’est pourquoi cing
grands chapitres seront passés en revue: la
nature des tubulines et leur mode d’assem-
blage en microtubules; le mode d’action
des agents chimiques qui comme la colchi-
cine inhibent spécifiquement cet assembla-
ge; les relations des microtubules avec les
autres composants du cytosquelette; les re-
lations entre MT et mouvements intrace-
llulaire, tel le flux axonal; enfin, le role des
MT dans la mitose et leur participation
aux mouvements des chromosomes.

1. Tubulines, microtubules,
protéines associées

On appelle microtubules (Slautterback
(183)) des structures tubulaires d’environ
25 nm de diamétre, avec une paroi €paisse
de 5 nm et une lumiére creuse (pouvant,
dans certaines circonstances, par exemple
dans les doublets des flagelles, contenir
une densité centrale dont on ignore la na-
ture et la signification). Isolés, ces tubules,
dont la longueur peut étre considérable, se
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présentent comme des structures rectilig-
nes, et leur étude fine par des méthodes de
contraste négatif, montre qu’elles sont for-
mées de protofilaments en général au nom-
bre de 13 —constituées de sous-unités. L’¢-
tude des nerfs a permis une certaine appre-
ciation, par coupes sériées, de la longueur
des MT: Tsukita et Ishikawa (205) ont
montré, dans le nerf saphéne de la souris,
que des MT peuvent étre continus sur un
trajet de 10 um. Une extrapolation par le
calcul conduit a estimer leur longeur
moyenne entre 370 et 760 um, ce qui est
considérablement plus grand que leur dia-
metre. Toutefois, I'idée émise précédem-
ment par Weiss (214) que les MT des nerfs
seraient aussi longs que ceux-ci et attein-
draient ainsi dans certains cas plus d’'un m
ne peut étre confirmée.

Contrairement aux MT observés in vi-
tro, la coloration de ces structures par des
anticorps spécifiques a montré que dans la
cellule intacte, en dehors de la mitose, les
MT cheminaient souvent de fagon irrégu-
liere, formant un réseau de fibres non bi-
furquées qui paraissait prendre naissance
au voisinage des centrioles (chez les ani-
maux). On parle alors de centres organisa-
teurs des MT (MTOC): nous y reviendrons
plus loin. Des expériences récentes ont
permis de mieux comprendre pourquoi les
MT sont courbés, dans les cellules, et
droits lorsqu’ils sont isolés: si I'on place
des cellules traitées par des détergents dans
une solution de tubuline, dans des condi-
tions propice a l’assemblage des MT, on
constate que ceux-ci s’allongent, débordent
de la cellule, et sont alors rectilignes (Bur-
ton (31)). Cette différence s’explique par le
fait que dans la cellule les MT ne sont pas
isolés, mais liés entr’eux et éventuellement
a d’autres constituants du cytosquelette par
d’autres protéines. Nous verrons dans un
instant I'importance de ces “MAPs” (mi-
crotubule-associated proteins).



18  PIERRE DUSTIN
1.1. La molécule de tubuline

Comme I'indiquent les observations de
morphologie fine, les MT sont formés de
sous-unités, disposées de fagon hélicoidale:
les problémes posés par I'assemblage des
MT a partir des éléments constitutifs que
sont les molécules de tubuline sont I’objet
de nombreux travaux et posent des ques-
tions complexes en rapport avec la ther-
modynamique, les activités enzymatiques
associées, la structure paracrystalline du
réseau hélicoidal, etc... Ces sous-unités
sont au nombre de deux: les tubulines a et
B, qui se distinguent par une légére diffé-
rence de leur vitesse d’électrophorése, mais
sont des protéines trés voisines, dont la sé-
quence d’acides aminés est pratiquement
connue actuellement (cf. Luduena (119);
Cleveland et Kirshner (36); Ponstingl et al
(152)). Ces deux tubulines montrent une
identité de prés de 50 % de leurs acides
aminés. Elles se retrouvent toutes deux
dans les cellules les plus variées, bien que
des différences existent dans certaines es-
peéces inférieures, telles que les levures et
les Protozoaires. Les deux tubulines for-
ment un dimére af, et c’est celui-ci, d’un
poids moléculaire de 110,000, qui consti-
tue I’élément a partir duquel seront édifiés
les MT.

Ces dimeéres de tubuline, pour former
des MT, doivent posséder des sites d’as-
semblage longitudinaux et transversaux, et
présentent aussi une polarité. De plus, on
peut y identifier des sites particuliers ou se
fixent d’'une part deux molécules de GTP
de I'autre, des poisons du groupe de la col-
chicine et de la podophyllotoxine, et enfin
ceux du groupe de la vinblastine. Le ta-
bleau | donne quelques faits relatifs aux
différences physiologiques des deux tubuli-
nes. Il convient de noter ici que le nombre
exact de tubulines est probablement plus
¢levé. Au point de vue génétique, on a

montré, par I'étude du cDNA préparé a
partir de cellules riches en mRNA pour la
tubuline (cerveau embryonnaire), que plu-
sieurs genes, situés sur plusieurs chromo-
somes, €taint présents pour les tubulines o
et B (Cleveland et al (37); Cleveland et
Kirshner (36)).

TABLEAU 1. Tubulines a et B

Fixation de la colchicine a
Tyrolisation a
Site E pour GTP B
Groupes-SH a
Fixation de la vinblastine a

et
etf

Une particularité curieuse de la tubuline
a est sa tyrolisation dans les cellules de
mammiféres et de tous les vertébrés étu-
diés, alors que ce phénoméne est inconnu
chez les invertébrés (Preston et al. (156)). i
s’agit d'un phénomeéne post-transcription-
nel, lié¢ a l'activité d’une tubuline-tyrosine
ligase spécifique (cf. Raybin et Flavin
(158)). De nombreux travaux ont été con-
sacrés a cette tyrosilation, dont on ignore
le role physiologique. Le phénoméne est
d’autant plus surprenant que la tubuline a
native a, a I’extrémité C-terminale de sa
chaine, une molécule de tyrosine qui appa-
remment est d’abord enlevée avant la tyro-
silation. On pense qu’il pourrait s’agir d’'un
mécanisme régulateur (Cleveland et Kirsh-
ner (36)).

Comme nous I’avons dit, les deux tubu-
lines a et B ont des séquences d’acides ami-
nés voisines. Elles présentent toutes deux
plusieurs (une douzaine) de groupes sulhy-
dryles, dont deux paraissent indispensable
a leur assemblage en MT (vide infra). La
partie C-terminale se caractérise par I’ac-
cumulation de molécules d’acide glutami-
que, ce qui confére aux tubulines un carac-
tere trés acide, et pourrait expliquer des
changements rapides de forme en relation
avec les conditions environnantes. Nous
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extrémité +

extrémité —

+
vitesse d'assemblage Ce

concentration
du monomeére

Fig. 1. Influence de la concentration sur I’assemblage des sous-unités de tubuline aux extrémités +
et — des MT (in vitro). L’assemblage est une fonction de la concentration critique des monomeres
—(C™,) dont la pente est différente a I’extrémité + de celle de I'extremémité — (C).

Il existe un point d’équilibre C %' qui corresponde a un équilibre entre le nombre de nouvelles
unités assemblées et désassemblées. Il y a alors un état stable avec “‘treadmilling”. La zone ombrée
correspond aux limites de concentrations ou I’élongation peut se faire a I'extrémité +, tandis que le
désassemblage se poursuit a I'autre extrémité (d’apres Kirshner, 1980).

donnons ici, d’apreés Ponstingl er al. (152)
la suite des derniers acides aminés de la tu-

(211)) que dans des conditions appro-
priées, la tubuline pouvait s’assembler en

buline a: MT in vitro. Ces conditions sont une cer-
taine concentration critique, la présence
30 20 d’ions Mg?* et un taux trés faible de Ca®

(nous verrons plus loin I'importance du
role du Ca?* dans la cellule). De nombreux
travaux ont été consacrés aus facteurs fa-
vorisant ou inhibant cet assemblage. Di-
sons immédiatement que la plupart des
poisons des MT empéchent, a des concen-
trations tres faibles, la formation des MT a
partir de tubuline. L’existence d’une con-
centration critique (fig. 1) suggere que des
phénomeénes de nucléation sont indispen-

ala-arg-glu-asp-met-ala-ala-leu-
-glu-lys-asp-tyr-glu-glu-val-gly-

10 1
-val-asp-ser-val-glu-gly-glu-gly-

-glu-glu-glu-gly-glu-glu(-Tyr).

Comment s’assemblent les molécules de
la tubuline? Ce probléeme fondamental a
été éclairé par la découvert (Weisenberg

sables, précédant la formation des MT. En
fait, on a montré la formation de structures
annulaires, formées d’'un nombre variable
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Fig. 2. Possibilités d’assemblage des molécules de tubuline. A droite: images en crosse, indiquant
la plus grande stabilité des liaisons longitudinales (formation de protofilaments). Des aspects analo-
gues s’observent lors du désassemblage sous I’action de la vinblastine ou de la vincritine.

A gauche: structure en hélice: des images analogues se rencontrent lors de la formation de macrotu-
bules. Ici, une hélice de protofilaments s’enroule autour d’un MT normal qui est ainsi “‘décoré”.

de sous-unités de tubuline, ainsi que de
courtes spirales. Cependant il est bien dé-
montré que ces structures ne sont pas in-
dispensables, et que I’assemblage peut se
faire directement. Toutefois, de nombreux
problémes restent posés, que nous ne pou-
vons que résumer ici.

Il semble que les liaisons les plus solides,
et celles qui sont formées les premiéres,
sont longitudinales: il se forme ainsi des
protofilaments constitués de diméres de tu-
bulines a et B (fig. 2). Ces protofilaments
pourraient peut-étre constituer les an-
neaux observés dans certaines conditions.
Ils se grouperaient ensuite parallélement
les uns aux autres, et se recourberaient en-
suite pour se refermer en tubules de
13 protofilaments. Ce nombre est le plus
fréquent, mais il convient de noter que des
MT peuvent avoir, dans les conditions les

plus physiologiques, de 9 a 15 protofila-
ments. On trouvera dans les revues récen-
tes de Kirshner (109), Raff (157), Timas-
heff et Grisham (202) des discussions dé-
taillées de ces questions. Signalons aussi les
importantes contributions de Weisenberg
(212) et de Borisy et son groupe (Johnson
et Borisy (103); Bergen et Borisy (16); Cote
et Borisy (44)).

1.2. Les protéines associées
aux MT (MAPs)

Lorsque de la tubuline purifiée s’assem-
ble en MT, ceux-ci se présentent comme
des structures tout a fait lisses, ce qui n’est
pas le cas dans la cellule vivante, ou lors-
que les tubulines sont associées a un grou-
pe de protéines qui se purifient en méme
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m

Fig. 3. Forme schématique de la molécule de MAP2 liée 2 un MT. Les astéristiques indiquent les
sites de phosphorylation (d’aprés Vallee, 1980, simplifi¢).

temps qu’elles, les “protéines associées aux
MT” ou MAPs. Dans ce cas, les MT appa-
raissent hérissées de filaments flexueux,
disposés périodiquement a leur surface, et
pouvant unir les MT les uns aux autres ou
lier les MT a d’autres structures cellulai-
res. Deux de ces protéines ont un poids
moléculaire élevé, de plus de 200.000 dal-
tons. La mieux connue a I’heure actuelle
est MAP2. Celle-ci, d’apres les recherches
Sheterline (181) et Vallée er al (206) se
présente comme une molécule allongée, en
L, dont la branche la plus petite est atta-
chée a la paroi du MT (fig. 3). Cette pro-
téine peut étre phosphorylée par une pro-
téine-kinase qui parait lui étre étroitement
associée. On a pu mettre en évidence
MAP2 dans des cellules, par immunofluo-
rescence: sa répartition est en général sem-
blable a celle des MT (Bulinski et Borisy
(29)). Le role de MAPI1 est moins bien
connu. Alors que MAP2 joue un role dans
I’assemblage des MT et leur confére une
plus grande stabilité, et se retrouve dans
des cellules tres diverses, MAPI ne parait
pas intervenir dans I’assemblage des MT; il
pourrait toutefois jouer un réle lors de la
formation des anneaux au début de I’asso-
ciation des sous-unités ae tubuline (Villa-
sante et al. (207)).

Un autre facteur associé aux tubulines
est nommé fau (Kirshner et al. (111)). C’est
une protéine de forme allongée, d’un poids
moléculaire d’environ 60.000 daltons, trés
résistante a la chaleur, et que I’électropho-
rése sépare en quatre bandes rapprochées.
On pense que le facteur tau, par sa forme,
pourrait jouer un role dans la stabilité lon-
gitudinale des protofilaments. (Pennin-
groth et al. (149)). En comparant tau puri-
fiée a partir de la poule, du porc et de la
souris, Cleveland et al (38) ont montré qu-
’il s’agissait d’une protéine, qui, comme les
tubulines, était demeurée treés stable au
cours de I’évolution. Le facteur tau parait
aussi intervenir dans I’assemblage des tu-
bulines sous forme d’anneaux (Pennin-
groth (148)). Par contre, dans certaines
conditions, alors que MAP2 conduit a la
formation de rubans et non de tubules, tau
permet I’assemblage de MT (Sandoval et
Weber (166)).

La complexité des relations entre les
protéines de poids moléculaire élevé (en
particulier les MAPs) et les MT a été mon-
trée, par des techniques immunohistochi-
miques, dans le systéme nerveux. Alors
que des anticorps antitubuline colorent
(méthode a la peroxydase) tous les MT,
seuls les MT des dendrites sont positifs
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pour des anticorps dirigés contre les pro-
téines lourdes associées (Matus et al
(135)). Cette différenciation montre I'inté-
rét des méthodes morphologiques d’étude
des MT, et rejoint d’autres données mon-
trant I’absence de MAPs au niveau de ce-
llules gliales en culture (Izant et Mclntosh
(98)). D’autres protéines peuvent étre, dans
certaines structures, étroitement associées
aux MT. Dans les cils, la dynéine, qui est
une ATPase, forme des ponts entre les
neuf doublets périphériques, et participe
aux mouvements ciliaires. Cette protéine
se fixe sur des MT isolés et fournit ainsi un
des moyens d’identifier leur polarité (cf.
Telzer et Haimo (196)). Plusieurs autres
enzymes sont étroitement associées aux
MT, tout au moins dans certains tissus:
nous avons déja mentionné la tubuline-
tyrosine ligase et la phosphorylase cAMP-
dépendante. Signalons aussi une diglyceri-
de kinase, et une phosphoprotéine phos-
phatase (cf. Vallee er al (206)). Enfin, des
activités enzymatiques importantes sont en
rapport avec les nucléotides de la guanosi-
ne fixés sur les MT: GTPase, GDPase, nu-
cleoside diphosphate kinase (cf. Luduena

(118)).

