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I 'aimmain que ihiomieutr l e  Prro,$&Abeut D U R C H U N ,  q r i  m'a SaLt 1' honnei1.4 

de pttéaidix ce juhy,.ttrouve dam c u  q u d q u e ~  &gnu . L ' e x p h u a i o ~  de ma 

pttodonde admLtation. 

Vase eruGgnement, Monnieutr Ce P t 0  .juseutr,rn' a Xoujaunn puaiunné CLZ 

i m p h u ~ i o n n é . 7 l  m'en u X  t u t é  un vi6 d e b h  d 'ohievt ta  m a  h e c h a c h u  v m  

l' &tude de C' évoLua%on d u  u p è c u  & de l a  d ib~éhen t im2on  de l a  c a d e .  

Lu neuha ~ ~ a m e &  m' o n t  donné l '  accaciion de cammenceir c u  t rechachu  , que 

je bouhaitmdin app f iquu  e~/~u.icte 5 l léXude de 1 '9vol~~CLan et de l a  

diadEtentiaticn du c g X o a q u e l ~ e  de Ca ceUuRe netveune. 

Je  lie^ à t e m u c i a  XauA pattLcLLei2hement ~Ilor&euh 

l e  Pttol~usel~/t BISERTE q u i  m'a conJié ce thème de ttcchmche Ztès i n t é tu /~an; t .  

CLZ a dLzLcj9 ce &zavaX.C'uX gtrâce à voun que j laL  pu ;Dr~uveh UJT pab;te 

d f h a h & n t  d a ~ ~  l e  dépcuLtemed de BiocLmie du Pkad~ndeutL PAUL BOULANGEZ,  

e,t d e p d s  7 9 6 9 ,  vaun m'avez Xuujoum co~ne,iLté dam won RrLavaiZ de techehche 

( c l  u X  / J U U  voZr.e dhec;tian que j' ai abXenu ria Rhècse de $tahiPrne cycle 

& mon D .  E .  R. B .  H a u h  lu mqogCobina) . 
Je voun t ~ w i a c i e  également de rn' avoir. ~ U 2  condiance lotrsque j ' ai v a d u  

o t u e n t a  mon &tava& v m  lfEXude d u  &d.ame& de 70 nanomD&tu. 

C2 Xhavail de Xhè,se a éRé p a n ~ i o n n a n t , G , a ' Z  a débouché suri des . t & ~ ~ ~ ~  

poa&da, celà V O U A  u X  dû enti2hernent. 

que c e t t e  thèae b o i t  l e  Xémoignage de ma po;jonde ;~econndin~ance CLZ de 

mon ainchhe cctlachement. 

C 'uX  avec gmLLtude que je t e ~ n e t c i e  Monnieut l e  Ducteu/r. PANTALON1 

q u i  a accepta de jugeh c-e Xhèae. 

Vo&e xâLe a &;té capi tal  dam L ' é v o 1 ~ o n  trapide d u  t rechachu  duti L u  

michutubdu en FRAiUCE. En cihigeant l a  R. C .  P "SfiuctutLe G Fanctian d u  

micnuXubLLe~,~'', vuun avez éXa t!' iw5ga. teu / t  de nambheun u caopéhdticjm 

/J c i em2S iquu  evLtn_e c ü a  ,$éhe& laboaato&tu dhançdin. No&e ca.eSabutrdon 

avec vu f ie  éqaipe, avec e&e de Mur~ieuh l e  PhuSe~~euh  S C H Z E V E L  eX avec 

Le DocReuil LUiG7  D i  G7AMBERARV7NO en &JX l a  r n a e u h s  pheuve. 

D ' a m e  p a h i ,  voun avez bu é l e v a  va&w éqLLi,pe de h e c h u c h u  au plu haht 

niveau niandcd en quelqua annéu , ct j ' avoue ZLte &PA admLraA2.4 pouil ce 

que vaun avez BU2. 



De plun, vu&e Laba/ra;tohe eh2 devenu un fieu de henconthe aù pa(s6ei.d lu 
meLiYsut4 ,5pécialAXeis mandiaux. 

L'avaatage qxe nol~is en &&ovin &&Es ghand pl~hque no3~e  p&e 

équipe de phovince n 'a  p a  b a u i n  de L t a v v h u  l 'GWavt t ique  powr cunr.&,'te 

l e i s  d a J G m  d&veLoppcmevi/tj de .ta techache  ~andLa2e. 

Qu'il  me a u 2  égdemeat p e m h  dle.xphuneh à  momie^^ l e  Phoduselch 

SCHREVEL ma &ès ainc?.&e heconndinaance p a u n  avait  acccpfé de juge& 

c&e fhèa e. 

V U M  &tu un éminent apéciaUXe du cy2osqueLuXs d u  uJGc&lLeGWLu , 
aiui que d u  ayhXèma micfio;tubuR~~Ltu deis &b ct defa 6LagdYa.  

A ce LiAte, je AU& Czewreux de voun a v o h  patrni la membrcu du jxtq. 

Je vos kemacie également p a u h  l b 5  saviceis q~ie vow m'avez trendw. 

Vo&e coUabom&ion a &;té d é c h i v e  p a w i  La mine en évidence de l a  contmLnatior? 

membhanahe dam la ptrépc~~aLiolz5 de 4 2 a m e r 1  de I O  m. VOLLA m'avez petmin 

d'avanceit tapidement dam ce domaine de hechache où l a  conc~ntence 

améhicGcine ne noa  ménage p u .  

Vo&e .ttèa cjtande cumpEtence , tc.~d vuf ie  jugement .impo&tad et vas c o m U 3  

pahticuRiQtemeat phécieux. 

Je t~emuc ie  &tèa vivement Mo~nieuh l e  Phoduaeuh ANVERTON dc m'avoh 

a c c u w  aunsi gentiment d a ~ n  son Laboi~atuLte. 

A un moment où mon Xhbe de fiechache é.t& d/reiné patr dea ~ é s W 5  

é tu~ané~~ a k t  l a  compocsiaXun en pfioXCinu de5  neutrodiLame~a pubfiés davu5 

l a  LiLt&cLtu/re, je temmcie t a  pkovidence q u i  a havo&é n o h e  tencoil/ttts. 

CuXe c o U a b o t ~ d o n  m' a é f é  &Cs ptro~A;table. Je ne parnain jcuîiain vaun 

kemucie t  u a e z  powr LOUA ce que vuun avez ~& pou4 moi .  

' Je a L 5  heutreux e/t Sis d ' a v o h  dam mon jwrq de fièae, en vo&e pmonne , 
un dea meAYeuu apeci&z&a d a  nema &LLmed  o d  d u  l;~LLcunerz;tn iv?.t~/tméhia~hen. 

