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Les filaments du cytosquelette sont des
polymeres de proteines

Actine et tubuline

Polymerisation et dépolymérisation
Equilibre instable

Polarité des filaments (extrémité + et -)
Monomeres mobiles par diffusion
Polymeres souvent attachés

Régulation de la vitesse de polymerisation
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G — Actine minus end
monomere

375 acides aminées (I
42 kDa (A) plus end

ATP
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Polymerisation et nucléation

O
Nucleus )
— o
€ €
G-actin
Nucleation Elongation Steady state

tapis roulant
ou
treadmilling




Les monomeres d’actine polymeérisent si
leur concentration dépasse la
concentration critique (C,)

Filament

Monomer

Mass

# Actin concentration



La croissance asymetriqgue des filaments due a la
difference de C_. des extremités

Cc > G-actin concentration > C/

Phénomene de « tapis roulant » ou « treadmilling »



Le coiffage (capping) et la C. des extremités

Capping protein (ex: tropomoduline)

(-)end (+) end

CC: C(_::OG ],LM

Capping protein @
(ex: Cap 2)



Cycle d’hydrolyse d’ATP par I’actine
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ADP

ATP pEr Y

L’hydrolyse d’'ATP
juste apres
polymérisation
reduit I'affinité de
I'actine pour les
molécules d‘actine
dans le polymere.
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La concentration critique C_ des extrémites

Constante de réaction: A ['équilibre :
+ I Kon (M s7) Kon C = Korr
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L’hydrolyse des nucléotides réduit les affinités pour les sous-unités voisines
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A l'extrémite + |la vitesse d’hydrolyse d’ATP est plus
lente que la vitesse d’addition de monomeres

Monomeres solubles liés a 'ATP | (IH)
Polyméres, mélange d’actine ATP (Ill) etdactine @)

que

l Polymérisation suivie

ADP

d’hydrolyse d’'ATP

Polymérisation lente au pole — Polymeérisation rapide au pole +
Hydrolyse rattrape Hydrolyse en retard

C(T) < C(D) 12

Figure 16-14a Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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Croissance et A atT
décroissance des o plus
extrémitées + et — en © end
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concentration de -%
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shrink Lee i g
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For C.(T)<C<C.D)

treadmilling occurs
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Figure 16-14b Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



3 formes du

cytosquelette

i i
d’actine cortical Jf@jxf <7, i

—

T i e n ™

contractile bundle

Stress fiber

Cortex

gel-like network

|

100 nm

tight parallel
bundle
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Protéines de liaison a I’actine (1)

+ N S S = 1 consolidation

EX : tropomyosine

F-actine
2 formation
Protéines de faisceaux
de liaison EX : a-actinine

3 stabilisation
d’'interaction
Ex : filamine

4 coupure Ex: gelsoline



Protéines de liaison a I’actine 2

+% ) 5 Coiﬁ;age (Capp|ng)

+ -
c c 6 glissement/contraction EXx : myosine Il

+ T - 7 transport de vesicules Ex: myosine | et V

- ~ 8 branchement Ex : complexe Arp2/3



Moteurs moléculaires

Cargo binding

ATP hydrolysis
Fiber binding

( Cytoskeletal fiber 0




Myosin filaments
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Contraction des muscles

- disk Myosin thI’Ck filament 2 disk
Actin thin filament
oye . ()

Cap Z Tropomodulin



Quelgues myosines

Type masse mol. Structure longueur activite
du pas
| 110 -150 kDa (), 10-14nm  attachement de
membranes,
vésicules

d’endocytose

1l 220 kDa %@@ >—10nm glissement de

fllaments
V 170 - 220 kDa 36 Transport
vésicules

VI 140 kDa 30 endocytose

cytoplasmique
(algue verte)

XI 170 - 260 kDa % 35 mouvement



Microtubules, polymeres de tubuline

tubuline




dimere de tubuline o et B

B L’hydrolyse de GTP

?_. :_.._.__..:l-\.{:
exchangeable GTP
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depolymérisation

échange GDP/GTP
-
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déstabilise le
polymere de
tubuline



GTP cap

GTP cap

Région
moins
stable

contenant
tubuline-
GDP

(B} croissance décroissance
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Croissance et décroissance de
3 microtubules (A, B, C) pendant 4 min