1.3. Réle des guanosines nucléotides

Ces enzymes sont liées a la présence,
dans toutes les tubulines, de molécules de
GTP et de GDP. Il y a, pour chaque dimé-
re un site ou ces nucléotides sont facile-
ment échangeables avec le milieu (site E)
et un autre, non échangeable (site N).
Nous pouvons passer sous silence ce der-
nier, ou est fixée une molécule de GDP
(peut-étre parfois GTP), car on connait
que trés mal sa fonction. Par contre, le site
E, qui est localisé sur la tubuline B, fixe
une molécule de GTP qui au moment de
I’assemblage des MT est hydrolysée en
GDP. On a pu montrer, preuve de la pola-

i)

GDP

)))

GDP,

D

Fig. 4. Assemblage et désassemblage de la tu-
buline (simplifié, d’aprés Kirschner, 1980). La
tubuline-GTP se fixe a I'extrémité +, le phosp-
hore inorganique étant libéré. A I'extrémité, se
détachant des molécules de tubuline-GDP.
Dans des conditions d’équilibre, en fonction des
concentrations et des vitesses d’assemblage et de
désassemblage, un état stable peut étre prévu,
avec conservation de la longueur du MT malgré
le mouvement constant (“‘treadmilling”) des
molécules le long de ceux-ci.



rité des MT, que cette fixation de GDP se
faisait a une extrémité du MT, celle qui est
en croissance et qui appelée positive, et
était libérée a l'autre extrémité, négative,
ou se desassemblaient les sous-unités de
tubuline. L’utilisation de GTP marqué a
permis ainsi de mettre en évidence le phé-
nomeéne appelé en anglais “treadmilling”,
ou ‘“‘courroie transporteuse”’, qui implique
que dans des conditions d’équilibre, in vi-
tro, les MT peuvent conserver la méme
longeur tout en s’allongeant a I'extrémité +
et se raccourcissant a l'autre (fig. 4). Il est
probable que ce phénoméne se passe aussi
in vivo, dans des circonstances particulie-
res (par exemple les MT “libres”, sans fi-
xation a leur extrémité, comme dans les
axones). Il pourrait jouer un role dans les
"mouvements associés aux MT (Kirshner
(110)).

La tubuline ressemble, a ce point de vue,
a un autre composé fibrillaire du cytoplas-
me, l’actine, dont I’assemblage implique
I’hydrolyse d’une molécule d’ATP. Toute-
fois, les relations exactes entre assemblage
et GTP sont encore mal comprises. En ef-
fet, des dérivés non hydrolysables des gua-
nine nucléotides peuvent, in vitro, permet-
tre la formation de MT. On trouvera des
revues de ces problémes dans les articles de
Jacobs et Cavalier-Smith, en 1977, et dans
le chapitre qui leur est consacré par Ja-
cobs, dans le traité de Roberts et Hyams
(162). On a récemment montré, ce qui
complique encore l'interprétation du réle
du GTP qu’en présence de taxol (dont
nous parlerons plus loin), les MT sont sta-
bilisés bien que I’hydrolyse du GTP se
poursuive (Hamel et al (79)). Toutefois,
I’hydrolyse du GTP en GDP apparait,
dans des conditions physiologiques, com-
me indispensable a I’assemblage des MT,
sans que ’on sache exactement a quel ni-
veau I’énergie libérée est utilisée. L’ATP
ne peut remplacer le GTP et au contraire,
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peut inhiber I'assemblage (Margolis et
Reuch (130)). Ces mémes auteurs ont sou-
ligné que dans des extraits de cerveau (con-
tenant de la tubuline et des MAPs) une
déplétion en GTP entraine un désassem-
blage rapide des MT. Comme on le voit,
des données contradictoires sont relevées
dans la littérature, ce qui tient aux diverses
techniques utilisées: retenons pourtant les
relations complexes entre 'assemblage (et
sans doute la désassemblage) de MT et
I’hydrolyse d’'une molécule de nucléotide

‘triphosphate par dimére de tubuline.

1.4. Réle du calcium

Un autre facteur, qui pourrait étre tres
important dans la cellule, est le calcium,
en relation avec la protéine qu’est la cal-
moduline. Nous avons signalé qu’in vitro,
les MT ne pouvaient se former qu’en I’ab-
sence presque compléte de calcium. Des
variations minimes du taux du calcium in-
tracellulaire pourraient jouer un role dans
le dynamisme de I’équilibre tubuline-MT
(cf. Luduena (118)). Un exces d’ions Ca**
entraine rapidement, dans des modeles va-
riés, la destruction (ou le désassemblage)
des MT. Il semble que les sous-unités quit-
tent les MT a leurs extrémités, comme
dans le phénoméne de “‘treadmilling”
(Karr et al (106)). Une étude récente sur
des cellules de singe, ou le réseau de MT
était mis en évidence par immunofluores-
cence aprés traitement par un détergent,
indique qu’a des concentrations dépassant
1 a 4uM, le Ca** désassemble les MT. Cet
effet est en partie antagonisé par les MAPs,
et inhibé par des agents qui se lient a la
calmoduline (Schliwa et al (176)). De plus,
le Ca?* associé a la calmoduline peut acti-
ver une protéine-kinase, et exercerait ses
effets sur les MT en modulant la phospho-
rylation de leurs constituants (Burke et De-
Lorenzo (30)). Comme nous le verrons
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plus loin, I'observation (Welsh et al (215)
et De Mey et al (53)) que de la calmoduli-
ne peut étre mise en évidence dans les ré-
gions du fuseau mitotique ou on a des
raisons de croire que les MT se désassem-
blent, ajoute encore de I'importance aux
relations entre Ca* et MT.

1.5. Les centres organisateurs
de MT (MTOC)

Contrairement a ce qui se passe in vitro,
dans des conditions artificielles, on consta-
te que dans la cellule ’assemblage polarisé
des MT débute souvent au niveau de ‘“‘cen-
tres organisateurs” ou MTOC: corps den-
ses péricentriolaires, kinétochores, corps
basaux, plaques polaires, etc. (cf. Brinkley
et al (25)). On a pu montrer que des chro-
mosomes isolés, placés dans une solution

de tubuline dans des conditions appro-
priées, assemblaient des MT au niveau des
kinétochores (Sloboda er al (184)). De
méme, des cellules traitées par des déter-
gents et placées en présence de tubuline
montrent ’assemblage de MT a partir de
MT préexistants ou de structures péricen-
triolaires. Aprés destruction réversible des
MT par des poisons du groupe des benzi-
midazoles (nocodazole), les MT se refor-
ment a partir de ces structures (De Braban-
der et al (50)).

Ce type d’assemblage a partir de MTOC
souleve le probléme, trés important en ce
qui concerne la mitose et les mouvements
associés aux MT, de la polarité de ces der-
niers. Comme nous I’avons vu, 'unité est
le dimeére, qui est lui-méme polarisé. Les
MT ont une extrémité + et une —, et leur
assemblage se fait donc dans une seule di-

G crochet +

\ crochet
droit

Fig. 5. Principe de la détermination de la polarité des MT par I’assemblage de molécules de tubu-
line dimére a leur surface (d’aprés Mclntosh, 1980).

A gauche, le dimere de tubuline avec ses extrémités + et —, ses cotés droit (D) et gauche (G) et son
orientation (E: extérieur; I: intérieur). Les schémas du centre montrent I’assemblage normal et la
formation de “‘crochets” formés de lames de tubuline a la surface d’'un MT normal, montrant la fi-
xation préférentielle du coté G sur la surface E des dimeéres. L’image de droite montre que I’orien-
tation des lames est fonction de la polarité du MT, les lames les plus étendues correspondant a la
formation de crochets tournés vers la droite (face G liée a la face E). De petits crochets orientés de
fagon opposée sont beaucoup plus rares (D sur E).
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Fig. 6.

Assemblage de lames de tubuline a la surface des doublets périphériques et des MT cen-

traux d’un cil de Tretrahymena isolé traité par une solution de tubuline aprés destruction de la
membrane externe. La coupe est orientée pour un observateur regardant vers le corps basal. Tous
les crochets sont orientés vers la droite, indiquant que tous les MT ont la méme polarité (schémati-

que, d’apres Euteneuer et McIntosh, 1981).

rection, d’autant plus qu’ils sont fixés sur
un MTOC. On peut croire que 'extrémité
+ serait distale dans ce cas, I'autre attachée
au point de départ, centriole ou corps ba-
sal. En ce qui concerne les doublets exté-
rieurs des cils, il est bien montré, lors de la
régénération ciliaire, que c’est ainsi que
s’allongent les MT. Toutefois, il manquait
une méthode morphologique pour connai-
tre la polarité des MT. Une technique élé-
gante a été mise au point par Heidemann
et Mclntosh (85) (cf. Heidemann (84);
Mclntosh et al (123); McIntosh (122)). Elle
consiste a placer les cellules dans une solu-
tion de tubuline, dans des conditions favo-

rables a ’assemblage (fig. 5). Il se forme
alors, a la surface des MT, des assemblages
de diméres de tubuline sous forme de la-
mes concaves, et la direction de celles-ci
semble étre directement en rapport avec la
polarité des MT. Ce fait a été démontré
tout d’abord pour les doublets ciliaires
(dont la polarité était connue) (figure 6),
ensuite pour les axonémes des radiolaires
(dont tous les MT, qui se régénerent a par-
tir de la base de ces structures, ont la
méme polarité), pour les axones (Burton et
Paige (32)), dont tous les tubules sont pola-
risés dans le méme sens, et enfin pour le
fuseau mitotique. Nous y reviendrons plus
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Fig. 7.

Assemblage des sous-unités de tubuline a et B. A gauche (A) dans un microtubule normal,

a droite (B) dans un feuillet de tubuline assemblée en présence de Zn**,

a: les sous-unités sont groupées en diméeres af}, fortement liées les uns aux autres, plus lichement
liés aux dimeres voisins du méme protofilament (on ignore la position exacte de B par rapport a a).
Les diméres sont disposées le long d’une hélice dont la pente est indiquée par la fléche.

b: les feuillets formés en présence de zinc sont plats, les sous-unités étant placés en téte-béche

(d’apres Baker et Amos, 1978).

loin. Mentionnons enfin que la polarité
des MT a pu aussi étre mise en évidence
en leur associant la dynéine: cette protéine
ATPasique se dispose de fagon réguliére a
la surface des MT, soulignant aussi leur
caractere polarisé (Telzer et Haimo (196)):
ces auteurs ont confirmé, en ce qui concer-
ne les MT du fuseau mitotique, ies obser-
vations de Mclntosh (cf. Euteneuer et al
(63)).

1.6. Autres formes d’assemblage
des tubulines
Nous avons jusqu’ici parlé uniquement
de 'assemblage des diméres de tubuline en

anneaux ou en MT. D’autres assemblages
sont possibles, et ont permis de mieux
comprendre les relations des sous-unités
entre elles. Par exemple, en présence de
zing, il se forme, in vitro, des feuillets plats
de tubuline, ou I’é¢tude par diffraction
montre que les diméres sont disposés en
téte-béche (Crépeau et al (45); Baker et
Amos (12); Tamm et al (193); Amos et Ba-
ker (6)) (fig. 7).

In vitro, en présence de MAPs, il peut se
former de larges bandes circulaires
(“hoops™), formés par I’assemblage de
nombreux protofilaments disposés cote a
cote en spirale (Mandelkow et al (128));



ces structures ont aidé a mieux compren-
dre le mode d’assemblage des tubulines. La
formation de feuilles ou de lames enrou-
lées en spirale lache a aussi été constatée
in vitro dans des conditions expérimenta-
les variées (cf. Matsumura et Hayashi
(134); Hinkley (92)). Ces formes se ratta-
chent a I'observation dans certaines condi-
tions —action du froid ou de poisons des
MT- de macrotubules, d'un diameétre de
30 a 50 nm (fig. 8). L’explication qui en a
été donnée par Tilney et Porter (201), dans
un étude du froid sur les MT des axopodes
d’Héliozoaires, est acceptée par tous actue-
llement: il s’agit d’une dislocation de la pa-
roi des MT dans laquelle les liaisons longi-
tudinales sont maintenues, tandis que les
liaisons transversales (latérales) sont rela-
chées, ce qui conduit a une disposition en
hélice lache des protofilaments. Cette alté-
ration est analogue a celle produite sous
I'influence des alcaloides de la Pervenche
(vinblastine, etc...).

Comme on le voit, P’assemblage des
sous-unités de tubuline pour former des
MT est un processus trés complexe, dans
lequel interviennent les diverses liaisons
entre dimeéres, les conditions ioniques du
milieu, le taux de calcium, la calmoduline,
les MAPs, le GTP, et sans doute encore
d’autres facteurs. Il est important de noter
que I’'on commence a peine a comprendre
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la forme de la molécule de tubuline (cf.
Ponstingl et al (152)), que I’on ne sait donc
pas comment s’articulent entreelles les
sous-unités constitutives des MT, et com-
ment certains poisons inhibent spécifique-
ment cet assemblage. Il faut retenir aussi
que dans la cellule vivante, et in vitro, les
MT sont des structures dynamiques, capa-
bles de déplacer leurs sous-unités par le
phénomeéne de “treadmilling”, et associées
a plusieurs protéines ayant des fonctions
importantes (MAP2, tau, etc...). Il con-
viendrait aussi d’envisager les problemes
de la régulation de la synthése de la tubuli-
ne (nous avons vu que plusieurs génes, si-
tués sur plusieurs chromosomes, y partici-
pent) (Cleveland et Kirshner (37)), mais
ceci sortirait du cadre de cet exposé. Signa-
lons toutefois qu’il existe un pool de tubu-
lines dans la cellule, et, comme le montre-
ra ’étude de la mitose, que les MT sont en
équilibre dynamique avec les diméres de
tubuline, ce qui permet une extréme plas-
ticité du systéme microtubulaire, la tubuli-
ne libérée par la destruction des MT pou-
vant rapidement étre réassemblée en nou-
veaux MT.