Je s d  hecunn&;,5nnt à Mon&Lebt 1s  P t o ~ e ~ a e . ~  DELOUIWE q u i ,  Q M  ha 

q u a E  de s p E c i a 2 e  de Neutruphysiologie, a bien voulu juget c&e Xhëae. 

J ' a pEhe que C&Q fhes e cs m a  1 ' mokce d '  une co .Uabotr~un é.ttoiAe sntlre 

no6 deux labotatoheis . 

Je LLekzn é g d ~ v e n t  à t m u c i ~  Munhiem l e  P k o d e ~ ~ e ~ i ~  DAUTREVACIX,chez qLU 

j ' L  commencé de h a v &  de XhQ,je QX M a n h i u  l e  P t o ~ ~ a s w r  ROUSSEL,DLtec;teuitut 



de 1' UniXé INSERM no 76,quh m'a dvnize lu muyens Oinanciem Q/t 

2echniqua pou& &éalA&lr ce -ttLavaiX. 

L '  é 2 d e  am lea  rzeu/lru~~amentJ de PuuReA a Z X L  menee en cuUabo4cLLün 

avec l e  Ductein L U l G T  O1 GlAMBERARDlNO eR l e  Doctein FTLLTATREAU; 

qu'& &cuvent ici l e  Lémaignnse, de %on amiAié. 

Je fies X u u L  pam5c~fiZnmeMA ù tremercim FUANCOISE BOUTTEAU,2echnicisnne 

adaecXée ù mun !,abufiatahe,powr l ' a i d e  pfiécieb3e qu'se m'a appatLtée 

d a ~ n  l a  tiéc&ha&an de ce ;t.lrava,Z. 
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Les microtubules sont généralement préparés selon la 

méthode décrite par SHELANSKI et a1(1973),qui consiste 

à faire des cycles répétitifs de polymérisation et de 

dépolymérisation de microtubules in vitro et à éliminer, 

au cours de ces cycles,le matériel qui ne participe pas 

à la formation des microtubules. 

Nous avons entrepris une étude des protéines acessoires 

isolées dans les préparations de microtubules et obtenu 

les résultats suivants: 

A) Mise en évidence de l'isolement de filaments de ............................................... 
10 nanomètres(l0 nm) au cours des cycles de pgg~$g$mig; ................................... -------- 
des microtubules. ---------------- 

Nous avons montré que le matériel sédimentable 

éliminé au cours des deux premiers cycles de préparation 

des microtubules est constitué essentiellement de 

filaments d'un diamètre constant de 10 nm. 

La fraction contenant ces filaments est constituée d'une 

protéine majeure possédant le même comportement électro- 

-phorétique que la tubulineret de trois protéines de 

poids moléculaire 210,160 et 70 K (K=kilodalton) . 
Le GTP n'intervient pas sur la quantité de filaments 

obtenue et il est possible de purifier la préparation 

de filaments de 10 nm en les traitant avec un tampon 

de force ionique élevée (DELACOURTE et al. ,19 77-a) . 

B) Comparaison des filaments de 10 nm avec les neurofilamentç --- ...................................................... 

En collaboration avec 1 ' équipe du Professeur ANDERTON 
du Chelsea College à LONDRES,nous avons montré: 

-que la protéine majeure de la préparation d? filaments 

de 10 nm est bien la tubuline. 

-que les trois protéines 210,160 et 70 K possèdent le même 



comportement électrophorétique que les trois protéines 

aui constituent les neurof ilaments . 
Une comparaison de ces protéines par la technique 

très fine des &es ~ p t i d i p s  sur gel d' acrylamide en 

milieu dénaturant a montré qu'il s'agissait des mêmes 

protéines(THORPE,DELACOURTEIAYERSIE3ULLOCK et ANDERTON, 

1979-a). 

C )  Origine de la tubuline dans les  réparations de --- i-------i---------i-------- ----------- 
filaments de 10 nm. ------------------ 

Il restait à résoudre le problème de la présence 

de la tubuline dans les préparations de filaments de 10 nm. 

Cette présence peut s'expliquer par une interaction 

in vivo et in vitro entre les microtubules et les 

neurofilaments ou par le fait que la tubuline constitue 

une partie intégrante des filaments de 10 nm(DELAC0URTE 

et al., 1979). 

Nous avons observé que les préparations de filaments 

de 10 nm contenaient beaucoup de matériel d'origine 

membranaire.La mise au point d'une préparation de filaments 

sans aucune contamination membranaire a permis d'observer 

la disparition simultanée de la tubuline. 

D'autre part,FEIT et SHAY(1980)ont montré que la tubuline 

pouvait interagir très fortement avec les membranes 

in vitro.Nous pensons donc que la présence de la tubuline 

dans les préparations n'est pas en rapport avec des 

interactions microtubules-neurofilanents mais plutôt 

liée à la contamination membranaire(DELAC0URTE et al., 

1980,a-b) . 

D) Mise au point d'une méthode de préparation de neurofilaments -------- ...................... -- 

Cette méthode est fondée sur le fait que le protocole 

de purification des microtubules permet également d'isoler 

une fraction riche en neurofilaments. 

Lorsque ce protocole est appliqué sur un substrat très 

riche en neurofilaments conune la moelle de boeuf,nous 



observons une amélioration très nette des rendements 

obtenus. 

A partir de 100 9 de moelle de boeuf,nous obtenons 

100 mg d'un matériel qui n'est pas contaminé par du 

matériel membranaire et qui contient 65% de protéines 

de neurofilaments (10% pour les préparations décrites 

dans la littérature).De plus,notrr préparation ne 

contient que 9 % du composant 50 K qui est d'origine 

gliale et qui représente de 30 à 40% pour les préparations 

décrites. 

L'aspect de ces filaments est identique à celui des 

neurofilaments décrits dans la littérature (DELACOÜRTE 

et al., 1980-b) . 

F) Séparation -- des protéines de neurofilaments par -- 
gel-filtration et reconstitution in vitro ................................ 

Les neurofilaments isolés selon la méthode décrite 

précédemment ont été dissociés dans un tanpon chlorhydrate 

de guanidine 5 M et les sous-unités protéiques ont été 

séparées par gel-filtration en utilisant le même tampon 

dénaturant. 

Nous avons obtenu trois fractions distinctes contenant: 

A) les protéines 210 K et 160 K 

B )  les protéines 160 K et 70 K 

C) la protéine 70 K contenant la protéine 160 K à l'état 

de traces. 

Nous avons également isolé une quatrième fraction D qui 

est en réalité un mélange des fractions A ,B et t. 

Après dialyse des différentes fractions contre du 

tampon Mes(*) ,nous avons observé une reconstitution de 

filaments de 10 nm avec les fractions B et D,et de 

filaments de 6 nm pour la fraction A,et de filaments 

courts et larges(20 nm) et mal définis avec la fractior, C. 