Apres micro-injection de tubuline fluorescente dans un fibroblaste




Croissance et decroissance repétitive des microtubules
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Croissance et décroissance de microtubules

Centrosome avec 2 centrioles %
&  (centre organisateur des microtubules,
vy —tubuline pour nucléation des microtubules)




Lympho-

cyte T
]
cellule signal
cible localisé

microtubules
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region
specialisé

10 pm

Réorientation du

centrosome et de
microtubules vers

une zone de
contact
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Moteurs moléculaires sur les microtubules

cargo
adapteur
moteur

PLUS
END

moteur ..
adapteur ' PYNEINS -

—- cargo

microtubule




I
Structure
globale des
transporteurs
Kinésine et
dynéine

+ extrémité -

kinésine

10 nm

dynéine
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Transport centrifuge et centripete de vésicules

@ Vésicule avec dynéine
e , Vésicule avec kinésine

= Mmicrotubule

Fram The Art of MBaC® € 1995 Garland Publizhing, Ine.




Microtubules (vert) et chromosomes (bleu)
pendant la mitose

Metaphase



Les roles des protéines associés aux
microtubules (MAP)

Attachement
aux pole - COUPUIE " Attachement
‘ de MTs polymérisation

nucléation
Attachement
aux pole +

Focalisation
sur poIe - stablllsatlon
Transport dépolymérisation
de MTs Trani/lp_lc_);t sur poly

Alfaro-Aco J Biol Chem 2015



Les MAPs pour créer des réeseaux de microtubules

Des combinaisons de MAPs dirigent
I'auto-organisation des microtubules en
réseaux fonctionnels

/ N\

cell

division‘//v
/

cell

‘y\\‘dih‘erentiation
%

¥

\

7\
"
//

Alfaro-Aco J Biol Chem 2015



Organisation centrosomale et non-
centrosomale des microtubules

A Fibroblast cell Epithelial cell Neuronal cell

Apical surface

-~

- . - =
vy g

I

w= CAMSAP

== Microtubule \+++ + + 4
Centrosome Basal surface

Akhmanova Curr Biol 2015



+TIPs — protéines qui s’accumulent
spécifiqguement a I'extrémité + des microtubules

EB1, un +TIP dans une cellule de Fibroblastes de poumon humain
rein de singe en interphase avec mCherry-tubuline (rouge) et
EB3-GFP (vert)

Akhmanova J Cell Sci 2010



Multiples roles des +TIPs dans la dynamique des
microtubules et leurs interactions

Microtubule dynamics

Polymerization Depolymerization
(XMAP215, EB1) (MCAK)
Rescue
(CLIP-170, CLASP)
—
— GO OO D
Catastrophe e :
(MCAK) '

Stabilization
(CLASP, APC, MACF)

Les +TIPs interviennent aussi dans l'interaction entre MTs et
le réticulum endoplasmique, les chromosomes, des veésicules, le cortex
cellulaire, d’autres MTs, les filaments d’actine

Akhmanova J Cell Sci 2010



Perturber la dynamique des
microfilaments et des microtubules
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Substances agissant sur les microfilaments

nom action

Cytochalasine B, D Inhibe polymérisation
Jasplakinolide Stimule nucléation
Latrunculine A, B Inhibe polymérisation
Phalloidine Stabilise polymere

Substances agissant sur les microtubules

Colchicine Inhibe polymérisation
Nocodazole Inhibe polymérisation
Paclitaxel / Taxol Stabilise polymere

Vinblastine Inhibe polymérisation



Substances agissant sur les microfilaments

nom application

Cytochalasine B, D Inhibition de mouvement cellulaire
Jasplakinolide Etudes sur le cytosquelette

Latrunculine A, B Etudes sur le cytosquelette

Phalloidine Marquage de filaments par dérivés fluorescents

Substances agissant sur les microtubules

Colchicine Caryotypage; Traitement de la goute
Nocodazole synchronisation de culture, arrét en phase M
Paclitaxel / Taxol Traitement anticancéreux

Vinblastine Traitement anticancéreux



Filaments intermédiaires

Fibres proteiques

Résistant

Durable

Diamétre « intermédiaire »