2. Les poisons des MT

La découverte des MT est étroitement
liée a celle des agents qui bloquent les mi-
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Fig. 8.

Représentation schématique de la transition entre MT et macroT: on note la disposition

en spires plus laches des protofilaments de tubuline (aprés Susaki er al., 1980).
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toses en métaphase (“‘stathmocinése™) en
détruisant les structures fusoriales. Parmi
les agents chimiques, la colchicine (et la
désacetyl-N-méthylcolchicine ou colcémi-
de) est la plus largement utilisée, et de trés
nombreux auteurs ont utilisé cet alcaloide
comme poison spécifique des MT, ou ont
étudié ses propriétés pharmacologiques ou
thérapeutiques, dans des maladies humai-
nes variées. Par ailleurs, il existe un nom-
bre élevé de corps chimiques qui ont des
effets semblables: les alcaloides de la per-
venche, la podophyllotoxine et plusieurs
de ses dérivés, la griséofulvine, les dérivés
du benzimidazole, etc... Plusieurs de ces
substances ont trouvé une application thé-
rapeutique, en particulier dans la chimio-
thérapie des tumeurs. Par ailleurs, des
agents physiques peuvent altérer les mito-
ses —et les MT- de fagon analogue, et il est
intéressant de comparer-leur action a celle
des agents chimiques. Nous considérerons
surtout I’action du froid.

Rappelons que les premiers corps chimi-

ques qui montrérent des images d’accumu-
lation de mitoses bloquées chez la souris
furent des arsenicaux, comme I’anhydride
arsénieux et le cacodylate de Na (Piton
(151)). Ces travaux de I’Ecole de Bruxelles
furent oubliés pendant de longues années,
et ce n’est qu’assez récemment que des
chercheurs ont confirmé le réle des grou-
pes sulfhydryles dans I’assemblage des
MT, en montrant par exemple I’action to-
xique du diamide sur les MT (Mellon et
Rhebhun (136)). Le diamide, dont la for-
mule est (CH;),NCON = NCON - (CH,),,
se combine a deux groupes -SH de la mo-
lécule de tubuline, inhibe les mitoses et
empéche I’assemblage in vitro de la tubuli-
ne.

2.1. La colchicine

Lorsqu’il y a prés de trente ans nous ré-
digions une monographie consacrée a I’al-
caloide du Colchique d’automne (Eigsti et
Dustin (62)) la plupart des travaux se rap-

Fig. 9. Modifications des MT sous I'influence de la vincristine. Lobe postérieur de I’hypophyse
d’un rat agé de 13 jours, aprés 2 heures d’incubation en présence d’une solution de VCR. Un pro-
longement nerveux, reconnaisable a ses grains de neurosécrétion denses, est entiérement occupé
par une accumulation de structures paracrystallines en échelles provenant de I'action de la VCR

sur la tubuline. (Cf. Dustin, 1978, fig. 9.4).



portaient a I’action sur la mitose et aux ap-
plications pratiques d’une drogue capable
d’augmenter I'index mitotique des tissus
par I’accumulation des stathmocinéses, et
de produire aisément des plantes polyploi-
des ou hétérodiploides. Quelques rares tra-
vaux mentionnaient des modifications de
la forme de cellules végétales traitées par la
colchicine, sans que I’on en soupgonnat la
cause; nous étions cependant persuadés
qu’elle devait se fixer sur un constituant
bien précis du fuseau.

Depuis la découverte des MT, la colchi-
cine a été utilisée sur une tres large échelle
pour leur étude, puisqu’il est apparu rapi-
dement que ses effets, tant sur la mitose
que sur les cellules interphasiques, pou-
vaient s’expliquer par sa fixation sur la
molécule de tubuline, plus précisement sur
la tubuline a. Ceci pouvait s’étudier aussi
bien in vitro qu’in vivo, la colchicine em-
péchant I’assemblage des microtubules.

De nombreux auteurs, observant les ef-
fets analogues —sur les sécrétions, sur les
mouvements cellulaires, etc..— de plu-
sieurs poisons des MT, en ont conclu que
les MT étaient impliqués dans ces divers
processus. Il convient de dire dés mainte-
nant qu’il faut étre prudent dans ces con-
clusions: la colchicine et les autres poisons
des MT ont des effets pharmacologiques
indépendants de leur action antimicrotu-
bulaire, surtout si 'on utilise des doses
assez élevées. Par ailleurs, des MT résis-
tants a la colchicine se rencontrent aussi,
notamment chez les unicellulaires. Trop
d’auteurs simplifient les faits en écrivant
que la colchicine *“‘détruit les MT”.

En réalité, le mode d’action de cet alca-
loide demeure encore imparfaitement
compris. Si I'on sait qu’il s’attache a la tu-
buline a (peut-étre aussi dans certaines
conditions a la tubuline B. Heuseéle et Car-
lier (90)) on ne sait pas a quel groupement
chimique de la chaine polypeptidique il se
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fixe —on a suggéré que ce serait au voisina-
ge d’un des groupes —SH indispensables a
I’assemblage des MT- ni pourquoi la col-
chicine-tubuline est devenue incapable de
s’associer en MT. Si la majorité des au-
teurs conclut que la colchicine empéche
essentiellement I’assemblage —les MT dis-
paraissant car leur désassemblage physio-
logique se poursuit sans entrave— d’autres
écrivent que la colchicine ‘‘détruit” les
MT: d’autres agents tels que le froid, un
taux trop élevé de Ca’* peuvent en effet dé-
sassembler tres rapidement les MT, mais il
n’est pas €tabli qu’il en va de méme de la
colchicine (fig. 9).

Par ailleurs, on sait qu’il ne faut que de
tres faibles quantités de I’alcaloide pour
empécher 'assemblage des MT: ceci a été
expliqué par une fixation de molécules de
tubuline-colchicine a I'extrémité + des
MT: de ce fait, il suffirait de quelques mo-
lécules de colchicine pour bloquer de fa-
gon presque irréversible toute croissance
des MT (Wilson et al (219); Margolis et
Wilson (131)). La rapidité avec laquelle les
MT seraient ‘“‘détruits” dépendrait de leur
vitesse de désassemblage a I’extrémité des
MT. Cette conception explique bien que
des MT faisant partie d’organites stables,
sans renouvellement, comme les centrioles
et les cils (en dehors de la mitose ou de ré-
génération ciliaire apreés déciliation) ne
soient pas effectés par les poisons des MT.

Bien des aspects des effects cytologiques
de la colchicine demeurent encore mysté-
rieux. Nous n’en citerons que deux. Dans
les leucémies lymphoides chroniques hu-
maines, les lymphocytes néoplasiques sont
cent fois plus sensibles a I’action cytolyti-
que (en dehors de la mitose) de la colchici-
ne que les lymphocytes normaux. Cette
sensibilité a été utilisée comme test de
diagnostic. On en ignore tout a fait la sig-
nification (cf. Allen et al (5); Schrek et Ste-
fan (178)).
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TABLEAU 2. Stimulation de la synthése du DNA par la colchicine

Auteurs Matériel

Résultats

Teng et al., 1977(198)

Davidson, 1979
(48)

Vicia fava

Suthanthiran et al., 1980
(192)
allogéniques

Chou et al., 1981

(35) en culture

Crossin & Carney, 1981
(47)

Otto et al.,, 1981
(145)

Fibroblastes d’embryons de
poulet en culture

Cultures mixtes de

lymphocytes humains

Cellules 3T3 de souris Swiss

Fibroblastes en culture

Cellules 3T3 en culture

La colchicine, et la vinblastine,
augmentent la stimulation
mitotique produite par
I'insuline.

L’augmentation de I'index
mitotique (de 8,6 4 27,3 en 3 h.)
est inhibée par le
S-aminouracile.

La colchicine stimule les
cellules en G, et en S.

Augmentation de
I’incorporation de
3H-thymidine aprés action
bréve de la colchicine (10°°M).
Augmentation de la formation
de cellules cytotoxiques

La colchicine, la vinblastine et
les nocodazole induisent une
synthése de DNA dans des
cultures confluentes.
“Activation” des cellules par
désassemblage des MT?

La colchicine (1077) double la
synthése de DNA.
Augmentation de
I'incorporation de
’H-thymidine. Le nombre de
cellules est doublé en deux
heures par la colcémide
(107°M)

Action synergique de la
colchicine (10°°M) et de
facteurs de croissance sur la
synthése du DNA

Une autre propriété, étudiée ces dernie-
res années, fait rebondir un probléme que
I'on croyait résolu. Dans les premiéres pu-
blications sur les effets cellulaires de la col-
chicine, I'accumulation spectaculaire des
mitoses dans les zones germinatives avait
conduit Albert Dustin a la conclusion que
le blocage mitotique était précédé d'une
réelle stimulation des mitoses (cf. A. Dus-
tin (56a)). Des recherches quantitatives
plus précises avaient toutefois montré que

’accumulation des mitoses pouvait s’expli-
quer par leur arrét par absence de fuseau,
et qu’il ne fallait pas envisager une stimu-
lation mitotique, la colchicine apparais-
sant comme un poison spécifique des MT
sans autre action sur le cycle mitotique.
Or, plusieurs travaux modernes indiquent
la possibilité d’une stimulation de la synt-
heése de DNA sous I'influence de la colchi-
cine. Le tableau 2 résume les données ac-
quises a ce sujet. S’agit-il d’une action di-



recte de la colchicine? Une autre hypot-
hese doit étre présente a I’esprit: il y a des
indications que ’augmentation du taux de
tubuline libre dans une cellule stimule son
entrée en mitose (Suthanthrian et al (192);
Crossin et Carney (46)). On a aussi suggéré
que les modifications des MT rendent plus
accessibles certains récepteurs de surface
pour des agents stimulant la mitose (Teng
et al (198)).

Un autre effet de la colchicine —qu’elle
partage avec d’autres poisons des MT- est
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de modifier de fagon spectaculaire les mi-
crofilaments intermédiaires (IMF), de +
10 nm de diameétre, qui sont présents dans
presque toutes les cellules. On constate en
effet, apres plusieurs heures d’action de la
colchicine, que le cytoplasme contient des
faisceaux denses de ces IMF, qui sont un
des constituants normaux du cytosquelette
(cf. plus loin). Ce phénoméne, qui avait été
décrit en 1967 par Wisniewski et al (220)
dans les neurones de la corne antérieure de
la moélle du lapin apreés injection intrara-
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Fig. 10. Formules chimiques des principaux poisons des microtubules.



32 PIERRE DUSTIN

chidienne de colchicine, a été précisé par
les travaux plus récents de Franke et al
(69) et Osborn et al (144). Ceux-ci ont
montré que parmi les divers types de IMF,
ce sont ceux formés de vimentine —une
protéine surtout rencontrée dans les cellu-
les conjonctives— qui participent a ce pro-
cessus. Il s’agit non seulement d’une modi-
fication topographique des MF du cytos-
quelette, mais d’une augmentation de la
synthése des IMF. Ainsi, tout en dimi-
nuant le nombre des MT, la colchicine
modifie profondément le cytosquelette, et
certains effets qui auraient pu étre attri-
bués a l'atteinte des MT sont peut-étre la
conséquence de ces modifications.

2.2. Les alcaloides de la pervenche
(Catharanthus roseus L.)

Les principaux sont la vinblastine (VLB)
et la vincristine (VCR). Ils ont trouvé de
nombreuses applications en chimiothéra-
pie du cancer. Leur action sur les MT est
comparable a celle de la colchicine, en ce
qui concerne le bloquage métaphasique
des mitoses et les altérations de la forme et
des mouvements cellulaires. Cependant, ils
se fixent sur les tubulines (a et B) en des si-
tes différents de ceux de la colchicine, et
conduisent souvent a la formation dans
les cellules de structures paracrystallines
(fig. 10). Celles-ci qui sont constituées de
tubuline (elles ont pu étre isolées et utili-
sées comme source de tubuline pure;
Bryan (26)), se forment par suite d’une
transformation des MT dans laquelle les
liaisons latérales entre protofilaments sont
altérées, conduisant a des spires laches qui
a certains points de vue sont comparables
aux macroT. (Himes et al (91); Starling
(188)). VLB et VCR ont par ailleurs des
actions pharmacodynamiques indépendan-
tes des MT, actions qui jouent un réle dans
leur utilisation en médecine et en chimiot-
hérapie du cancer.

2.3. Les dérivés de la résine de
Podophyllum

Le principal est la podophyllotoxine,
dont la formule chimique ressemble un
peu a celle de la colchicine. Elle s’attache
au méme site que ce dernier alcaloide sur
la molécule de tubuline «, entrant ainsi en
compétition avec la colchicine (Barnes et
Roberson (14)). La podophyllotoxine a été
utilisée pour étudier le phénomeéne de
“treadmilling”: elle se fixe a I'extrémité +
des MT. Il semble que ce soit le composé
tubuline-podophyllotoxine qui bloque 1’as-
semblage (Karr et Purich (107)).

Signalons qu’une autre drogue d’origine
végétale, la stéganacine (extraite de Stega-
notaenia araliacea) se fixe au méme site
que la podophyllotoxine. De nombreux
analogues chimiques de la stéganacine ont
été testés pour leur action inhibitrice sur
’assemblage des MT (Zavala et al (225)):
ces molécules, comme la colchicine et la
podophyllotoxine, possédent un anneau
aromatique avec trois groupements métho-

Xy.
2.4. Les dérivés du benzimidazole

L’intérét de ce groupe de poisons (outre
leur utilisation comme antifungiques, anti-
vermineux et en chimiothérapie cancéreu-
se) est leur action beaucoup plus bréve et
plus rapidement réversible sur les MT. Les
plus utilisés sont le nocodazole, antitumo-
ral, le carbendazime, surtout antifungique,
le mébendazole, antivermineux, leur spéci-
ficité s’explique par une action élective sur
les MT des organismes sensibles (cf. Fried-
man et Platzer (73); Ireland et al (97)).
Leur action réversible, jointe au fait qu’ils
ameénent une destruction totale de tout le
squelette microtubulaire des cellules (sauf
les MT des centrioles) a permis d’étudier
de fagon précise la régénération des MT,
apres lavage des cellules (De Brabander et
al. (51)).