(k) voir la liste des abréviations. 



Cette méthodologie sercble donc convenir parfaitement 

pour une approche plus détaillée de l'étude des 

mécanismes de polymérisation des neurofilaments. 

F) Mise au 2oint d'une méthode d'extraction des prctéines -------- .................................... -------- 
de neurofilaments. ----------------- 

Cette méthode est fondée sur le principe selon lequel 

les neurofilmmts nesont pas solubilisés dans des tampons 

de force ionique élevée et qu'ils peuvent être dissociés 

et solubilisés spécifiquement dans des tampons dénaturants 

(urée 8 M ou chlorhydrate de guanidine 5 M). 

Elle permet d'isoler rapidement les protéines de 

neurofilaments pour leur étude chimique ou pour la 

fabrication d'anticorps spécifiques(THORPE,DELACOURTE 

et ANDERTON, 1979-b) . 

G )  Détermination de la composition en grotéines ....................... ----------- -------- 
des neurofilaments d'oiseaux. ............................ 

Avec la technique décrite pré~édemment~nous avons 

pu déterminer la composition en protéines des neuro- 

-filaments d'Oiseaux(Pou1et et Dindon) et montrer que 

ceux-ci étaient constitués essentiellement de trois 

protéines de poids moléculaires 205,156 et 69 K 

(FILLIATREAU,DELACOURTE,DI GIAMBERARDIN0,BOUTTEAü et 

BISERTE,soumis pour publication,et communication,l980). 

Seuls les neurofilaments de Mammifères (210 ,160 

et 70 K) et d'Invertébrés(Myxicola:deux protéines 160 

et 152 K;et le Ca1mar:deux protéines 200 et 65 K )  

avaient été étudiés. 

Nous avons ainsi pu montrer que les neurofilaments 

d'oiseaux étaient très proches des neurofilaments de 

Mammifères. 



H) Isolement et études des microfibrilles formées à ................................................ 
partir des  rotéi in es ............................ microtubulaires du ~remier ------ 
cycle de purification. - ------- ------------ 

Nous avons modifié la méthode de préparation des 

microtubules pour éliminer plus facilement les 

contaminants ,notamment les filaments de 10 nm. 

Les microtubules obtenus a la première étape de 
préparation sont dépolymérisés dans un tampon de force 

ionique élevée contenant du NaCl 1 M. 

Aprés la dépolymérisation totale des polymères de tlhuline, 

les contaminants sont éliminés par centrifugation à haute 

vitesse(l40 000 g pendant 1 heure à 4'C). 

Le chlorure de sodium se trouvant dans le surnageant 

est éliminé par dialyse pour permettre une nouvelle 

étape de préparation de microtubules.Nous avons alors 

observé que la solution protéique devenait visqueuse 

et qu'il se formait un vaste réseau microfibrillaire 

(DELACOURTE et a1.,1977-b,1978;BELINIDELACOURTE et 

HILDEBRAND, 1978) . 
Les premiers résultats indiquent que les microfibrilies 

isolées par centrifugation sont constituées de protéines 

microtubulaires,de protéines de neurofilaments,dlactine 

et de matériel memnbranaire. 

Le problème qui se pose avec les microfibrilles est 

identique à celui qui a été posé pour les filaments de 

10 nrn.Les microfibrilles sont elles dues à des interactions 

protéiques artéfactuelles ou sont elles en relation avec 

une activité physiologique de la cellule nerveuse? 

1) Conclusion ---------- 

Nous pensons que deux problèmes importants ont été 

résolus.Le premier était de savoir si les filaments de 

10 nm isolés au cours des préparations de nicrot3&ules 

correspondaient à une interaction in vitro et in vivo 

e~tre les neurofilaments et les microtubules. 



Ce problème soulevé par plusieurs équipes notamment celle 

de LAZARIDES (WANG et LAZARIDES ,1980) est maintenant 

résolu puisque nous avons montré que la tubuline isolée 

avec les filaments de 10 nm provenait d'une contamination 

membranaire. 

Le deuxième problème consistait à mettre au point une 

méthode de préparation de neurofilaments qui allie à 

la fois la qualité et la quantité de filaments obtenus. 

La méthode que nous proposons donne d'excellents résultats. 

Elle devrait faciliter les études physico-chimiques qui 

étaient limitées par les impuretés des préparations. 

Pour notre part,nous avons commencé l'étude des 

neurof ilaments avec des approches différentes (étude des 

mécanismes de polymérisation,étude phylogéniquetétude 

des interactions entre les neurofilaments et les autres 

éléments du cytosquelette et de l'axoplasme. 

L'étude des filaments intermédiairesret notamment des 

neurofilarnents,est une voie de recherche qui vient juste 

de débuter. 

Cet axe de recherche devrait déboucher sur une meilleure 

compréhension des mécanismes du transport axoplasmique, 

et sur une meilleure connaissance de la biologie du 

neurone. 



I I  DEFI NI'TION 'DE NOTRE THEME DE RECHERCHE 

Les microtubules sont généralement préparés selon 

la méthode décrite par SHELANSKI :et a1~1973 quiconsiste à faire 

des cycles répétitifs de polymérisation et de dépolymérisation 

de microtubules in vitro et à éliminer,au cours de ces cycles, 

le matériel qui ne participe pas à la formation des microtubules. 

Nous nous sommes aperçus que le matériel sédimentable 

éliminé aprés les cycles de dépolymérisation était très abondant 

et qu'il était constitué essentiellement de filaments 

d'un diamètre constant de 10 nm. 

Ces observations posent un certain 

nombre de questions sur l'origine de ces filaments, 

sur leur composition en protéines et sur leur rôle éventuel 

au niveau de l'activité de la cellule nerveuse. 

Pour répondre à ces questions,nous avons donc été 

amenés à étudier LES INTERACTIONS ENTRE LES MICROTUBULES 

ET LES NEUROFILAMENTS (NFs) . 

Les techniques mises au point pour résoudre ces problèmes 

ont permis : ' 

-de trouver une nouvelle méthode de gréparation 

de neuro£ilaments 

- d'étudier la reconstitution des neurofilaments à 
partir des sous-unités protéiques 

-de commencer une étude .phyl.ogénique des NFs 

-de mettre en évidence la formation d'un réseau 

de microfibrilles à partir des protéines du 

neuro-cytosquelette. 



1) DESCRIPTION DES DIFFERENTS TYPES DE FILAMENTS ............................................. 
DU CYTOSQUELETTE DES CELLULES NERVEUSES. ---------- --...------------ -------------- 

Dans toutes les cellules d'Eucaryotes on peut distinguer 

plusieurs catégories de filaments qui sont classés en 

fonction de leur diamètre ou de leur composition en protéines. 

