Partie 2 : La dynamique de polymérisation des filaments :
1.  Les MA et MT montrent la même cinétique d’assemblage : (p.3-4)
Le système est flexible et dynamique grâce à un premier niveau de polymérisation, dépolymérisation.

In vitro, on a montré que les sous-unités des filaments peuvent s’assembler sans facteurs (auto-assemblage) : elles n’ont pas besoin d’énergie pour assembler les filaments, il suffit d’être dans un tampon avec du sel, du magnésium (pour les nucléotides) et une température > 30°C (pour une polymérisation) et < 4°C (pour une dépolymérisation).

La cinétique de l’assemblage est composée de trois phases :

· la phase latente (correspond au temps de nucléation)

· la phase d’élongation (ajout des monomères aux extrémités du filament)

· la phase d’équilibre (plus assez de monomère pour continuer l’élongation = concentration critique)
La concentration critique est une concentration (en monomère) seuil en dessous de laquelle il n’y a pas de polymérisation.

Pour les MA, la concentration critique est en général < à la concentration en monomère, alors que pour les MT, elle est généralement supérieure à la concentration en dimère de tubuline.
2.  Notions d’élongation et de polymérisation :  (p.5)

On a donc : 

Nucléation : lent

Elongation : rapide

Il existe deux significations de polymérisation : 

· l’allongement d’un filament existant (Elongation)

· la formation d’un filament (Polymérisation de novo)

3.  Les extrémités (+) et (-) : (p.6)

Les deux extrémités des filaments peuvent s’allonger mais ont des vitesses différentes (conséquence de la polarisation) : l’extrémité (+) est la plus rapide, et la (–) la moins rapide.
A l’équilibre, il y a constamment polymérisation/dépolymérisation.
On ajoute des têtes de myosine (protéine) qui se fixe sur les MA (on décore les MA), ainsi que des monomère d’actine pour élonger.

On peut alors distinguer les deux extrémités en fonction de la position des têtes de myosine : 
( Pour les MA :
Extrémité (+) : barbé

Extrémité (-) : coté poche
( Pour les MT :
Extrémité (+) : β tubuline
Extrémité (-) : α tubuline

4.  Hydrolyse du nucléotide après incorporation dans le MA : (p.7-8)

Une fois introduit dans le filament, le nucléotide est hydrolysé. (ATP – ADP).
Conséquence :
Si la vitesse d’hydrolyse (qui est à peu près constante) est inférieure à celle de l’allongement, il reste des nucléotides sous forme ATP. Cela dépend des conditions dans lesquelles on se trouve.

5.  Treadmilling et instabilité dynamique : (p.9-11)
( Pour les MA :
A l’extrémité (-), l’allongement est moins rapide que l’hydrolyse on a donc des ADP et à l’extrémité (+), l’allongement est plus rapide que l’hydrolyse, on a donc des ATP.

De plus, si l’extrémité est ADP, l’élongation est moins rapide : c’est le phénomène du tapis roulant.
L’extrémité (+) se polymérise mais la (–) se désassemble, donc le MA se déplace.
( Pour les MT :
Contrairement aux MA qui se polymérise/dépolymérise successivement, les MT ont des périodes d’allongement et des périodes de rétrécissement : c’est l’instabilité dynamique.
Si l’extrémité du MT est sous forme GTP, elle est droite et rectiligne et on parle de coiffe GTP ; alors que si elle est GDP, elle est incurvée.

La stabilité du MT dépend de la coiffe GTP, si elle est présente, il y a élongation, sinon c’est la catastrophe (grande dépolymérisation).
Dans un MT, tous les dimères ne sont pas hydrolysé, il existe des remnants qui sont GTP et qui permettent d’arrêter la catastrophe et font le sauvetage.

Pour conclure, l’hydrolyse permet l’instabilité dynamique.
On peut également allonger des filaments avec des monomères di-phosphates mais c’est peu courant et difficile à polymériser. 

6.  La nucléation : (p.12-36)

Hypothèse : il existe des activités qui favorisent la formation des filaments. 

Ces activités sont des nucléateurs : des complexes qui accélèrent la formation.
6.1. La formation des noyaux est une étape limitante : (p.12)

L’ajout de noyau accélère la cinétique d’assemblage. 

p.15 : permet de faire des expériences : on insère un nucléateur potentiel, et on regarde si la phase latente existe ou non, cela permet de trancher sur la nature de la molécule introduite.