2.5. Autres poisons chimiques

Une longue liste de substances plus ou
moins actives contre les MT pourrait étre
donnée. Mentionnons en passant quelques
molécules d’un intérét plus particulier. La
griséofulvine, utilisée en thérapeutique hu-
maine comme agent antifungique, agirait
par un mécanisme différent de la colchici-
ne, peut-étre en se combinant aux MAPs
(Roobol et al (164)). Toutefois, d’autres
ont conclu qu’elle se fixait bien sur la tu-

buline elle-méme (Wehland er al (210)),,

dont elle peut entrainer un assemblage aty-
pique, fibrillaire, méme a basse températu-
re. Une des particularités intéressantes de
ce corps est de produire, en administration
chronique, chez I’animal, des lésions des
hépatocytes identiques aux corps de Ma-
llory connus en pathologie humaine (cir-
rhoses alcooliques), corps qui sont formés
d’un amas de IMF (cf. Borenfreund et al.
(21)), constitués de prékératine (Kimoff et
Huang (108)), peut-étre associée a d’autres
protéines. La griséofulvine, chez I'algue
Physarum, fait apparaitre une varié¢té nou-
velle de macroT., qui ont été nommée
“mégatubules”, et dont le diamétre atteint
de 70 a 90 nm (Hebert et al (83)).

Mentionnons encore la maytansine, un
macrolide, dont la fixation sur la tubuline
se ferait au méme site que la vinblastine
(Lin et al. (115)), Phalothane, un anesthési-
que général, qui, peut faire apparaitre des
macroT. chez I’écrevisse (Hinkley et Sam-
son (93)), et de nombreuses autres molécu-
les d’origine naturelle (antibiotiques) ou de
synthése, comme les dérivés trialkylés de
’étain (Tan et al. (194)).

2.6. Action
du froid

On sait que les MT peuvent étre détruits
par les pressions hydrostatiques élevées,
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qui ont surtout été étudiées dans la mitose,
et par le froid (entre 0° et 4° C). Ce dernier
effet est intéressant a comparer a l’action
des poisons chimiques, car ici il s’agit bien
d’un désassemblage rapide, une véritable
dissolution des MT en leurs tubulines
constitutives, qui peut se faire en quelques
minutes. Toutefois, tous les MT ne sont
pas également sensibles a I’abaissement de
la température (ni sans doute aux fortes
pressions hydrostatiques: n’oublions pas
que de nombreux animaux vivent sans
problémes dans des mers froides et parfois
a trés grandes profondeur). Il existe un
groupe de MT résistants au froid: ceux des
doublets ciliaires, souligné dés 1967 par
Behnke et Forer (15). Cette stabilit¢ dé-
pend d’une part de I'association de ces MT
avec d’autres protéines, de I'autre de I’ab-
sence de renouvellement de ces MT. Nous
mentionnerons plus loin d’autres MT ré-
sistants.

Le froid permet de reproduire tous les
effets des poisons décrits plus haut: blocage
des mitoses, arrét des mouvements associés
aux MT (comme le flux axonal), modifica-
tions de la forme des cellules, inhibition de
’assemblage des tubulines in vitro. Notons
que la température optimale d’assemblage
peut-étre plus basse dans le cas de tubuli-
nes provenant d’animaux a sang froid (cf.
Maccioni et Mellado (125)). Des modifica-
tions des MT souvent observées a basse
température sont la formation de macrotu-
bules (cf. Cachon et Cachon (34); Susaki et
al. (191)) ou de MT incomplets en forme
de C (Hardham et Gunning (81)).

Le froid peut détruire trés rapidement
les MT, bien qu’il s’agisse d’'un phénome-
ne réversible, le réassemblage étant beau-
coup plus lent. En voici quelques exem-
ples: in vitro, une suspension de MT as-
semblés a partir de la tubuline de doublets
ciliaires (pourtant résistants au froid) est
désassemblée en 5 min a 0° C (Farrell et
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Fig. 11.  Formule du taxol.

Wilson (64)); des MT assemblés in vitro en
présence d’un analogue du GTP et résis-
tants au Ca’ sont détruits en quelques mi-
nutes (Macneal et Purich (126)); le réseau
dense de MT des mélanophores (cf. plus
loin) observé par immunohistochimie est
détruit en quelques minutes (Schliwa et al.
(174)); une température de 13° suffit déja a
réduire de 30% les MT axonaux chez le
lapin (Brimijoin et al (23)); chez I’'Hélio-
zoaire Sticholonche, en une heure, il se for-
me d’abord des macrotubules puis des
structures fibrillaires paraissant provenir
des MT des axonémes (Cachon et Cachon
(34)), etc... Bien d’autres exemples de la
fragilit¢ des MT vis-a-vis du froid pou-
rraient étre cités. Un dernier est important,
car les MT des nerfs sont en général résis-
tants a la plupart des poisons des MT: chez
le crapaud (Bufo arenarum) aprés une heu-
re a 4°, plus de 95 % des MT du nerf sciati-
que ne sont plus visibles. Ce phénoméne
est réversible et en une heure a une tempé-
rature normale (20°) tous les MT sont a
nouveaux assemblés (Piezzi et Cavicchia
(150)).

Comme on le voit, le froid a une action
plus rapide que la plupart des poisons chi-
miques. Par ailleurs, il existe dans diverses
cellules, une fraction de MT résistante au

froid. Brinkley et Cartwright (24) ont mon-
tré que les MT du fuseau mitotique des ce-
llules du rat-kangourou étaient inégale-
ment affectés par le froid, les MT attachés
aux kinétochores et ceux du corps télopha-
sique €tant plus résistants. Cette résistance
dépendrait de I’environnement plutdt que
des MT eux-mémes. Dans les fibroblastes
d’embryons de souris, on trouve aussi un
nombre élevé de MT résistants a 0° C. Ces
MT sont toutefois détruits par un exces de
Ca? et ne sont plus apparents dans les ce-
llules traitées par la colchicine ou la vin-
blastine (Bershadsky et al. (17)). Des MT
assemblés in vitro a partir d’extraits de cer-
veau non purifiés comprennent une frac-
tion qui résiste a 0°: Webb et Wilson (209)
qui ont mis ce fait en évidence pensent que
la stabilité est conférée par un facteur par-
ticulier qui contribuerait a la régulation de
I’'assemblage des MT. Ce facteur se sépare-
rait des tubulines sous I'effet du Ca*. Ces
MT résistants ont été purifiés et sont résis-
tants a la podophyllotoxine. Ils ne sont dé-
truits par des faibles concentrations de Ca?*
qu’en présence de calmoduline, confir-
mant I'importance de ce dernier facteur
dans la régulation du désassemblage phy-
siologique des MT (par exemple dans la
mitose) (Job er al. (102)).



Voyons maintenant les effets d’'une subs-
tance capable de conférer aux MT une ré-
sistance au froid, le taxol.

2.7. Le taxol: une “‘anticolchicine”

La découverte d’une substance d’origine
végétale empéchant la croissance mitoti-
que en rendant les MT anormalement sta-
bles a été faite dans le cadre de recherches
sur la chimiothérapie du cancer, par Schiff
et al. (168). Le taxol, dont voici la formule
(fig. 11) agit d’'une fagon contraire a tous
les poisons étudiés plus haut, puisqu’il
rend non seulement les MT trop stables,
mais de plus stimule leur assemblage a
partir du pool de tubuline présent dans la
plupart des cellules. Son étude, qui com-
mence a peine, promet de nous apporter
des données importantes sur les mécanis-
mes régulateurs de I’assemblage des MT
(cf. Schiff et Horvitz (169)).

Quelques propiétés du taxol peuvent
étre mentionnées ici. In vitro, il ralentit le
renouvellement des MT par ‘“treadmi-
lling” (Thompson et al (199)) et permet
I’assemblage de MT méme a 0° C (Thomp-
son et al. (200)). Dans les cellules au repos,
le taxol augmente la densité du réseau de
MT, et peut conduire a la formation de
nombreux petits groupes de MT anormale-
ment courts (Herman et Albertini (88)): ces
auteurs considérent que l’assemblage se
fait alors aux deux extrémités (+ et —) des
MT. Une observation intéressante en rap-
port avec les relations entre MT et mitose,
est que le taxol, en stabilisant les M T, blo-
que D’effet de la colchicine sur la synthése
du DNA (cf. plus haut) (Crossin et Carney
(46)).

Le taxol introduit donc une nouvelle ap-
proche de I’étude des MT. Mentionnons
qu’il existe au moins une substance qui
physiologiquement favorise 1’assemblage
des MT, c’est le “nerve growth factor”
(NGF) (cf. Yamada et Wessells (224)). 11
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semble aussi qu’un agent utilisé en chi-
miothérapie anticancéreuse, la néocarci-
nostatine, un antibiotique agissant sur le
DNA, augmente la densité du réseau mi-
crotubulaire de cellules en culture (Satake
et al (167)).

3. Microtubules, cytosquelette
et forme

Les recherches modernes indiquent que
le cytoplasme fondamental a une estructu-
re complexe, traversée par des protéines fi-
brillaires formant le cytosquelette (fig. 12).
L’utilisation de la microscopie a haut vol-
tage a montré que dans les meilleurs con-
ditions de fixation, en plus de ces diverses
fibrilles, le cytoplasme aurait une structure
spongieuse, formée de microtrabécules
(Wolosewick et Porter (223)). Les fibrilles
qui constituent le cytosquelette appartien-
nent a trois classes, en fonction de leurs di-
mensions: nous connaissons déja les MT
(25 nm) et les microfilaments intermédiai-
res (IMF) d’environ 10 nm. Des protéines
du groupe de I’actine sont présentes dans
la plupart des cellules sous la forme de MF
d’environ 5 nm de diamétre, et plus ré-
cemment Schliwa et Van Blerkom (1981)
ont démontré par la stéréomicroscopie
¢lectronique, I’existence d’une nouvelle
classe de filaments de 2 a 3 nm de diamé-
tre.

Il convient d’ajouter a cette liste fort in-
compléte, car de nouvelles protéines de
structure sont isolées chaque année, les
protéines associées aux MT, qu’il s’agisse
de protéines de poids moléculaire élevé
non encore identifiés chimiquement
(HMW protéines), les deux types de
MAPs, la protéine tau qui parait présente
dans de nombreux types de cellules (Duerr
et al (54)) et les nombreuses protéines asso-
ciées aux MT dans des structures comple-
xes comme les centrioles, les corps basaux
et les cils.
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Les MT jouent, dans le maintien de la
forme des cellules, ou de certains organites
complexes comme les paniers cytopharyn-
giens de certains unicellulaires, un role de
primer plan. Toutefois, nous savons com-
bien ils sont labiles méme dans des condi-
tions physiologiques: le cytosquelette mi-
crotubulaire disparait presque totalement
pendant la mitose. La forme des cellules
doit donc étre maintenue par d’autres élé-
ments. De plus, les MT, isolés, sont des
structures rectilignes, alors que dans diver-
ses cellules ils ont une forme courbe qui ne
peut s’expliquer que par I’existence de liai-
sons latérales. Rappelons enfin que nous
avons mentionné plus haut des modifica-
tions spectaculaires des IMF de 10 nm
lorsque les MT avaient été désassemblés
sous I’effet de divers poisons.

Nous rappelerons tout d’abord le role et
la nature des différentes variétés de MF,
pour décrire ensuite le role des MT et des
autres constituants cytosquelettiques dans
la forme de quelques types cellulaires:
érythrocytes, spermatozoides, cellules vé-
gétales, unicellulaires.

3.1. L’actine et les IMF

L’actine est présente dans la plupart des
cellules, sous la forme de microfilaments
gréles, non ramifiés, de 5 nm. La mise en
évidence de leur nature est facilitée par le
fait que la méromyosine lourde se fixe
électivement a la surface de ces filaments
(dans des cellules auparavant traitées par
des détergents pour permettre la pénétra-
tion de cette molécule). Il se forme ainsi
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Fig. 12. Représentation schématique des principaux éléments fibrillaires du cytosquelette. Les fi-
bres d’actine forment d’une part un feutrage sous la membrane cellulaire, de I'autre des faisceaux
linéaires traversant toute la cellule. Les MT (avec leurs protéines associées) s’étendent a partir du
centre cellulaire, tandis que les IMF (cytokératine ou vimentine) ont un trajet plus flexueux. D’au-
tres protéines fibrillaires se rencontrent dans les microvillosités, les cils, et les desmosomes.



des images caractéristiques en chevrons,
les molécules de méromyosine ‘“‘décorant™
la surface des MF d’actine. Ces derniers
sont souvent groupés sous forme de trous-
seaux, s'étendant d’un coté a l'autre de la
cellule de fagon linéaire, ou sont accumu-
1és sous la membrane cytoplasmique. Leur
mise en évidence par des anticorps spécifi-
ques est aisée. Cependant, si I'intervention
de I’actine dans les mouvements cellulaires
est évidente (cf. plus bas) il n’est pas établi
que tous les mouvements soients liés a
I’actine (et aux protéines de type musculai-
re associées: myosine, actinine, etc...): c’est
notamment le cas de la mitose.