Par ordre de taille on peut distinguer: 

1) Les filaments trabéculaires(diamètre de 3 à 6 nm) . 
2) les microfilaments (6nm) 

3) les filaments intermédiaires ou filaments de 10 nm 

4) les filaments de myosine (17 nm) 

5) les microtubules (24 nm) . 
Ces filaments ont à la fois un rôle structural et moteur 

indissociables. 

Dans les neurones,ils sont répartis comme suit: 

A LES_F4LAP-~NTS-TRABEC~LALRES -------------------------__ 

Mis en évidence par WOLOSEWICK et PORTER (1979) ,ces 

filaments de 3 à 6 nm d'épaisseur forment un réseau 

qui semble maintenir tous les éléments du cytosquelette 

et du cytoplasme. 

B ) LES HLCROFILAIVIENTS _____-__-____----- 

Ils sont représentés principalement par Les fila~-ents d'actize 

et ils possèdent un diamètre moyen de 6 nm. 

Ces filaments se trouvent en grande quantité dans le tissu 

nerveux.11~ sont répartis dans tout le cytoplasme où ils 

se présentent plutôt sous üne'forme enchev&trse (BI tAY,1977)  

Ils sont particulièrement abondants au niveau des cônes de 

croissance et sous la membrane cytoplasmique(KUCZMARSK1 et 

ROSENBAUMt1979,a,b). 



(2) LES FILAMENTS DE 10 nm OU FILAMENTS INTERbIEDIAIRES .................................................. -----_-------_--___------------------------------- 

Les travaux de ces dernières années ont pu montrer 

que d.es filaments de 10 nm sont présents dans toutes les cellules 

d' Eucaryotes. 

Ces filaments possèdent en commun un aspect morphologique 

identique(fi1aments de 10 nrn de diamètre,lisses ,flexibles et 

sans ramifications) et une stabilité très qrande.11~ ne sont 

dissociés que par des tampons dénaturants conme l'urée 6 M 

ou le chlorhydrate de guanidine 5 M(ANDERT0N et a1.,1976). 

Actuellement, on distinque cinq types de fila~ents interm8cliaires 

1) Les neurofilaments spécifiques des neurones(figure 1) 

2) Les filaments gliaux des cellules gliales 

3) Les filaments de kératine ou tonofilaments des 

cellules épithéliales 

4) Les filaments de desmine qui sont abondants dans le 

muscle lisse 

5) Les filaments de vimentine des cellules mésothéliales. 

Dans le tissu nerveux on trouve principal.ement 2 types de 

filaments de 10 nm:Les neurofilaments qui sont consitués 

de 3 sous-unités protéiques de 210 K ,160 It et 70 K 

(SHELANSXI et LIEM,1979) et les filaments gliaux constitués 

d' une sous-unité protéique de 51 K appelée G.F.A( Glial 

Fibrillary Acidic ?rotein) (BIGNAMI et DAHL, 1977; RUEGER et al., 1979) . 

Il ne semble pas y avoir d'identité chimique et 

antigénique entre les protéines de neurofilaments et la GFA 

(LIEM et aL,1979 ) .  

Récement,FRAI'(iKE et a1,1978 et LAZAIIIDES,1980 ont mis en évidence 

la présence de 2 types différents de filaments intermédiaires 

dans une même cellule. 



D) LES FILAMENTS DE MYOSINE ---_--___-_-__----_----- ........................ 

Les filaments de myosine ont un diamètre de* 17 m. 

Très abondants dans le muscle lisse et strié,ils sontrares 

dans le tissu nerveux(BRAY _, 1977) . 
La myosine représente 0 , 5 %  des protéines solubles alors 

que l'actine s'y trouve à un taux variant entre 6 et 10 %. 

La myosine du tissu nerveux ressemble beaucoup à celle du 

muscle au niveau de son poids moléculaire,de sa forme et de 

son activité ATPasique (BURRIDGE - et BRAY, 197 5 )  . 

E) LES MICROTUBULES ---------------- ---------------- 

Les microtubules sont particulièrement abondants 

dans le tissu nerveux.11~ se distinguent des autres filaments 

par un diamètre plus qrand(24 m) et par une lumière centrale. 

Leur description est détaillée dans le chapitre suivant. 



FIGURE 1 

Coupe transversale d'axones du nerf sciatique de poulet. 

A) Dans cet axone de grand diamètre,entouré par une gaine 

de myéline(My),l'axoplasme est essentiellement constitué 

de neurofilaments(NF) .On peut observer quelques microtubules 

(MT) ,ainsi que des mitochondries (Mt) . 

B) Dans ces axones de petit diamètre,les microtubules sont 

plus nombreux.L'espace entre les axones est rempli par des 

fibres de collagène (Co) . 

(d'aprés les travaux de Ghislaine FILLIATREAU, 1980) . 
grossissement: 





II LES M I C X O T U B U L E S  

A - D E S C R I P T I O N  --------------- --------------- 

Les microtubules sont des organites cellulaires 

omniprésents dans les cellules d'eucaryotss. L1int5rêt que l'on 

accorde à leur étude tient à l'importance du rôle fonctionnel 

de ces microtubules dans la physiologie cellulaire. 

En effet,les systèmes microtubulaires sont les constituants 

essentiels des centrioles et des fuseaux meiotique et mitotique. 

On les observe aussi le long des extensions cellulaires tels 

que les axones et dendrites des cellules nerveuses ,ainsi que 

dans les extensions cytoplasmiques(axopodes,p~e~dopodes). 

Ces microtubules ont été décrits également dans des 

cellules changeant de forme(excroissance ne~ronale~gastrulation, 

neurulation,spermiogénèse,formation du myoblaste etc). 

Des microtubules sont également associés à des récepteurs 

sensoriels.Enfin une structure microtubulaire remarquablement 

bien définie existe dans les cils et les flagelles des pro-trrzoaires. 

dans les queues de spermatozoïdes et dans les cils des cellules 

épithéliales ciliées. 

~'utilisation"d'outils pharmaco1ogiques':tels que des drogues 

comme la colchicine et la vinblastine qui détruisent les 

microtubules,a permis d'établir des relations structure-fonctions 

qui suggèrent que les microtubules sont associés aux fonctions 

suivantes: 

1- Mouvement des chromosomes lors de la division cellulaire 

2- Transport intracellulaire de matériel(secrétion,transport 

axonal) 

3- Morphogénèse:développement et maintien de la forme cellulaire 

4- Motilité cellulaire 

5-Transduction sensorielle 

Dans ces différentes fonctions le microtubule semble 

jouer à la fois un rôle structural et un rôle moteur inCiissociable. 