6.2. Le complexe Arp2/3 et les MA : (p.13-22)

Arp2/3 est présent chez tous les eucaryotes, il permet la nucléation mais doit être activé par VCA pour le faire.
A l’état inactif, les deux sous-unités Arp2 et Arp3 sont éloignées.
Lorsque que VCA est présent, elles changent de conformation et sont rapprochées : les deux sous-unités qui sont rapprochées ressemble à un noyau à deux unités d’actine.

Il existe toute une famille d’activateur d’Arp2/3 : les NPF.

Les NPFs ont plusieurs domaines de fixation : un pour Arp2/3 et un pour un monomère d’actine.

NPF permet donc d’amener un monomère d’actine et de rapprocher les deux sous-unités Arp2 et Arp3, le tout formant un trimère spécial, ressemblant à un noyau d’actine.
Néanmoins, Arp2/3 doit être fixé sur un MA pré-existant (filament mère – filament fils). Arp2/3 est fixé sur l’extrémité (–) du filament fils, et on émet deux hypothèses sur sa localisation sur le filament mère :

· il se fixe au milieu et élonge à la perpendiculaire (modèle dendrite)

· Il se fixe à l’extrémité (+) pour former deux Filaments fils (modèle extrémité + branché)

De plus, Arp2/3 se fixe sur la partie ATP. Une fois que cette partie sera hydrolysé, le complexe se décrochera du MA mère.

p.20 : photo

Le problème étant que Arp2/3 ne forme que des réseaux branchés et non des faisceaux, alors pourquoi avait-t-on des faisceaux dans les cellules alors que Arp2/3 était le seul nucléateur connu ?

6.3. Les formines et MA : (p.23-27)

p.24 : permet de trouver les sous-unités indispensables (FH2 et FH1).

Les formines (présents chez tous les eucaryotes) suppriment les phases de latence : elles stabilisent les noyaux et favorisent donc les étapes.

p.27 : contrôle : câble d’actine. Surexpression : on voit les faisceaux.

Les formines créent des réseaux parallèles.

6.4. les spires et MA : (p.28)

6.5. petit récap’ des MA: (p.29)

La machinerie de nucléation utilisée forme tel ou tel sort de réseaux : 

Arp2/3 forme des réseaux de MA courts et branchés

Les formines forment des réseaux de MA longs, parallèles ou antiparallèles.

6.6. Les centres organisateurs des MT : (MTOC) (p.30-36)

Le centrosome est le MTOC majeur des cellules animales. Cela forme un réseau radiaire où l’extrémité (–) est piégée par le centrosome.

Il est composé de pair de centrioles (Partie 1.) entouré d’une matrice : le matériel péricentriolaire, composé de nombreuses protéines.

Des dimères de γ-tubuline couplés à deux autres protéines formant un petit complexe : γ-TUSC s’assemblent pour former un anneau de tubuline (γ-TURC, ressemblant à une extrémité de MT) sont très important pour former les MT. Les γ-TURC seraient des « débuts » pour former les MT qui se trouvent dans la matrice.

Chez les champignons, il n’y a pas de centrosome mais un pôle de fuseau.

Chez les plantes, on a des MT corticaux : des MT associés au noyau. Il existe des complexes en anneau de γ-tubuline mais pas forcément regroupé.

Dans les cellules animales, il existe des γ-TURC ailleurs que dans le centrosome, au niveau des organites (Golgi, RE…) et même associé aux chromosomes.

7. Des protéines qui modulent la dynamique de la polymérisation : (p.37-42)
Ce sont des protéines qui modifient la dynamique intrinsèque des filaments : différentes protéines, différents modes de fixation, différents mécaniques.

7.1. protéines se fixant sur les monomères d’actine (G-actine) : (p.37)

· la thymosine β4 : ratio 1 : 1
Il favorise la dépolymérisation, ce qui diminue la concentration de G-actine capables de polymériser (qui peut donc passer en dessous de la concentration critique) ou diminue la vitesse de polymérisation.
Son mécanisme d’action n’est pas connu.

· la prolifine : ratio 1 : 1

Elle semble promouvoir la polymérisation.

7.2. Protéines se fixant sur les dimères de tubuline : (p.38)

La stathmine fixe les dimères de tubuline dans une conformation défavorable à l’assemblage, elle séquestre le dimère.

Cela favorise la dépolymérisation : diminue la vitesse et favorise la catastrophe.