Le role des IMF est plus important pour
nous, car ces fibrilles sont souvent étroite-
ment associées aux MT et comme nous I’a-
vons vu peuvent augmenter en nombre
lorsque les MT sont désassemblés. L'utili-
sation des méthodes immunohistochimi-
ques a permis de montrer que le groupe
des IMF comprenait plusieurs protéines
différentes (cf. Franke et al (68, 69)). Dans
les cellules épithéliales, les IMF se colo-
rent par des anticorps dirigés contre la ké-
ratine, et sont constitués de cytokératine
(ou prékératine). Dans les cellules conjonc-
tives par contre, des IMF morphologique-
ment identiques sont formés d’une autre
protéine, la vimentine (Franke et al. (71);
Osborn et al. (144)). 1l existe toutefois des
cellules épithéliales qui contiennent a la
fois de la prékératine et de la vimentine
(Franke et al (71); Osborn et al (144)).
Une situation analogue peut se rencontrer
dans des fibres musculaires ou la vimenti-
ne peut exister a coté d’une protéine fibri-
llaire spécifiquement musculaire, formant
des IMF, la desmine. Rappelons que les
paquets de fibrilles observées apres des-
truction des MT sont surtout formés de vi-
mentine (cf. plus haut). D’autres types de
IMF sont rencontrés dans le systéme ner-
veux: les neurofilaments sont propres aux
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neurones. Ils sont constitués par trois poly-
peptides de poids moléculaire différent
(73.000; 145.000 et 195.000) contre les-
quels on peut former des anticorps spécifi-
ques. Ceux-ci se fixent a la surface de neu-
rofilaments isolés, la polypeptide le plus
lourd formant des images en hélice rappe-
lant un peu la disposition de MAP2 a la
surface des MT (cf. Willard et Simon
(218)). D’un autre coté, les cellules gliales
contiennent des gliofilaments dont la natu-
re chimique et les propriétés immunologi-
ques différent de toutes les protéines fibri-
llaires mentionnées jusqu’ici.

Il ne fait pas de doute que le nombre de
protéines du cytosquelette soit plus grand
encore, bien que certaines d’entr’elles,
comme les tubulines, apparaissent identi-
ques dans des especes trés différents, indi-
quant qu’elles ont été conservées pendant
de longues périodes de I'Evolution. L'utili-
sation de I'immunohistochimie a permis
de grands progres dans ce domaine. Rap-
pelons enfin I'intérét de la cytochalasine,
poison d’origine végétale, qui détruit de fa-
con assez élective les MF d’actine. Par
contre, on ne connait aucun poison spéci-
fique des MT intermédiaires.

3.2. Relations entre MFI et MT

Les modifications des IMF aprés des-
truction des MT par la colchicine ou d’au-
tres poisons indiquent I’existence de rela-
tions étroites. Toutefois, elles demeurent
encore mal comprises. Des études en mi-
croscopie électronique a haut voltage mon-
trent que des contacts existent entre les
deux éléments du cytosquelette, et que MT
et IMF peuvent étre reliés par des fila-
ments ténus, qui sont probablement des
MAPs (cf. Schliwa et van Blerkom (175)).
Des liaisons analogues sont fréquemment
rencontrées dans certaines structures com-
plexes reliant les MT les uns aux autres.
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Une observation importante a été faite par
Runge et al. (165): il ont isolé de prépara-
tions de tubuline de cerveau bovin une
protéine d’un poids moléculaire de 68.000
qui d’'une part semble favoriser I’assembla-
ge des MT, et de I'autre se retrouve —par
des méthodes immunologiques— dans les
neurofilaments. Ils ont proposé de nom-
mer cette protéine nouvelle ‘“tubulin as-
sembly protein” (TAP) a la suite de Lock-
wood (117) qui a le premier isolé cette
molécule dans des fractions de tubuline
contenant le facteur tau. Rappelons aussi
I’étroite association des MT avec les IMF
formés de desmine dans le gésier du poulet
(Geiger et Singer (76)). Nous verrons plus
loin comment se comportent les microfi-
brilles -actine, cytokératine, vimentine-
pendant la mitose, lorsque le squelette mi-
crotubulaire de la cellule disparait pour
étre remplacé par le fuseau.

3.3. Quelques exemples de forme
liée a la présence des MT

Nous ne pouvons donner ici que quel-
ques indications que les MT interviennent
dans le déterminisme de la forme de cellu-
les treés diverses.

a. Les érythrocytes et

le faisceau marginal

Alors que chez les Mammifeéres, les MT
qui sont présents dans les premiers stades
de I’érythropoiése, disparaissent compléte-
ment dans les hématies adultes, les globu-
les rouges elliptiques des autres groupes de
Vertébrés ont a la périphérie de leur cyto-
plasme un faisceau de MT (¥), qui avait été
décrit des le siecle dernier (cf. Dustin (58)).
Nous avons souligné plus haut que, les
MT isolés étant rectilignes, une structure
annulaire formée de MT implique I’exis-
tence de liaisons latérales entre ces organi-
tes. Sloboda et Dickersin (186) qui ont

étudié cette bande marginale chez des Oi-
seaux et des Amphibiens, ont montré en
effet qu’une protéine se colorant par des
anticorps dirigés contre MAP2 était pré-
sente dans cette structure. Ils estiment qu-
‘elle établit des liaisons transversales en-
tre les MT, conférant sa stabilité a la ban-
de, qui peut étre aisément isolée des éry-
throcytes (Cohen (40)). Elle peut se défor-
mer en 8, ce qui suggere fortement que les
anneaux de Cabot observés dans les héma-
ties humaines au cours d’anémies pou-
rraient étre d’'une nature analogue (une
autre hypothése qui a notre préférence se-
rait que ces anneaux proviendraient du
corps télophasique de la derniére mitose
des érythroblastes; cf. Dustin (58)).

Il est remarquable de constater qu’une
structure aussi spécialisée se retrouve chez
des Invertébrés, par exemple dans les glo-
bules rouges des vers siponculaires, les
amibocytes de Limulus, les célocytes du
homard et du crabe (Cohen et Nemhauser
(41)). Ces auteurs ont signalé que chez les
Mollusques (contrairement a ce que I’on
sait des Vertébrés) cet anneau de MT est
en rapport avec deux centrioles qui agis-
sent comme MTOC (Cohen et Nemhauser
(42)). Ces cellules ont aussi une forme
elliptique qui parait soutenue par le fais-
ceau de MT.

b. Les plaquettes sanguines

Ces cellules spécialisées, sans noyau, ont
une forme discoidale, avec un groupe pé-
riphérique de MT. La destruction de ceux-

(*) Une exception seraient les globules rouges (anu-
clées,) elliptidiques des Camélidés, bien que I'opi-
nion de Barclay (1966) ait été contredite par les
observations de Goniakowska-Witalinska et Wita-
linska (1976), pour lesquels les MT disparaissent,
comme, chez les autres Mammiféres, lors de la
maturation finale des globules. Pour Cohen (1978)
les hématies elliptiques avec bande marginale se-
raient des réticulocytes. Ceci indiquerait que la
forme elliptique persiste aprés disparition des MT
(cf. Cohen et Terwilliger, 1979).



ci par le froid (0° C) entraine, lorsque les
plaquettes sont réchauffées, des modifica-
tons de forme qui démontrent bien le role
des MT. En effet, il peut se reformer des
plaquettes de forme normale, mais parfois
les MT reformés deviennent paralléles les
uns aux autres, conférant a la cellule une
forme allongée et elliptique (Behnke
(15a)). Il est remarquable de noter que les
thrombocytes des Oiseaux, qui sont des ce-
llules nucléées, possedent de méme un
groupe périphérique de MT (Morgenstern
et Janzarik (138)). Une diminution rapide
et réversible du taux de tubuline assemblée
en MT dans les plaquettes accompagne
leur agrégation par des agents tels que la
thrombine ou l’adrénaline, montrant un
équilibre dynamique entre tubuline et MT
(Steiner et Ikeda (190)).

Un probléme qui est posé par ces struc-
tures marginales est de savoir s’il y a plu-
sieurs MT c6té a cote ou s’il n’y a qu’un
seul MT, enroulé plusieurs fois: cette ques-
tion a été abordée par Nachmias (140) qui
a examiné in toto, en microscopie électro-
nique, des plaquettes plus ou moins lysées.
Il n’a observé qu’une seule extrémité de
MT au niveau de la bande marginale, et
conclut qu’il est probable qu’elle soit for-
mée par I’enroulement d’'un seul MT. Ce
travail montre aussi une étroite association
des MT avec divers microfilaments (actine,
profiline).

¢. Les spermatozoides

Il n’est pas question d’envisager les in-
nombrables problémes posés par le role
des MT dans la spermatogeneése: des va-
riantes considérables ont été décrites. En
effet, non seulement les MT des structures
flagellaires peuvent montrer des disposi-
tions fort diverses, mais par ailleurs, les
MT paraissent jouer un role dans la défor-
mation du noyau lors des derniers stades
de la spermatogénese. Il se forme a ce mo-
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ment, autour du noyau, une ‘“manchette”
de microtubules, peut-étre enroulés en spi-
rale d’aprés Mclntosh et Porter (124).

De nombreux travaux ont été consacreés
a cette structure qui joue certainement un
role dans la forme de la cellule, mais qui
peut étre absente dans d’autres spermato-
généses et n’est donc pas indispensable a
’aplatissement du noyau (Bachetti (10)).
La manchette se retrouve dans des especes
trés diverses (Afzelius et Dallai (3)). Chez
la souris, la colchicine ne modifie que peu
les MT de la manchette, mais parait dimi-
nuer les liaisons entre les MT de celle-ci
(Handel (80)). Mentionnons I’évolution
complexe de la manchette de MT périnu-
cléaires au cours de la maturation des sper-
matozoides des Oligochétes (Jamieson et
Daddow (101)). Les relations entre MT et
noyau sont donc étroites dans des sperma-
togénéses d’espéces trés diverses, sans que
I’on sache avec précision si la forme du
noyau est lié a la présence des MT.

d. Les cellules végétales

Les relations entre les MT et la forme
des cellules ont été observées dés les pre-
miers travaux sur la colchicine, sous la for-
me des renflements radiculaires caractéris-
tiques observés dans les radicelles d’Allium
immergées dans une solution de I’alcaloide
(A. Dustin et al. (56)). Toutefois, ’explica-
tion de ces lésions ainsi que d’autres défor-
mations cellulaires produites par la col-
chicine (cf. Eigsti et Dustin (62)) ne fut
fournie que par le découverte des MT. Des
1963, Ledbetter et Porter (114) montraient
que l'orientation des fibrilles cellulosiques
de la paroi cellulaire était souvent paralle-
le a celles des MT voisins de la membrane
cellulaire.

Ce fait a été confirmé par de nombreux
auteurs, bien que les relations exactes entre
MT —situés dans le cytoplasme- et fibrilles
—extracellulaires-soient encore mal com-
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prises. Mentionnons quelques travaux pu-
bliés ces derniéres années. Les poisons des
MT n’affectent pas toujours l’orientation
des fibrilles cellulosiques, qui sont a une
distance assez grande des MT corticaux
(Robinson (163)). Une étude détaillée des
racines d’Azolla a montré que le froid, ou
la colchicine (5 x 10*M, pendant plusieurs
heures) ne détruisaient pas les MT mais
augmentaient le nombre de MT courts
ainsi que les MT en forme de C (que I'on
considére comme un aspect de 1’assembla-
ge ou du désassemblage (Hardham et Gun-
ning (81)). Les mémes auteurs ont étudié
en 1979 (81) les relations entre MT et
croissance cellulaire, probléme rendu diffi-
cile dans les cellules végétales par I'absen-
ce de MTOC apparents: ’hypothése que la
paroi cellulaire remplisse ce role est pro-
posée (tout au moins pour les MT corti-
caux). Seagull et Heath (1980), reprenant
I’analyse des MT corticaux des radicelles
du radis montrent I’association des MT
avec des protéines diverses. Les MT étant
plus courts que les fibres cellulosiques, les
auteurs imaginent qu’ils détermineraient la
polarité de celles-ci en subissant des phé-
nomeénes de glissement les uns par rapport
aux autres, mais la cause de I’orientation
des MT eux-mémes demeure tout a fait in-
connue.

Cette question de la localisation des MT
des cellules végétales est particulierement
évidente au moment de I’entrée en mitose.
Dans plusieurs especes, il se forme alors
un anneau préprophasique, équatorial, de
MT périphériques. La localisation de ces
MT détermine I’emplacement futur du
plan de formation de la membrane cellulo-
sique qui separera les deux cellules-filles.
Ceci est d’autant plus remarquable que
dans des divisions asymétriques (par exem-
ple celles observées dans la formation de
stomates) cette bande de MT est asymétri-
que (cf. Galatis et Mitroakos (75)). La rela-

tion entre la formation des fibrilles cellulo-
siques et les MT est évidente, mais le
mécanisme de 1’assemblage (passager) de
ceux-ci en un endroit préférentiel de la ce-
llule est inconnu (cf. aussi Busby et Gun-
ning (33a)). On peut conclure de ces obser-
vations que des liens existent entre la
disposition des MT sous-corticaux et les
plans de formation des fibrilles cellulosi-
ques de la paroi, mais que les mécanismes
biochimiques de cette interaction ne sont
pas connus, et que l’orientation méme des
MT demeure inexpliquée.

Nous avons dit que les MT végétaux
¢taient particuliérement résistants aux poi-
sons tels que la colchicine. Cependant, des
études par immunofluorescence ont mon-
tré que les tubulines des Plantes avaient les
mémes propriétés antigéniques que celles
des Animaux. Mentionnons a ce sujet les
belles observations de Powell et al (154)
qui ont mis en évidence des MT de proto-
plastes de I’algue Physcomitrella patens au
moyen d’anticorps de lapin dirigés contre
de la tubuline d’origine bovine, et de Wick
et al. (217) qui ont coloré les MT de cellu-
les radiculaires d’Allium cepa par des anti-
corps formés chez le lapin contre la tubuli-
ne de porc. Les MT du fuseau mitotique,
et ceux de la bande équatoriale prépropha-
sique sont remarquablement mis en évi-
dence.

e. Protozoaires

C’est dans le groupe des Unicellulaires
que l'on rencontre les interrelations les
plus complexes entre MT et forme cellu-
laire. Ici comme dans d’autres cel-lules, les
structures formées de MT et qui condition-
nent la forme d’organites comme les pa-
niers cytopharyngés ou les axonémes des
Héliozoaires, résuitent de I’assemblage de
nombreux MT par lintermédiaire de
“ponts” dont la nature demeure mal con-
nue. Les structures géométriques les plus



diverses peuvent se rencontrer: lames for-
mées de MT soudées cote a cote, structures
spirales, assemblage a symétrie hexagona-
le, etc... L’intérét de certaines de ces struc-
tures est leur labilité (sous I'influence du
froid, des ultrasons, des pressions hydrosta-
tiques élevées), I'assemblage de MT se dé-
truisant en quelques minutes pour se refor-
mer ensuite.