Les microtubules sont particulièrement abondants dans le 

système nerveux notamment dans les axones où ils sont disposés 

longitudinalement,en parallèle avec les neurofilaments. 

La sous unité protéique des microtubules est la tubuline. 

Cette protéine qui fixe spécifiquement la colchicine a été 

caractérisée par TAYLOR en 1 9 6 5 .  

Depuis,des milliers de publications sur les microtubules 

nous ont apporté une multitude de renseignements(DUSTIN,1978). 

Cependant,le rôle exact joué par les microtubules dans les 

mécanismes de transport intracellulaire n'est pas encore bien 

connu. 

En microscopie électronique,les microtubules sont caractérisés 

en section transversale par un anneau de 24 nrn de diamètre extérieur 

avec une lumière centrale de 15 nm de diamètre--et de Iongueur-- 

indef inie (plusieurs microns) (Figure 2) . -- . . .- - 

- -- 

Ils sont formés par l'assemblage latéral de 13 protofila- 

-ments formés eux mêmes par l'assemblage linéaire d'une 

protéine dimérique:LA TUBULIKE. 

Le dimère de tubuline est formé de sous unités légèrement 

différentes appelée alpha et béta-tubuline de poids moléculaire 

5 7  K et 53 K.Le poids moléculaire du dimère est de 110 KI  
. - . . ce qui correspond à un coefficient de sédimentation de-6 S. - 



FIGURE 2 

REPRESENTATION SCHEMATIQUE DU MICROTUBULE 

Le microtubule  e s t  un f i l a m e n t  t u b u l a i r e  de 25 nm de 

diamètre  e x t é r i e u r .  

I l  e s t  c o n s t i t u é  p a r  l ' a ssemblage  l o n g i t u d i n a l  de 

1 3  protof i l amen t s  c o n s t i t u é s  eux-mêmes par  1 ' assemblage 

l i n é a i r e  de dimères de t u b u l i n e  ( a lpha -e t  bé t a - tubu l ine )  . 
Des p r o t é i n e s  de h a u t  po ids -molécu la i r e  appelés  M A P s  

- (Microtubule Assoc ia ted  P r o t e i n s ) s o n t  implantés  

régul iè rement  s u r  l e  micro tubule .  

( d ' a p r é s  L.AMOS,1979) . 
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a) Structure primaire 
++++++++++++++++++ 

La composition en acides aminés et les études partielles 

de séquence des sous-unités alpha et béta-tubuline 

d'espèces différentes font apparaître une quasi identité 

entre les tubulines d'origine aussi diverse que celle extraite 
GU cerveau de Poulet ou du spematozoîde dlOursin(figure 3). 

On observe des différences importantes de structure 

primaire entre l'alpha et la béta-tubuline d'une même 

espèce (25% environ) . 
Par contre,la comparaison entre les alpha tubulines ou 

les béta tubulines montre qu'elles sont restées prati- 

-quement identiques an cours de l'évolütion des espèces 

(comme d'autres protéines ubiquistes telles que l'actine 

et l'histone H4). 

On observe en effet une orande conservation de la séquence 

en acides aminés qui correspond à 0,45 point de mutation 

pour 100 résidus par 100 millions dlannées(LUDUENA et 

WOODWARD,1973). 

Cette conservation de la structure primaire de la 

tubuline au cours de l'évolution des espèces n'est pas 

étonnante.La tubuline s'intègre dzns le microtubule grâce 

à de nombreuses interactions(interacti0n alpha-béta tubuline, 

interactions longitudinales et latérales des dimères de 

tubuline,sites actifs où viennent se loger le GTP et le 

 sites d'interaction avec les facteurs protéiques de 
polymérisation) . 
Par conséquent,le moindre changement de structure prhaire 

doit provoquer une anomalie majeure au niveau de la 

polymérisation de la tubuline qui se concrétisera par une 

mutation léthale. 

La détemkation de la stnxture primaire c?e la tlJbuline. est en cours 

(LU et ELZINGA,1978 ;PONSTINGL et a1.,1979). 





b )  La ;tubuXine. e;t a e a  l i g a n d s  
t t t t t + t t + + + t t + t + + + + + + + t + t t  

Le dimère de tubuline possèce la propriété de fixer 

un grand nombre de ligands,notamment 2 molécules de GTP 

indispençables pour la polyméri~ation~et d'autres substances 

connues pour leur effet pharmacologique comme la colchicine et 

les alcaloïdes- iSo.lés de la "Vinca major" (Vinca-alcaloïdes) . 
-La colchicine se fixe spécifiquement sur la tubuline et elle 

possède unetrès grande affinité pour les microtubules du fuseau 

mit0tique.A ce titre elle est appelée le "poison du fuseau". 

-Les Vinca alcaloïdes ont également une très grande affinité 

pour la tubuline.Leur mode d'action et leur site de fixation est 

différent de la colchicine.Les plus actifs sont la vinblastine 

et la vincristine qui inhibent la polymérisation des microtubules 
-4  à une concentration de 1 0 - ~  M.F. la concentration de 10 M,ces 

conpsés induisent une polymérisation anormals de la tubuline sous 

forme de'~paracrjstaux?La vinblastine et la vincristine sont très 

utilisés en chimiothérapie anti-cancéreuse. 

Les cations bivalents jouent également un rôle 

important dans les phénomènes de polymérisation. 

Le magnésium est associé aux deux GTP de la tubuline et il est 

donc ajouté dans le tampon utilisé pour les polymérisations 

de microtubules in vitro ,à une concentration de 0,s mM. 

A la concentration de 16 mM,la tubuline pure(clest à dire sans les 

facteurs protéiques qui stimulent la po1ymérisation)peut se 

polymériser sous forme de microtubules(Conditions de TIMASHEEF,1979), 

Le calcium dépolymérise très rapidement les microtubules tandis 

que le zinc provoque une polymérisation anormale sous forme 

de feuillets très larges qui correspondent à l'accolement de 

55 protofilaments en moyenne(GASK1N et KRESS,1977). 

Le rôle du - GTP dans les phénomènes d'assemblage est encore très 

controversé.La liaison de 2 molécules de GTP 



par dimère de tubuline est essentiel pour les phénomènes 

d' assemblage. 

Une molécule de GTP est fixée dans le site N(Non échangeable), 

et ce GTP n'est pas hydrolysé pendant la polymérisation 

(WEISENBERG et al, 1976) . 
Par contre,l1autre GTP se fixe sur un site E(Echangeab1e) et il 

est hydrolysé pendant la polyniérisation.Cette hydrolyse se 

produit au niveau des molécules de tubuline qui se fixent sur 

le microtubule,donc à l'extrémité des microtubules(DAV1D-PFEUTY 

et al. 1 9 7  7,1978). 