7.3. Protéines qui agissent sur les MA : (p.39)

· la Cofiline/ADF

Elle coupe les filaments : augmente le nombre d’extrémité (+) et (-). Cela provoque une dépolymérisation ou polymérisation suivant les conditions.

· la Gelsoline

Elle coupe les filaments et cap l’extrémité (+) : effet de dépolymérisation.

7.4. Protéines qui agissent sur les MT : (p.40)

Les MAPs se fixent sur les MT. Elles ont un effet stabilisant et diminue la fréquence de catastrophe. Certaines MAPs ont plusieurs effets : elles organisent les MT et les stabilisent (ex : MAP2, tau).

Les faisceaux des axones sont stables grâce à tau.
7.5. Protéines qui agissent sur les extrémités des MA : (p.41)

Ce sont des protéines de coiffe.

CapZ : (se fixe à l’extrémité (+)) et la tropomoduline (se fixe à l’extrémité (-)) qui empêchent l’élongation et stabilisent les filaments. 
7.6. Protéines qui agissent sur les extrémités des MT : (p.42-44)

Elles n’ont pas un rôle de coiffe.

Les +TIPs qui favorisent l’allongement et capture le MT pour le fixer autre part.

8. Les modifications post-traductionnelles de la tubuline : (p.45-49)
Les MT composés de tubuline modifiées post-traductionnellement sont plus stables que les autres.
Deux hypothèses :

· Les modifications modifient des trucs intrinsèque des tubulines et les rend plus stables.

· Les modifications modulent l’interaction avec des facteurs stabilisants.
Les deux hypothèses sont vérifiées.

9. Les drogues agissant sur le cytosquelette : (p.46-49)
MA :

· cytochalasines (champignons) se fixent sur l’extrémité (+) et empêchent la polymérisation.

· Phalloïdines (champignons) se fixent tout le long du filament et le stabilisent.
· Latrunculines (éponges) se lie à la G-actine et empêche la polymérisation.
MT :
· Taxanes comme le Taxol : fixent les microtubules et les stabilisent.

· Colchicines, Colcémides : fixent les tubulines et empêchent la polymérisation.
· Vinblastine, Vincristine : même fonction.
· Nocodazole : même fonction.
Ces substances sont toxiques pour les cellules mais constituent des moyens d’études ou de traitements pour :

· évaluer la dépendance d’une fonction cellulaire à la polymérisation des MA ou MT.

· Localiser les filaments : la phalloïdine.

· tuer les cellules qui se divisent (le taxol, utilisé en chimiothérapie.)
p 49 : montre comment les drogues agissent sur les dimères de tubuline pour les maintenir dans une conformation qui ne permet pas la polymérisation, ce qui entraine la dépolymérisation en favorisant les catastrophes. Le taxol interagit avec le dimère déjà formé de tubuline et le rend plus stable.
10. Régulation de la dynamique du cytosquelette par les voies de signalisation : (p.50-57)

Pour modifier la forme de la cellule, on a deux solutions :

· On modifie les filaments déjà existants.

· On détruit tout et on reconstruit tout.

Transduction du signal : intégration d’un signal extracellulaire dans une cellule.

Il existe une famille de protéines « interrupteurs » impliquées dans la transduction du signal : les Rho-GTPases, appelées petites protéines G. Elles sont capables de se fixer au GTP et GDP. Elles sont actives couplées à du GTP, inactives avec le GDP.
Liées avec le GTP, elles interagissent avec des récepteurs et provoquent une cascade de réaction.

Les RAS, composés de Rho, Rac, Cdc42 sont des petites protéines G qui régulent la dynamique.
Tous les récepteurs impliqués dans la signalisation sont capable d’agir sur les RAS pour modifier les réseaux du cytosquelette.

Exemple de la migration cellulaire, un phénomène important car beaucoup de cellules migrent au cours du développement, pour cicatriser, dans le cancer, etc…
Il existe des modèles cellulaires pour étudier la migration : le modèle fibroblaste en 2D.
· la cellule doit se polariser dans le sens de migration : elle migre vers la source du signal et s’oriente parallèlement au signal. Cela provoque un changement de forme.

· Le centrosome se place entre le noyau et le front de migration (soit on tire le centrosome (*), soit on pousse le noyau). Conséquence de la migration du MTOC : relocalisation des organites et surtout du Golgi.
(*) : On se sert des MT : les Cdc42 sont présents sur le futur front de migration et elles agissent sur EBI (+TIPS) pour déplacer le MTOC.