Les axonémes des Héliozoaires ont été
particulierement bien étudiés (cf. Cachon
et Cachon (33)). Plus récemment, la strue-
ture des longs prolongements des Forami-
niferes a été bien décrite par Travis et
Allen (204): la disposition parallele des
MT dans les fines expansions du cytoplas-
me, et I’observation de mouvements divers
au voisinage des MT, rappelent de fagon
surprenante la structure des axones. Nous
verrons plus loin les relations entre ces
mouvements et les MT. Ceux-ci remplis-
sent le role de structures squelettiques, les
longs bras des Hélizoaires se rétractant
quand les MT sont détruits. La reforma-
tion des MT montre le caractére tout a fait
réversible de ces structures, et pose a nou-
veau le probléme du déterminisme de leurs
agencements géométriquement complexes.
La base des MT étant en contact avec la
membrane nucléaire, il est probable que
c’est a ce niveau qu’est déterminé ’agence-
ment spiral des MT, chez Echinosphae-
rium (Jones et Tucker (104)).

3.4. Conclusions

Ces quelques exemples indiquent bien
que la forme de cellules ou d’organites ce-
llulaires parait déterminée par I’emplace-
ment et I’agencement des MT, probable-
ment associés a d’autres protéines.
Cependant, ce cytosquelette microtubulai-
re est une structure labile capable, comme
d’autres MT, de se désassembler parfois
trés rapidement, et de se reformer plus
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tard. Les relations des MT avec d’autres
protéines cytosquelettiques fibreuses, com-
me lacytokératine et la vimentine, qui re-
présentent des structures plus stables,
montrent que le role fondamental des MT
n’est pas celui d’une structure de soutien
passive, mais plutot d’un échafaudage pou-
vant a tout moment —et particuliérement
au cours de la mitose— étre ramené a ses
éléments constitutifs, les dimeéres de tubu-
line. Un probléme important est posé par
ces observations: celui du déterminisme de
la localisation de I’assemblage des MT.
Dans les cellules animales, le role des cen-
trioles parait capital, mais chez les Plantes
dépourvues de centrioles, la nature des
MTOC est mal comprise.

4. Microtubules et mouvements
cellulaires

Dans des circonstances trés variées, des
mouvements par saccades, ‘‘saltatoires”,
de particules cytoplasmiques sont observés
le long des M T, qui paraissent agir comme
guides. L’existence de liaisons entre le
mouvement de divers organites cellulaires
et de particules comme des grains de méla-
nine ou de sécrétion, et les MT suggere
que des protéines comparables a la dynéi-
ne (cf. plus bas) puissent jouer un role.
L’inhibition de ces mouvements par les
poisons des MT, méme lorsque ces der-
niers sont loin d’étre tous détruits, atteste
d’une relation étroite entre mouvement et
MT. Son étude est une excellente intro-
duction a celle des mouvements mitotiques
des chromosomes que nous décrirons plus
loin. Nous considérerons ici quelques ac-
quisitions récentes au sujet de plusieurs ty-
pes de mouvements associés a l'intégrité
des MT. Nous les comparerons ensuite aux
mouvements ciliaires, dont le mécanisme
est le mieux connu.
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4.1. Mouvements des granules de
pigment dans les mélanophores

Les cellules pigmentées, notamment ce-
lles des écailles de poissons, se prétent trés
bien a I'étude des mouvements intracellu-
laires des granules, qui peuvent étre étu-
diés dans des cellules isolées. Une impor-
tante littérature existe a ce sujet, montrant
que I'agrégation des granules (avec palisse-
ment de la couleur) est inhibé par divers
poisons, comme la colchicine, la vinblasti-
ne, la vincristine, qui par ailleurs favori-
sent la dispersion des granules, donc le
noircissement (cf. Dustin (58)). Ces résul-
tats on été d’abord interprétés en termes de
destruction des MT (Porter (153)).

Toutefois, des études des MT avec de
meilleures techniques de microscopie, ont
montré que le nombre des MT ne chan-
geait pas lors des variations de la colora-
tion: tout se passe donc comme si les gra-
nules pigmentaires glissent le long des M T,
I’agent moteur étant éventuellement une
autre protéine, qui pourrait s’attacher aux
MT mais qui n’est pas I’actine (Murphy et
Pilney (139); Schliwa et al. (175)). Schliwa
et Euteneuer (171, 172) qui ont fait une es-
timation quantitative du nombre total des
MT dans les mélanophores du poisson
Pteryphyldum scalare, ont étudié I’action
du froid et de la colchicine, qui ensemble
détruisent tous les MT de ces cellules, sans
toutefois empécher complétement I’agréga-
tion du pigment sous I'influence de I’adré-
naline. Cette agrégation étant inhibée par
la cytochalasine B, les auteurs concluent
que des facteurs indépendants des MT, en
relation avec les microtrabécules (cf. plus
haut) pourraient intervenir dans ces mou-
vements (nous retrouverons une hypothése
analogue dans I’étude des mouvements ob-
servés dans les axones).

Une observation intéressante est que la
polarité des MT, étudiée par la technique

mentionnée plus haut (cellules traitées par
détergents et mises dans une solution de
tubuline), des mélanophores de Pterophy-
llum indique qu’ils sont tous orientés avec
leur origine dans la région des centrioles,
et leur extrémité + a la périphérie. Mcln-
tosh et al. (123). Ceci indique donc que des
mouvements bidirectionnels se produisent
au niveau (ou au voisinage immédiat) de
MT avec une polarité unique: c’est aussi
un fait que l'on retrouve dans les axones
du systéme nerveux.

4.2. Cellules sécrétoires

Dans la plupart des cellules sécrétoires,
les granules se forment au niveau de I’ap-
pareil de Golgi, et sont ensuite transportés
vers la surface ou ils se mettent en contact
intime avec la membrane cellulaire pour
s'ouvrir a 'extérieur. Ceci est vrai aussi
bien pour les sécrétions endocrines qu’exo-
crines. De nombreux travaux ont montré
que certaines €tapes de la sécrétion étaient
inhibés si les microtubules étaient altérés
par la colchicine ou d’autres poisons. Ce-
pendant, ces recherches ont souvent con-
duit a utiliser des doses assez élevées de
colchicine, et la possibilité d’actions phar-
macodynamiques secondaires, indépen-
dants des MT, n’est pas toujours bien écar-
tée. Il semble d’ailleurs que parfois les
sécrétions sont perturbées alors que les
MT ne sont pas entiérement désassemblés
(cf. Dustin (57)).

La liste des sécrétions inhibées par la
colchicine ou les alcaloides de la
pervenche (surtout la vinblastine) est lon-
gue, et nous ne donnons ici que quelques
exemples. Dans le foie, la sécrétion des li-
poprotéines, de la B-glucuronidase, des aci-
des biliaires, de la phosphatase alcaline est
inhibée; les sécrétions de la glande mam-
maire (lipides, caséine), des glandes gastri-
ques (pepsinogene, gastrine) de la parotide



(amylase), des pneumocytes Il (Mettler et
al. (137)), des plasmatocytes (anticorps), du
collagéne par les fibroblastes, sont affectés.
Dans le groupe des glandes endocrines, les
recherches ont démontré une inhibition de
la sécrétion d’insuline, du glucagon, d’hor-
mones de croissance, de la prolactine, des
hormones d’origine hypothalamique, etc...
(cf. Dustin (57)).

Nous ne pouvons que mentionner ces
résultats, témoignant donc tous de phéno-
menes d’inhibition, bien qu’il soit établi
que la phase finale de la sécrétion, I'ouver-
ture des granules sécrétoires a I’extérieur,
soit indépendante des MT et pourrait faire
intervenir les MF situés prés de la mem-
brane cellulaire. Lorsqu’on compare I’en-
semble de ces résultats, on est frappé par
I’atteinte treés fréquente de I’appareil de
Golgi. En effet, la destruction des MT,
dans des cellules tres diverses, a pour effet
de conduire a une dispersion des vésicules
golgiennes, et il se pourrait que les troubles
de la sécrétion soient plus la conséquence
de cette lésion cel-lulaire que d’un blocage
du transport des granules entre 'appareil
de Golgi et la surface cellulaire. Cette per-
te de polarité¢ de I’appareil de Golgi a été
signalée récemment au niveau des hépato-
cytes (De Brabander et al. (52)), la glande
mammaire (Nickerson et al (141)), les ce-
llules B des il6ts de Langerhans (Malaisse-
Lagae et al. (127)) et dans les plasmatocy-
tes ou les immunoglobulines non sécrétées
s’accumulent dans les vésicules golgiennes
(Antoine et al. (8)).

Bien que la dispersion de I'appareil de
Golgi puisse rendre compte des troubles de
la sécrétion, d’autres mécanismes en rap-
port avec les MT sont possibles. C’est ainsi
que Reaven et Azhar (1981) ont étudié

(*) Workshop on Axoplasmic Transport, Schloss El-
mau, April-May, 1981. Dustin, P., Flament-
Durant, J.: Disturbances of axoplasmic transport
in Alzheimer’s disease.

LES MICROTUBULES 43

I’action de membranes cellulaires sur les
tubulines. Les phospholipides a charge né-
gative (cardiolipine et phosphatidylsérine)
sont les plus actifs; les membranes golgien-
nes se fixent a la tubuline et la précipitent
des solutions acide. Rappelons que de
nombreux polyanions (acide ribonucléi-
que, acide poly (L) glutamique, polyagaro-
se, carboxyméthylcellulose) inhibent in vi-
tro ’assemblage des M T, peut-étre par une
action liée aux MAPs (cf. Dustin (58)).

On ne peut écarter ’action d’autres fac-
teurs, comme le taux du Ca? et celui de
’AMP cyclique, qui sont tous deux liés
aux activités sécrétoires et influencent les
MT.

En conclusion, I'intégrité des MT est né-
cessaire au transport des granules de sécré-
tion de I'appareil de Golgi vers la surface
cellulaire (mais non a la sortie de la cellu-
le). Les expériences font apparaitre la com-
plexité de cette action, et le role de I’appa-
reil de Golgi, dont I'intégrité dépend du
cytosquelette microtubulaire de la cellule.

4.3. Le transport neuroplasmique
ou «flux axonal»

C’est a partir du tissu cérébral que I’on
prépare le plus souvent la tubuline, et la
richesse de cet organe en MT s’explique
par leur présence dans tous les axones et
les dendrites, a c6té des neurofilaments.
Des poisons comme la colchicine peuvent
bloquer le transport de substances diverses,
par exemple des granules de neurosécré-
tion, dans les axones, indiquant une parti-
cipation des MT, bien que ceux-ci n’ap-
paraissent pas détruits. (Flament-Durand
et Dustin (65); Parish et al. (146)) (fig. 13).

Cependant, les problémes liés au trans-
port, dans les axones et les dendrites, de
molecules de taille variée, souvent dans
deux directions (centrifuge et centripéte), a
des vitesses différentes, sont d’'une grande
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Fig. 13. Noyau para-ventriculaire du rat:
blocage du transport des grains de neurosécréti-
ons vers le lobe postérieur de I’hypophase, apres
deux injections intraventriculaires de 100 pg de
colchicine (Flament-Durant et Dustin, 1972).
La figure montre un axone considérablement
distendu par I’accumulation de granules de neu-
rosécretat. On observe quelques inclusions allo-
ngées dont la signification demeure obscure (ly-
sosomes ?).

complexité. Mentionnons les revues pu-
bliées par Ochs et Worth (143); Schwartz
(180); Grafstein et Forman (78), et un sym-
posium récent (1981) en voie de publica-
tion (+). La complexité du probléeme est
indiquée par le fait que les auteurs distin-
guent cing vitesses différentes de transport.
La plus rapide (200 a 400 mm/jour) affecte
des glycoprotéines, I’acétylcholinestérase,
la sérotonine, des structures membranaires
ou vésiculaires; les vitesses intermédiaires
(de 15 a 50 mm/jour) (groupes II et III)

sont en rapport avec les protéines mito-
chondriales et la myosine; le groupe IV (2
a 4 mm/jour) affecte I’actine, la calmoduli-
ne, I’énolase; enfin, le transport le plus lent
(0,2 a 1 mm/jour) est celui des microtubu-
les eux-mémes et des protéines qui leur
sont associées (Black et Lasek (18)). Nous
ne considérerons ici que le transport rapi-
de. Les mouvements des MT eux-méme
s’expliquent par la synthese de ceux-ci
dans le corps cellulaire et leur désassem-
blage au niveau des synapses (on sait trés
mal ce que deviennent a ce moment les tu-
bulines libérées, certains documents mon-
trant un contact étroit entre MT et mem-
brane présynaptique). Rappelons a ce sujet
qu’il semble que les MT des axones sont
discontinus, ce qui implique qu’ils assem-
blent sans relation avec des MTOC (cf.
plus haut).

De plus il existe, dans les axones, un
flux neuroplasmique inverse, rétrograde,
qui transporte des composants variés: en-
zymes lysosomiaux, “nerve growth factor”
(NGF), virus. Ceci doit étre rapproché de
ce que nous avons vu dans les cellules pig-
mentées, ou les granules se déplacent dans
deux directions le long des MT. Le flux ré-
trograde est comparable au flux rapide,
avec une vitesse un peu moindre (100-200
mm/jour). L’'importance de ce transport
rétrograde est grande en médecine: virus
herpétique, toxine tétanique (cf. Schwab et
al (179)).