Cependant,l'addition d'un analogue du GTP non 

hydrolysable n'inhibe pas la polymérisation(PENN1NGROTH et 

KIRSCHNER,l977).11 est possible que l'hydrolyse du GTP soit 

essentielle pour la régulation de phénomènes biologiques 

importants.PANTALON1 et collaborateurs ont montré que les 

différentes drogues antimicrotubulaires pouvaient être classées 

en 2 catégories en fonction de leur action sur l'activité GTPasique 

de la tubuline :les drogues comme la colchicine stimule l'activité 

GTPasique tandis que la vinblastine inhibe cette activité 

(DAVID-PFEUTY,~~ a1.,1979). 

Les interactions tubuline-ligands icot schématisées figure4 . 
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C)LES NEUROTUBULES 
---------------- ---------------- 

La tubuline se trouve en quantité particulièrement 

importante dans le système nerveux central de Yammifères 

(10% des protéines solubles).Il est facile de l'isoler en 

utilisant la méthode décrite par SHELANSKI(1973). 

Elle consiste,dans un premier temps,à extraire les protéines 

solubles par une homogénéisation du cerveau dans un tampon Mes 

pH6,S suivie d'une centrifugation haute vitesse à 4OC. 

Ensuite,à partir du surnageant,on induit la polymérisation 

des microtubules par élévation de la température à 37OC . 
Les microtubules ainsi formés sont collectés par centrifugation. 

Par contreIles préparations de microtubuies à partir 

d'autres tissus donnent des rendements très médiocres qui 

proviennent probablement du seuil limite de 0,3 mq/ml 

de tubuline nécessaire pour obtenir une polymérisation in vitro 

Il n'est donc pas étonnant que presque toutes les 

informations obtenues sur la structure et les propriétés 

physico-chimiques de la tubuline concernent en fait les 

microtubules du système nerveux qui sont également appelés 

les NEUROTUBULES . 
Cette abondance de la tubuline dans les neurones est probablement 

due à sa participation importante dans le mécanisme du transport 

axonal qui est une activité majeure dans la physiologie de la 

cellule nerveuse.C1est un transport hyperspécialisé qui permet 

la migration de nombreuses protéines et vésicules,du corps 

cellulaire 06 elles sont synthétisées vers la synapse qui se 

trouve parfois à une distance de plusieurs dizaines de cm. 



D) MECANISMES DE POLYMERISATION DES MICROTUBULES 
-------_--------_---------------------------- ----_--____-______--------------------------- 

a) Stabilité des microtubules 

Chez les Mammifères,la structure des microtubules 

cytoplasmiques et des neuro~ubules s'effondre par simple 

abaissement de la température pour donner de la tubuline sous 

forme de dimères et sous forme de fins filaments spiralés 

formant des anneaux de 50 nm de diamètre (figure 5) . 
Ces microtubules sont dorzen équilibre dynamique permanent 

entre la forme polymérisée et la forme dépolymérisée. 

Par contreIles microtubules des cils et des flagelles 

sont très stables.Cette stabilité est probablement due à ieur 

intégration dans un système architectural complexe avec de 

nombreux pontages entre les microtubules et les structures 

environnantes.(dynéine,liens de nexine,ponts radiaires,pontage 

avec la membrane de l'axonème) (DUSTIN, 1978) . 
Peu d'études ont été effectuées sur les microtubules des 

Vsrtébrés pïkilothernt-s.11 serait pourtant intéressant de savoir 

si les phénomènes de régulation de la polymérisation sont 

identiques à ceux cpe 1' on trouve chez les Vertébrés homéotkrer=ncs. 

b)Polymérisation des microtubules 

Les différentes étapes de la polymérisation des 

microtubules ont été étudiées par de nombreux auteurs. 

Ces études ont montré qu'à 4OC,il existe un équilibre dynamique 

entre la tubuline sous forme de dimère et la tubuline sous forme 

dlanneaux.Les MAPs(Microtubu1e Associated Proteins) 

participentactivement à la formation de ces anneaux. 

Ces derniers seraient les sites d'initiation pour la 

poiymérisation 2e la tubuline ( , KIIISCHNER ,19 7 9) . 
Après élévation de la température à 37OC,on observe une 

disparition rapide des anneaux(en moins de 2 minutes) qui se 

déroulent pour former des protofilaments.Ceux-ci vont s'accrcître 

en longueur et ils vont également s'accoler entre eux pour 

former un feuil1et.DF.s que ce feuillet atteint une largeur 

de 13 protofilaments, il se referme pour former le microtubule. 



Les conditions expérimentales pour obtenir une polymérisation 

de la tubuline sous forme de microtubules sont les suivantes: 

-la tubuline doit être solublisée dans un tampon de force ionique 

élevée.On utilise en général le tampon Mes 0,l M(Morpho1ino 

Ethane Sulfonic acide) à un pH voisin de 6,s. 

-le tampon doit contenir également 

-- de llEGTA(Ethylène Glycol-bis(B-amino-ethyl ether) 
N-N' tetraacétique acide) à une concentration de 1mM 

qui va complexer préférentiellement le calcium 

-- du maqnésium(0,S mM de MgCl*) et du GTP(0,3 à 1 mM) 

indispensable pour la polymérisation 

-- une température supérieure à lSO~(37~c en général). 

Le protocole de préparation des microtubules est décrit dans le 

chapitre expérimental page 63. 



FIGURE 5 

MODELES D ' ASSEMBLAGE DES MICROTUBULES PKl~sES PAR 
ERIKSON(1974) et KIRSCHNER(1979). 

Ces deux modèles d'assemblage de la tubuline montrent 

que la polymérisation de la tubuline passe par des 

formes intermédiaires qui sont les anneaux simples 

et doubles ainsi que de courts protofilaments. 

Aprês l'induction de la polymérisation par élévation 

de la température à 37 OC, les anneaux semblent se 

dérouler et S'accoler pour former des feuillets ou des 

rubans plus ou moins 1ongs.Les feuillets vont croitre 

en longueur et en 1argeur.Lorsque la largeur aura 

atteint 13 protofilaments,le feuillet va se refermer 

pour former le microtubule. 



T u b u l  i n e  6 S 
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E ) COMPOSITION EN PRCITEINES DES NEUROTUBULES ......................................... 

La composition en protéines des microtubules est 

généralement déterminée par électrophorèse en gel 

de polyacrylamide(voir le chapitre technique page 66). 

Ces électrophorèses sont toujours effectuées en milieu 

dénaturant(Dodecy1 sulfate de sodium )pour solubiliser les 

protéines microtubulaires qui ont une forte tendance 

à s'agréger. 