Réseau

Sans activité enzymatique connue

Sans polarité

> 70 genes chez ’lhomme

« carte d’identité « / marqueur de maladie
Seulement dans certains métazoaires



Réseau de filaments
iIntermédiaires 2

Cellules
épithéliales
(PtK2)
Anticorps anti-
kératine,




Organisation des protéines des
filaments intermeédiaires
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Construction des
filaments
Intermeédiaires
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Classification des filaments intermédiaires

Type | . kératines acides (40 — 70 kDa) cellules épithéliales
Type Il : kératines basiques (40 — 70 kDa)  cellules épithéliales

Type Il :
vimentine (54 kDa) fibroblastes, adipocytes, cellules endothéliales
desmin et synémine (53 kDa) cellules musculaires
protéine fibrillaire gliale acide (50 kDa) cellules gliales, astrocytes
Périphérine (66 kDa) cellules neuronales
Type IV :
Neurofilamines (NF-L, -M, -H, 60 — 130 kDa) cellules neuronales
syncoline cellules musculaires
Type V : lamines A, B, C (65 — 75 kDa) lamina nucléaire

?7? . phakinine et filensine lentille



Pore nucléaire

(A)

lamina nucléaire

cytoplasme
enveloppe nucléaire

Noyau

chromatine

L
100 pm
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Détachement de la
peau due a une
mutation du
kératine

Cellules basales de
I'épiderme avec
fllaments de
; kératines

LA AN A defectueuses
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AT Jp— filamant nebwork

R {Cl

Fram The Art of MBoC? €1995 Garland Publizhing, Inc.



Interactions entre filaments intermeédiaires
(IF), microtubules (MT) et filaments d’actine
(MF)

Q 'F
C MAPs competing with
Kinésine m mator-binding sites on MT 3( dyneme
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Chang Nat Rev Mol Cell Biol 2004



Interactions entre filaments intermédiaires (bleu)
et microtubules (rouge) liés par plectine (vert)

0.5 pm

Anticorps anti-plectine marqués avec particules d’or (jaune)
Les filaments d’actine ont été éliminé dans cet échantillon

48
Figure 16-46 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Septines,
la quatrieme composante du cytosquelette?

Hexamer

13 genes chez 'lhomme
polymérisation en filaments ou

Octamer  yonc NC/NC NC/NC anneaux

NTE GBD SUE
Inte_ractlo_n avec : Actin-binding
actine, microtubules, |
membranes
d 1| m_L[ 1,
GTPase MT-binding AH1 PB1 AH2 PB2 coiled coil

Benoit et al. Front Cell Dev Biol 2023 49



Septines,
Interaction avec membranes, roles divers

Cell exterior // Positive curvature Barrieres de diffusion
¢ | et points d’attache
Ainterior B =
Negative curvature Barrier '« . Scaf‘folding

Benoit et al. Front Cell Dev Biol 2023 50



Septines peuvent separer des domaines

membranaires
Exemples :
épines dendritiques et cils primaires
Spine Primary cilium
maturation entry and exit
PSD95
TAOK2- |
mediated ,‘ p-SEPT7
phosphorylation ,/
/
/
&N
SEPT7 4 X
' e

| 7 :
\‘\,4 ® Proteins

Selective entry

Benoit et al. Front Cell Dev Biol 2023



Les procaryotes possedent des protéeines qui forment
des filaments similaire au filaments d’actine

ParM plasmid origin of ParM ParR

monomers replication filaments proteins -

Figure 16-27a Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Résumé
Cytosquelette

« 3 types de filaments protéiques
filaments d’actine (FA), microtubules (MT), flaments intermédiaires (FI)

- FA/ MT asymeétrique, polymérisation et dépolymeérisation rapide,
hydrolyse d’'ATP/GTP

- Concentration critique et tapis roulant

- Protéines de coiffage, consolidation, coupure, formation de faisceaux,
glissement, réticulation, transport...

- De nombreuses substances perturbent le cytosquelette

- 5 types de filaments intermédiaires
- Fibres solides symétriques



Questions pour aller plus loin

Quelle est la taille d’'une cellule eucaryote, d’'une bactérie,
d’un virus, d’'une protéine respectivement?

Quelles sont les limites de résolution de la microscopie
photonique et de la microscopie électronique?

Comparez I'organisation et les fonctions des microtubules
d’une cellule en interphase avec une cellule en mitose.

Comment peut-on expliquer 'accumulation spécifique des
+TIPs a I'extrémité + des microtubules?