Les relations entre MT et transport rapi-
de donnent encore lieu a des opinions con-
tradictoires. Alors que de nombreux tra-
vaux montrent que la colchicine, les
alcaloides de la Pervenche, la maytansine,
etc... inhibent le flux axonal rapide (cf.
Dustin (58)), certains ne pensent pas que
les MT soient indispensables. Une des
meilleures théories du flux axonal (Ochs et
Worth (143)) ne présente d’ailleurs les MT
que comme des guides le long desquels les



composants se déplaceraient a I'interven-
tion d’une protéine contractile, qui pou-
rrait étre I’actine. De méme, Stearns (189)
suggeére que des modifications des micro-
trabécules pourraient déplacer des particu-
les, guidées par les MT, a I'intervention de
modifications liées au taux local de Ca*.
Cette conception est aussi défendue par
Ochs (142) et appuyée par les données ex-
périmentales de Brady et al (22). Ces der-
niers, étudiant le nerf sciatique du rat,
montrent que le flux axonal est conservé
dans des segments de nerf dont tous les
MT ont été détruits par une incubation
dans une solution riche en Ca’ (75 mM).
IIs soulignent, comme nous l’avons fait
plus haut pour I'activité sécrétoire, que la
colchicine (et d’autres poisons) peut agir
sur d’autres récepteurs que les MT. Un ar-
gument de poids, qui parait avoir été con-
firmé, est que la colchicéine, qui n’est pas
un poison des MT, bloque le flux axonal
(Schonharting et al. (177); Edstrom et al.
(61)).

Comme on le voit, dans le transport in-
tra-axonal et intra-dendritique, les MT ap-
paraissent plus comme des guides que
comme la cause des mouvements, ceux-ci
devant s’expliquer par l'intervention d’au-
tres protéines (contractiles ?).

4.4. Les mouvements dans
les axopodes

Nous avons mentionné le role des MT
comme éléments cytosquelettiques dans les
longs prolongements caractéristiques des
Héliozoaires et des Foraminiféres. Le long
du groupe de MT centraux (axonéme) des
particules diverses, notamment utilisées
pour I'alimentation de la cellule, se diri-
gent dans deux directions, animées de
mouvements «saltatoires». Ce probléme
n’est pas sans ressemblance avec celui du
flux neuroplasmique, et certaines images
d’axopodes, avec leurs MT paralleles reliés
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a divers organites par des extensions laté-
rales, évoquent tout a fait celles des filets
nerveux (cf. Travis et Allen, (204)) (fig. 4).
Certains axonemes ont de plus des pro-
priétés de contractilité qui ne paraissent
pas directement liés aux MT (Bloodgood
(19)). On trouvera une revue de ces ques-
tions dans le chapitre publié par Hyams et
Stebbings dans le livre de Roberts et
Hyams (162).

Les axopodes d’Allogromia laticol-laris,
un foraminifére, ont été analysés par Allen
et al (5) utilisant une méthode d’enregis-
trement par télévision, ce qui permet une
analyse fine de mouvements rapides. On
constate que les organites cytoplasmiques
qui se déplacent dans le réseau fibrillaire
des axopodes sont en contact avec des MT,
et ne se déplacent plus lorsqu’ils perdent
ce contact. On observe aussi des mouve-
ments latéraux et longitudinaux des MT
eux-mémes, qui contractent des liaisons la-
térales analogues a ce que l'on observe
dans le fuseau mitotique. Dans ces axopo-
des, il y a un déplacement incessant de
cytoplasme et de particules dans les deux
directions: ces mouvements saltatoires at-
teignent des vitesses dépassant parfois 10
um/sec. Les MT sont indispensables au
maintien de la forme des axopodes, et
ceux-ci perdent leur rigidité apres colchici-
ne ou griséofulvine. Les MT sont reliés par
des projections transversales. Les auteurs
(Travis et Allen (204)) comparent a juste
titre ces mouvements a ceux observés dans
les nerfs. Un des composants de ces struc-
tures sont des MF de 5 nm de diametre
dont la nature chimique est inconnue.

Ici encore, les MT apparaissent surtout
comme des guides, ’élément moteur étant
peut étre des protéines qui leur sont étroi-
tement associées. Le caractere bidirection-
nel du mouvement est analogue a celui
décrit plus haut dans les cellules pigmen-
taires.
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Fig. 14. Faisceau télophasique dans des cellules d’embryons de souris en culture (d’aprés De Bra-
bander, These, Bruxelles 1977) en haut: les deux cellules demeurent liées par un mince pont
cytoplasmique, dont la partie centrale est plus dense. En bas: aspect a fort grossissement du pont
télophasique: trés nombreux MT paraissant s’entrecroiser dans la partie centrale ou ils sont entou-
rés d’un matériel dense de nature inconnue.
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Fig. 15. Mitose de Syndinium sp. (simplifié, d’aprés Ris et Kubai, in Dustin, 1978).

A. Avant la mitose, les chromosomes médiocentriques sont attachés a une zone plus dense de la
membrane nucléaire, qui est rattachée aux deux centrioles.

B. Les chromosomes se sont divisés, ainsi que leurs attaches a la membrane nucléaire et aux cen-
trioles. Ceux-ci commencent a se dédoubler et un petit fuseau se forme entre les deux centrioles
primitifs. A noter que chaque centriole est fixé a un groupe de chromosomes.

C. Le fuseau polaire s’allonge, et les centrioles se séparent, entrainant avec eux les deux groupes de
chromosomes.

D. Le fuseau polaire a atteint ses dimensions maximales, et se trouve situé dans un repli de la
membrane nucléaire. Les MT rattachant les chromosomes aux centrioles n’ont pas changé de lon-
gueur. Il y a maintenant deux centrioles a chaque péle. La membrane nucléaire est demeurée
intacte. L’allongement du fuseau polaire contraste avec la croissance tres limitée des autres MT at-

.tachés aux centrioles, et celle des centrioles eux-mémes.

portement différentiel des MT polaires et
ceux attachés aux chromosomes: si nous
laissons de coté les centrioles, nous retrou-
verons ces deux types de MT dans la plu-
part des mitoses, y compris celles des Ver-
tébrés. On comprend donc qu’il doit
exister plusieurs phénomeénes régulateurs
de I’assemblage des MT.

5.1. Polarité des MT
du fuseau

Nous avons montré plus haut comment
on peut déterminer la polarité des MT en
observant 'orientation de lames de tubuli-
ne assemblées a leur surface. Cette métho-

de élégante, qui a confirmé des faits con-
nus, comme la polarité uniforme des MT
des axones (Burton et Paige (32)), apporte
des résultats qui sont en contradiction avec
certaines données expérimentales.

La critique que l'on peut lui adresser
peut-étre, est la nécessité de traiter d’abord
les cellules par des détergents qui rompent
la paroi cellulaire, et qui pourraient dé-
truire certains MT.

Nous avons mentionné ce que 'on en-
tendait par ‘“‘centres organisateurs des
MT” ou MTOC. Dans la mitose, on consi-
dere en général que les zones péricentrio-
laires (ou les autres structures polaires)
jouent ce role, ce qui est clairement mis en
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évidence par I’étude de la régénération des
MT dans des cellules traitées par le noco-
dazole, et ensuite lavées (De Brabander et
al. (51)), ou encore par I’assemblage de tu-
buline sur des cellules traitées par déter-
gents a divers stades du cycle, comme 'ont
montré Telzer et Rosenbaum (197). Leurs
observatoins faites sur des centrioles isolés
indiquent que I'appareil péricentriolaires
ne devient un MTOC qu’au moment de la
mitose. D’autres recherches ont aussi mon-
tré que les MT s’assemblaient au niveau
des kinétochores lorsque des chromosomes
étaient placés dans une solution de tubuli-
ne (Sloboda et al. (184)). Le rdle des kiné-
tochores comme MTOC a été confirmé
par Witt et al. (221) qui ont étudié la régé-
nération des MT aprés colcémide dans des
cellules CHO (du hamster), par Ris et Witt
(161) pour les mémes cellules, et par De
Brabander et al. (50) dans des cellules PtK,
apres nocodazole.

Si les pdles d’une part, les kinétochores
de l'autres, sont des sites d’assemblage des
MT, on devrait s’attendre a ce que ces
deux groupes de MT aient une polarité op-
posée, car il paraissait logique de penser
que Iextrémité —soit attachée au MTOC,
’extrémité + ou se produit la croissance,
étant libre. Or, certaines théories de la mi-
tose (Margolis et al (132)) postulent que
tous les MT de chaque hémifuseau ont la
méme polarité. Plus récemment divers ré-
sultats ont confirmé cette hypothése:
Mclntosh et al. (123), dans les cellules mi-
totiques d’Haemanthus, ont montré que la
disposition de lames de tubuline assem-
blées sur les MT indiquaient que les MT
polaires et les K-MT de chaque demi-
fuseau avaient la méme polarité. (Heide-
mann (86)), pour des cellules humaines
(HeLa) est arrivé aux mémes conclusions.
Une confirmation de ces résultats —tout au
moins en ce qui concerne le mollusque
Spisula- a été obtenue par une autre tech-

nique par Telzer et Haimo (196): ils ont
isolé les fuseaux de I'oeuf, et ont “décoré”
les MT par une solution de dynéine (pro-
venant des axonémes de Tetrahymena): la
dynéine se dispose en structures obliques
autour des MT, et leur orientation indique
la polarité des MT. Or, tous les MT d’un
hémifuseau montrent une orientation,
donc une polarité, identique.

Pour mettre ces données concordantes
en accord avec le role évident des kinéto-
chores comme MTOC, deux hypothéses
sont possibles 1) que I’assemblage se fasse
bien sur les kinétochores, mais avec les
doublets de tubuline orientés comme ceux
des MT polaires, c’est a dire avec I’extré-
mité —tournée vers le pole. Cette hypothése
implique —ce qui n’est pas impossible- que
’assemblage se ferait au niveau de I'extré-
mité fixée au kinétochore, ou, vice-versa,
que les MT polaires aient leur extrémité +
tournée vers les poles, et les KMT aussi. 2)
que les MT polaires vienent secondaire-
ment se fixer sur les kinétochores (Tippit
et al. (203)), ce qui est en contradiction
avec plusieurs faits d’expérience.

Ces problemes de polarité, sur lequel
nous reviendrons en discutant les théories
de la mitose, devraient trouver prochaine-
ment une solution.

5.2. Les cytosquelette et
les IMF pendant
la mitose

Bien que les MT, comme nous ’avons
vu plus haut, peuvent jouer un role dans la
forme des cellules, ils ne font en fait pas
partie du cytosquelette, puisque pendant la
mitose leur disposition se modifie tout a
fait. Les éléments les plus stables parais-
sent étre les IMF, et tout particuliérement,
la cytokératine et la vimentine. Il est inté-
ressant de constater que ces deux protéines
fibrillaires ne se comportent pas de la



méme fagon: nous en avons déja donné un
exemple en montrant les modifications su-
bies par la vimentine seule apres destruc-
tion des MT.

Les IMF forment souvent un anneau pé-
rinucléaire: celui-ci dans des cellules en-
dothéliales de cobaye en culture, se main-
tient pendant la mitose, encerclant les
deux noyaux-fils et se reformant rapide-
ment apres la télophase (dans les cellules
binucléées obtenues aprés cytochalasine
—qui affecte les MF d’actine- les IMF en-
cerclent des deux noyaux voisins) (Blose
(20)). Aubin et al (9) ont montré ensuite
(dans des cellules PtK2) que des deux types
de IMF, la vimentine était la plus stable, et
formait I’anneau périnucléaire qui entoure
le fuseau mitotique. Par contre, la cytoké-
ratine conservait une répartition plus dif-
fuse dans la cellule en mitose, participant
ainsi au maintien de la forme générale de
celle-ci. Une étude biochimique des “‘ca-
ges” de IMF entourant les figures mitoti-
ques des cellules HeLa a confirmé la pré-
sence de vimentine (bien qu’il s’agisse de
cellules épithéliales), a coté d’autres pro-
téines. La disposition des fibres de vimen-
tine expliquerait le fait classique que les
organites cellulaires sont maintenus en de-
hors du fuseau mitotique. Les récentes ob-
servations de Horwitz et al. (94) montrant
une disposition granulaire de lacytokérati-
ne pendant la mitose aprés colchicine dans
les cellules PtK2 demandent a étre con-
firmées.

5.3. Autres protéines
associées au fuseau

En ce qui concerne les M APs, rappelons
que ces protéines de poids moléculaire éle-
vé ne sont pas nécessairement associées
aux MT. Dans les cellules humaines HelLa,
des anticorps préparés contre des MAP de
210.000 et 125.000 de poids moléculaire
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colorent les MT tant dans les cellules in-
terphasiques qu’au cours de la mitose (Bu-
linski et Borisy (28)). Ces MAPs des cellu-
les HeLa sont toutefois antigéniquement
différentes de celles du cerveau. Elles se re-
trouvent dans les MT et le fuseau de
’homme et de primates, mais pas chez les
rongeurs ou la poule (Bulinski et Borisy
(28)). De leur coté, Kuznetsov et al. (113)
ont montré que des anticorps dirigés con-
tre MAP2 mettaient en évidence les MT
interphasiques et fusoriaux; dans ces expé-
riences, les antigénes et les cellules prove-
naient tous deux de la méme espéce ani-
male, le boeuf. Il est évident que I'on
aimerait en savoir plus sur le réle fonction-
nel de ces diverses protéines et sur leur
répartition dans d’autres types de mitoses
(Plantes, Unicellulaires, etc...).

La présence possible d’actine dans le fu-
seau mitotique demeure toujours un objet
controverse. Forer (cf. Forer et Jackson
(67)) a décelé de l'actine, au moyen de la
“décoration” par la méromyosine lourde,
dans les fuseaux de I'Insecte Nephrotoma
suturalis et les cellules d’Haemantus. L'o-
rientation des molécules de méromyosine
montrait des MF polarisés, s’attachant aux
kinétochores et ayant des relations directes
avec les MT du fuseau. Ces résultats, sans
apporter une preuve, indiqueraient que
’actine joue un role dans les mouvements
mitotiques. Herman et Pollard (89) ont
confirmé, dans des cellules PtK2 que les fi-
bres fusoriales pouvaient étre mises en évi-
dence par des anticorps anti-actine ou par
la fixation de méromyosine lourde. On a
aussi montré, par immunofluorescence,
une coloration diffuse du fuseau par des
anticorps dirigés contre la myosine (Fuji-
wara et Pollard (74)). Enfin, rappelons que
la dynéine, la protéine contractile des cils,
peut se fixer électivement sur les MT du
fuseau (Telzer et Haimo (196)). Cette ob-
servation est a rapprocher des résultats de
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Prat et al (155) qui ont isolé des fuseaux
mitotiques de I’embryon d’Oursin (Stron-
gylocentrotus) une ATPase activée par le
Mg** qui serait une forme de dynéine. Par
contre Zieve et Mclntosh (226) n’ont pas
pu déceler de dynéine dans le fuseau de fi-
broblastes bovins. Magré ces résultats, un
doute plane encore sur le role de I’actine
(ou d’une protéine voisine) dans le fuseau
mitotique et son intervention possible dans
les mouvements des chromosomes.