Par cette techniquelon a pu établir que les microtubules 

très purifiés sont constitués d'environ 90 P 100 de tubuline 

et de 10 p 100 de facteurs protéiques qui induisent la 

polymérisation. 

Les facteurs de polymérisation sont appelés facteur TAU 1 

et TAU 2. Le facteur TAU 1 qui est le plus actif est 

constitué de quatre protéines de poids moléculaire compris 

entre 52 et 65 K (figure 6) (CLEVELAND et al.,h977,a1b). 

Le facteur TAU 2 est constitué principalement de deux 

molécules de haut poids moléculaire,appelés également 

MAP 1 et MAP 2 (Microtubule Associated Proteins) (SLOBODA 

et a1.,1976).Leur poids moléculaire de 350 et 300 K est 

très voisin de celui de la dynéine qui est associée aux 

microtubules des cils et des flagelles. 

GIBBONS(1975) a montré que l'activation de la dynéine par 

hydrolyse de 1'ATP engendre la force mécanique qui provoque 

le battement ciliaire ou flagellaire. 

La dynéine peut décorer les neurotubules et garder son 

activité ATPasique(HAIM0 et a1.,1979). 

En microscopie électroniqueIles MAPs ressemblent à de fins 

bras ténus disposés en hélice sur le pourtour du microtubule 

(AMOS, 1977) . 



F I G U R E  6 

ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE-SDS.des protéines microtubulaires 

et de neurofilaments. 

Les microtubules(de premier et de deuxième cycle) sont constitués des dimères 

alpha et béta de la'tubuline et des MAPs( A,C et H). 

Les facteurs de polymérisation,préparés suivant la méthode décrite par CLEVELAND et al. A1977 a-b) 

sont les protéines MAP 1 et MAP 2 de 350 IZ(ki10 daltons) et 300 K appelées 

également facteur TAU 2,et le facteur- TAU 1 qui est constitué par 3 à 5 

protéines . de 65 à 52 K ( R  et D) . 

Les neuro£ilaments(NFs) sont constitués de trois sous-unités 

protéiques de 210 K,160 K et 70 K ( G  et H). 

Ii: : Témoin actine ( 4 4  K )  . 
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Les études immunologiques ont montré que les facteurs TAU 

étaient associés aux microtubules cytoplasmiques et 

aux microtubules du fuseau mitotique des cellules 

neuroblastiques et des fibroblastes (CLEVELAND et al. ,1979) . 
Contrairepent à la tubuline,les facteurs TAU sont 

thermostables et se fixent spécifiquement sur la phospho- 

cellulose.Ces propriétés ont été mises à profit pour 

leurs préparations(CLEVELAND et a1.,1977 a et b) 

Les autres protéines isolées avec les microtubules 

proviennent de contaminations(interactions non spécifiques 

avec la tubuline qui possède un caractère fortement 

acide,produits de protéolyse survenant au cours des cycles 

de polymérisation) et peut-être par des protéines dont le 

rôle est encore inconnu.Nous avons remarqué qu'une protéine 

35 K était toujours associée aux microtubules très purifiés 

(DELACOURTE et al. ,1977 ,b) 



III - LES NEUROFILnMENTS DE WIMIFERES 

Contrairement aux filaments dlactine,de myosine et aux 

microtubules,les filaments de 10 nrn sont longtemps restés l'dans 

1' ombreT;ceci est dû principalement au fait qu' ils manquent de 

spécificité au niveau de leur structure et de leur composition 

chimique. 

L'étude des neurofilaments(NFs) de Mammifères est très 

complexe car il est difficile d'isoler les neurones où ils se 

situent sans avoir une contamination importante par des cellules 

gliales qui possèdent également une très grande quantité de 

filaments de 10 nm(figure 8 ,page48).Les filaments gliaux possèdent 

une composition en protéine différente des neurofilaments 

(BIGNAMI et DAHL11977).Par contre leurs aspects en microsco~ie 

électronique est à peu près identique(WUE~KE~~1970). 

De ce fait,les résultats sur la composition en protéines des NFs 

ont été longtemps controversés.Finalement,leur q s i t i o n  en 

protéines a été élucidée au cours du dernier trimestre 1978 jar 

3 équipes de recherches différentes:SCHLAEPFERet FREEIxAN,1978; 

ANDERTON et a1.1978 et LIEM et al, 1978 .II s 'agit 'd'un triplet " 

de protéines de poids moléculaire 210 X,160 K et 70 K(fig 6). 

Le nombre d'informations sur les NFs est par conséquent beaucoup 

plus restreint que pour les microtubules.Cependant on peut penser: 

qu'un développement rapide des recherches se f e m  dcirrs ce domaine. 

Pour mieux comprendre les résultats contradictoires présentés 

dans la littérat~re~nous présentons à la page suivante un historique 

des principaux résultats obtenus depuis 1971. 



HISTORIQUE DES RECHERCHES SUR L'IDENTIFICATION DE LA 

SOUS-UNITE PROTEIQUE DES NEUROFILAMENTS. 

La première méthode de préparationIrnise au point par 

SHELANSKI et c~llaborateurs~date de 1971.La méthode de 

préparation,effectuée à partir de la substance blanche de boeuf, 

utilise la technique suivante:la substance blanche est homogénéisée 

dans un tampon sucrose 0,9 M.Après une centrifugation de 

l'homogénat,les axones myélinisés forment une pellicule à la 

surface du surnageant. Ils sont récupérés et homogénéisés dans un 

tampon de faible force ionique.11 en résulte un choc osmotique 

qui désintègre les membranes plasmiques et libère les ~~eurofilmts 

de llaxone.Les neurofilaments sont ensuite collectés par centri- 

-fugation.La sous-unité protéique de ces filaments possède un 

poids moléculaire de 60 K. 

DAVISON et WINSLOW(1974) ont purifié la protéine des 

neurofilaments en utilisant la même technique complétée par 

une gel-filtration.11~ évaluent à 50 K le poids moléculaire 

de la protéine constitutive des neurofilaments.Cette protéine 

purifiée peut reformer des filaments de 10 nm. 

Par contre,JOHNSON et SINEX(1974),travaillant sur le 

cerveau de Ratfisolent des filaments de 10 nm constitués 

d'une protéine qui ressemble beaucoup à la tubuline (57 K )  . 

En 1976,LASEK et HOFFMAN décrivent une technique originale 

qui permet d'étudier les protéines véhiculées par le transport 

axonal lent.11~ démontrent que les neurofilaments se déplacent 

dans 1' axone à la vitesse de 4 mm par jour, en direction de la 

synapse.A ce déplacement des neurofilaments correspond un 

déplacement de trois protéines (210 K, 160 K et 68 K) . 
(Voir le chapitre sur le Transport axonal lent,page 58). 