5.4. Roéle du calcium et
de la calmoduline

Nous avons souligné que I’assemblage
des tubulines en MT ne pouvait se faire, in
vitro, qu’en présence de taux trés faibles de
Ca*. De plus, de nombreuses observations
montrent la désintégration rapide des MT
des que le taux intracellulaire de Ca* s’élé-
ve excessivement: Schliwa (170) en mon-
trant la destruction progressive des axoneé-
mes d’Héliozoaires en présence d’une
solution de 0,5 mM de Ca* et de I'ionop-
hore A23187, avait émis I’hypothése que
le taux du Ca? puisse étre un facteur régu-
lateur des MT. Des progrés importants des
connaissances sur la régulation intracellu-
laire du taux du Ca?* ont été accomplis ces
derniéres années, par suite de la découver-
te de la calmoduline, un facteur qui régle
’activation par le Ca* de divers systémes
enzymatiques (cf. Klee et al. (112)).

L’hypothése que des variations minimes
du taux du Ca* intracellulaire puissent en-
trainer le désassemblage des M T, a bénéfi-
cié¢ d’études qui ont montré la présence de
calmoduline —décelée par des techniques
immunohistochimiques- dans le fuseau
mitotique, et plus précissement dans les ré-
gions ou I’on pense que les MT sont désas-
semblés, aux poles du fuseau. Alors que la
calmoduline, dans la cellule interphasique,
est sans localisation précise, on voit qu’elle

se fixe aux poles de la mitose a I’ana et la
télophase, ainsi qu’aux extrémités du corps
télophasique (Andersen et al. (7)). Ces ob-
servations, faites sur des cellules HeLa, ont
été confirmées pour d’autres lignées de ce-
llules animales (Marcum et al (129);
Welsh et al. (215); De Mey et al. (53); Reb-
hun et al (159)). L’action de la calmoduli-
ne est probablement complexe, et Rebhun
et al (159) suggerent qu’elle interviendrait
au niveau des MAPs, qui ont une action
protectrice des MT vis-aavis du Ca*. 1l
faut certainement retenir la relation topo-
graphique entre la calmoduline et certai-
nes régions du fuseau: comme les figures
de De Mey et al. (53), le montrent trés clai-
rement, tout le fuseau n’est pas coloré par
des anticorps anti-calmoduline, mais seu-
lement les extrémités voisines des deux po-
les: or, a la télophase, c’est logiquement la
que les sous-unités de tubuline doivent
étre libérées a partir des MT.

Toutefois, si 'on admet que le Ca* est
un ¢lément régulateur de la mitose, par
I'intermédiaire de la calmoduline, le pro-
bléme des mouvements intracellulaires de
Ca* demeure posé. Quelques indications
récentes suggerent que des structures vési-
culaires et lamellaires associées au fuseau
mitotique pourraient remplir cette fonc-
tion. Hepler (87) dans une étude de la mi-
tose de 'orge (Hordeum vulgare) a montré
I’étroite association de telles structures
avec le fuseau mitotique, et pense que le
réticulum endoplasmique lisse (a la manie-
re du réticulum sarcoplasmique du mus-
cle) pourrait contréler le taux du Ca’ pen-
dant la mitose. Silver et al. (182) sur un
tout autre matériel, les embryons d’oursin,
ont isolé a partir de I’appareil mitotique
une fraction vésiculaire particuliére qui sé-
questre le *Ca. Ils croient que la libération
de Ca? a partir de ces structures pourrait
jouer un role dans la régulation de ’assem-
blage des tubulines dans la mitose. Dans



des cellules végétales diverses, la mise en
évidence histochimique du Ca* soit par la
chlorotétracycline (Wolniak et al (222))
soit par précipitation par I’antimonate de
potassium (Wick et Hepler (216)) a confir-
mé que le calcium se trouvait, en dehors
des mitochondries, dans les citernes de ré-
ticulum endoplasmique lisse entourent le
fuseau mitotique. Enfin, des résultats com-
parables ont été obtenus en étudiant la
répartition des vésicules du réticulum en-
doplasmique lisse dans les mitoses des ce-
llules HeLa: elles pourraient constituer un
systtme de séquestration du calcium et
sont en relations étroites avec les MT du
fuseau. Paweletz et Finze (147)).

Signalons enfin, dans ce domaine en
évolution rapide, les résultats trés récents
de Sobue et al. (187) qui concluent que la
calmoduline se lie de fagon spécifique a la
protéine tau, dont on connait le réle dans
I’assemblage des M T, cette liaison étant en
rapport avec le taux de Ca’. Ni la tubuline
ni les autres MAPs ne se liant a la calmo-
duline Kakiuchi et Sobue (105) pensent
que l'association de la calmoduline, en
présence de Ca*, a la protéine tau est un
facteur régulateur de 1’équilibre tubuline-
MT.

5.5. Mécanisme des
mouvements mitotiques

Il est intéressant de voir comment les
données nouvelles éclairent le probléme
fondamental de la mitose, le mouvement
des chromosomes. Nous ne pouvons envi-
sager ici plusieurs autres questions, ré-
duplication des centrioles, régulation de
I’entrée en mitose, mouvements des chro-
mosomes entre la prophase et la métapha-
se, cytodiérése. Nous limitons donc a la
translation des chromosomes de la plaque
métaphasique vers les poles et a la té-
lophase.
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Un point important est que ces mouve-
ments sont lents: ils ne peuvent étre com-
parés par exemple aux mouvements salta-
toires, ou a ceux du flux neuroplasmique
rapide, encore moins aux mouvements ci-
liaires. On a estimé que les besoins, éner-
gétiques de la mitose étaient insignifiants
—quelques molécules d’ATP. Si 'on envi-
sage donc I'intervention possible de protéi-
nes contractiles comme [’actine, ces pro-
téines peuvent étre présentes en faible
quantité, ce qui explique peut-étre les ré-
sultats contradictoires a leur sujet.

Deux conceptions s’opposent encore en
ce qui concerne le déplacement des chro-
mosomes et ses relations avec les MT (cf.
Jacobs et Cavalier-Smith (100); Dustin
(58); MclIntosh (121)). Pour le désassem-
blage des MT qui prend place tant a la
zone équatoriale qu’aux poles du fuseau
suffirait a lui seul a amener les chromoso-
mes vers les poles. Ceux-ci, lors de la té-
lophase, s’éloignent souvent les uns des
autres, ce qui s’expliquerait par I'allonge-
ment des MT polaires par I'addition de
nouvelles sous-unités de tubuline. La se-
conde théorie souligne I'importance de
phénomeénes de glissement de MT les uns
par rapport aux autres, comparables a ce
que I’on connait dans la contraction mus-
culaire. Elle implique la formation de
ponts entre MT, ponts éventuellement
constitués par une protéine du groupe de
I’actine. Elle insiste de plus sur le fait que
les MT de polarité intrinseque différente
glisseraient en sens opposé les uns par rap-
port aux autres.

La premieére théorie implique que la dis-
parition des MT suffise a mouvoir les
chromosomes. Elle tient compte de I'état
d’équilibre dynamique des MT mitotiques
—ceux-ci, d’aprés des documents microci-
nématographiques, subissent des remanie-
ments constants au cours de la mitose.
Cependant, il est trés difficile d’admettre
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Fig. 16. Polarité des MT du fuseau mitotique (légérement modifié, d’aprés Margolis et al. (1978).
Les MT polaires et les MT attachés aux kinétochores ont la méme polarité. Ils s’assemblent dans la
région équatoriale de la cellule, et au niveau des kinétochores, et se désassemblent aux poles. Les
mouvements mitotiques résulteraient de I'interaction (fleches) de MT de polarité opposée.

que la destruction d’une structure de sou-
tien puisse a elle seule déplacer les chro-
mosomes d’une fagon aussi programmeée
que dans la mitose. De plus, les expérien-
ces d’irradiation ultraviolette localisée des
MT du fuseau montrent que les mouve-
ments persistent méme lorsqu’une partie
des MT est altérée (Forer (66)). Il existe
aussi, au sein du fuseau mitotique, un flux
dirigé vers les pOles qui peut étre visualisé
par le déplacement de particules le long
des MT (Bajer (11)). Le mécanisme causal
de ce mouvement n’est pas mieux connu
que celui du flux neuroplasmique auquel il
ressemble.

La seconde théorie implique donc des
MT polarisés —ce qui est le cas— et des inte-
rrelations entre MT de polarité opposée a
'intervention probable d’autres facteurs.
Elle explique plusieurs phénoménes de la
mitose, en particulier I'allongement du fu-
seau, qui résulterait du glissement des MT
venus des deux poles les uns par rapport
aux autres. Elle explique aussi assez bien
I’évolution et I’allongement du corps té-
lophasique. Elle implique évidemment

aussi le desassemblage des sous-unités de
tubuline au niveau des péles. Elle se heur-
te actuellement a un probléme évoqué plus
haut, qui est celui de la polarité des MT.
Nous avions proposé une explication
(Dustin (58) et (59)) qui se basait sur I’as-
semblage des MT polaires aux poéles et des
K-MT sur les kinétochores. Ces deux types
de MT, dans chaque hémifuseau, auraient
une polarité opposée, ce qui expliquerait
les mouvements de I’ana-télophase. Nous
avons signalé plus haut que plusieurs ob-
servations concluent actuellement a une
polarité identique de tous les MT de cha-
que hémifuseau. Ce fait rameéne, pour ex-
pliquer les mouvements mitotiques, la
théorie proposée en 1978 par Margolis et
al. (132) (fig. 16).

Pour ces auteurs, les microtubules sont
en état dynamique, s’assemblant a une ex-
trémité et se désassemblant a [autre: la
premiére serait dans la zone équatoriale, la
seconde aux poles. Les kinétochores, situés
a la métaphase prés de I’équateur, forme-
raient des MT orientés vers les poles.
Ceux-ci seraient uniquement des zones de



désassemblage -hypothése en contradic-
tion avec les observations, mentionnées
plus haut, I’assemblage des MT au niveau
des structures péricentriolaires ou des pla-
ques polaires. A la métaphase, selon Mar-
golis et al. (132), I'équilibre de la plaque
équatoriale est acquis par suite des interre-
lations entre les K-MT et les MT polaires.
A lanaphase, les plus longs MT polaires
glisseraient les uns par rapport aux autres
pour former le corps télophasique, cepen-
dant que les MT seraient désassemblés aux
pdles. Cette conception est donc en accord
avec ce que I’on sait aujourd’hui de la po-
larité des MT; elle explique sans doute fort
bien la formation de la plaque équatoriale,
mais rend mal compte des mouvements
des chromosomes vers les pdles, a moins
de penser que le renouvellement constant
des MT par “treadmilling” soit la cause
des mouvements.

En conclusion, le déterminisme des
mouvements mitotiques demeure mal
compris. Le role du Ca? et de la calmodu-
line, celui des MTOC (polaires ou kinéto-
choriaux), la signification du “‘treadmi-
lling”, I'intervention possible de protéines
du type de l'actine, les interrelations de
MT de polarité opposée, sont autant de
facteurs dont toute théorie cohérente doit
tenir compte. On souhaiterait qu’une telle
théorie s’applique aussi bien aux divisions
des cellules les plus simples, ou on ne voit
guére plus qu’un faisceau central de MT
en voie d’allongement qu’aux mitoses les
plus complexes avec centrioles, corps péri-
centriolaires, kinétochores, réservoirs de
calcium, etc...

6. Résumeé

L’auteur rappelle les principales pro-
priétés des microtubules (MT) et de leurs
protéines constitutives —tubulines et pro-
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téines associées (MAPs). Il analyse les pro-
blémes posés par 1’assemblage in vivo et in
vitro des MT, le role de MAPI et MAP2
ainsi que du facteur fau, la signification de
la tyrosilation de la tubuline a, les rela-
tions entre guanine nucléotides et assem-
blage. L’'importance du calcium et de la
calmoduline sont soulignés. Le role des
centres organisateurs (MTOC) et la polari-
té des MT sont discutés.

Le mode d’action des poisons des MT,
en particulier la colchicine, est discuté a la
lumiére du probléme de I’assemblage des
MT. La sensibilité particuliere des lymp-
hocytes leucémiques humains a la colchi-
cine est notée. Contrairement aux données
classiques, plusieurs travaux récents indi-
quent que la colchicine, en désassemblant
les MT, pourrait stimuler la synthese de
DNA et la mitose. Les modifications de
microfilaments intermédiaires (IMF) apres
colchicine sont une observation important
pour comprendre le mode d’action de I'al-
caloide sur diverses fonctions cellulaires.
Parmi les autres nombreux poisons des
MT, les dérivés du benzimidazole sont
particuliérement intéressants par suite de
la réversibilité rapide de leur action. Les
effets des poisons chimiques sont compareés
a ceux du froid. L’action du taxol, qui sta-
bilise les MT, permet leur assemblage a
basse température et augmente le nombre
de MT dans les cellules, est une découver-
te récente d’un grand intérét.

Les modifications des MT entrainent des
changements du cytosquelette cellulaire, et
tout particulierement des IMF formés de
vimentine. Le role cytosquelettique des
MT dans les érythrocytes, les plaquettes
sanguines, les spermatozoides, les cellules
végétales et les Protozoaires est souligné.

Les MT sont en relation avec divers
mouvements cellulaires: déplacements des
granules pigmentés dans les mélanophores,
mouvements des grains de sécrétion, flux
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neuroplasmique. Dans tous ces exemples,
les MT apparaissent jouer le role de gui-
des, ’'agent moteur étant le plus souvent
inconnu. Les mouvements observés dans
les axopodes des Héliozoaires et Foramini-
feres ainsi que le déterminisme des mouve-
ments ciliaires (ces derniers liés a Pactivité
de la dynéine) sont rapidement passés en
revue.
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