La même année,JORGENSEN et collaborateurs mettent en 

évidence la présence d'un réseau de neurofilaments dans 

les cellules neuroblastiques de Souris.Ces neurofilaments 

ont été révélés par des anticorps fluorescents préparés 

à partir de la protéine 54 K - de la préparation de 

SHELANSKI.Lfintérêt de ce travail est de montrer que 

la protéine 54 K révèle des neurofilaments dans une 

culture de cellules absolument dépourvue de toute 

contamination par les cellules gliales. 

Par contre,YEN,DAHL,SCHACHNER et SHELANSKI (1976) 

présentent 2 méthodes différentes pour la préparation 

de la GFA ( Glial Fibrillm ~ci6fc' protein) ,sous unité des filarrents 

çliaux et la protéine 54 K des neuro f i lamen t s . 
Ces deux protéines possèdent apparemment le même 

poids moléculaire et des sites antigéniques communs. 

Toujours grâce aux anticorps préparés à partir de la 

protéine 50 K des NFs ,DAVISON et HONG (1977) mntrent que 

cette protéine est présente chez tous les Mammifères, 

mais absente chez la Grenouille ,la Morue et le Poulet. 

Etant donné que la béta tubuline migre juste derrière 

la protéine 54 K en électrophorèse-SDS,LIEM,YEN,LORIA 

et SHELANSXI(1977) ont comparé ces protéines par cartes 

peptidiques .Ces deux protéines possèdent des peptides 

communs mais elles possèdent peu de sites antigéniques 

communs (étude par radioimmunoessais) . 

En marquant la béta tübuline et la protéine 50 K 

par l'iode 125 et en utilisant la même technique de 

comparaison des produits de protéolyse ,IQBAL et 

collaborateurs (1977) arrivent aux mêmes conclusions 

que LIEM et al.Ces deux protéines sont très proches 

et auraient peut être une origine commune. 

2 autres techniques d' isolement des neurofilaments ont 

également été utilisées. L'une par DAY et l'autre par 

SCHLAEPFER. 



DAY (1977) solubilise les neurof ilaments par un tampon 

NaCl pH 9,S.La protéine isolée a un poids moléculaire 

de 57 K. 

SCHLAEPFER(1977)isole les neurofilaments à partir du 

système nerveux périphérique(qui contient peu de cellules 

gliales) .La fraction enrichie en neurofilamenk est 

constituée d'une protéine 68 K . 
Les anticorps contre cette protéine colorent spécifi- 

-quement les neurofilaments. 

1978 a été l'année décisive pour la détermination 

correcte de la composition en protéines des neuro- 

-filaments. 

Trois équipes différentes ont publié les mêmes résultats, 

qui confirment les travaux de LASEX et HOFFMAN(1976). 

SCHLAEPFER;ANDERTON et al et LIEM,YEN,SALOMON et 

SHELANSKI ont montré que les neurofilaments de 

--&inunif ères sont cor'stitués de 3 sous-unités 

protéiques avec des pids mlécùlaireç voisins de 210 Kr160 K et 

70 K (appeléés également le Triplet des neurofila,ments). 

La protéine 50 K. -54 X que l'on croyait être la 

protéine des neurofilament~~était en fait la G.F.A 

des filaments gliaux. 

La détermination précise des poids mGcukaires des sous-unités 

protéiques des neurofilaments est extrèmement importante 

puisqu'elle permettra ensuite d'isoler ces protéines 

par électrophorèse préparative et d'obtenir des 

anticorps spécifiques contre ces protéines. 

Ceux-ci seront utilisés pour d~ser~localiser et 

déterminer le rôle des neurofilaments dans la cellule 

nerveuse.11~ devraient être également précieux pour 

l'étude de la différenciation des cellules nerveuses. 

Etant donné que la composition en protéine vient 

d'être déterminée ,toutes ces études sont donc à faire. 



8 )  LES NEUROFTLAMENTS D'INVERTEBRES. 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Les études les plus précises sur les neurofilaments 

pviennent: des observations faites sur les NFs d'Invertébrés 

car ceux ci sont isolés facilement à partir des axones géants. 

Il n'y a donc pas de contamination par des filaments gliaux. 

Ces études se sont focalisées sur deux espèces:Myxicola qui est 

un Annélide marin et Loligo forbesii qui est un ~almar(Mollusque, 

Céphalopode ) . 
Cependant la difficulté majeure concernant l'isolement 

des neurofilaments a consisté à trouver le moyen d'inhiber.. 

l'action des nombreuses protéases qui se trouvent dans l'axoplasme. 

GILBERT et ai(1975 )ont montré que ces enzymes,activées par le 

calcium peuvent dégrader les neurofilaments en moins d'une 

minute,à température &iante.Ces protéases possèdent un thiol 

actif et peuvent être inhibées par le para chloromercuribenzoate 

à une concentration de 1 mM. 

De nombreuses observations en microscopie électronique 

ont montré que ces neurofilaments sont constitués par 

l'assemblage en hélice de deux brins de 4,5 nm d'épaisseur 

formés eux mêmes par l'assemblage de 2 protofilaments de 2,5 nm 

d' épaisseur. 

Ces sous structures ont pu être observées au cours des étapes 

de dénaturation progressive par l'urée 2 M.Dans un premier temps 

on observe un ,._déroulement des brins puis des protofilarrents qui 

vont s'agglomérer pour former des globules de 100 nm de diamètre 

(KRISHNAN et a1,1979;LASEK et a1,1979). 

Les principales caractéristiques sur les pmprietés physico-chiripes 

des neurof ilaments des- Invertébrés sont rassemblées figure 7. 



FIGURE 7 

Principales caractéristiques des neurofilaments isolés 

à partir des axones géants de Myxicola et de Loliqo. 

Partie inférieure:Structure des neurofilaments - 

proposée par DAY(1977) montrant qu'ils sont constitués de 

4 protofilaments disposés en hélice. 

Les neurofilaments dénaturés se réarrangent pour former 

des enchevêtrements puis des globules d'un diamètre de 100 nm 

( KRISHNAN et a1,1979;LASEK et a1,1979). 



STAB 1 LITÉ ;ANS D 1 FFÉRENTS TAMPONS 

i 
SE D I ssoc I E PLUS FAC I LEMENT I 

DANS UN TAMPON T R I S  0'1 M,NACL 1 !( 

DÉPOLYMER 1 SÉS P A R T I  ELLEMENT PAR L'  UREE 2 pl 
1 
1 

DÉPOLYMÉRISÉS TOTALEMENT PAR L'URÉE 4 M ,  
I 
I 

PHOSPHORYLATION PAR DES K INASES EHDoGkNEs DE L ~ A X O P L A S M E :  
I 

NEUROFILAMENT NATIF 

Amorce des g lobu le s  

NEUROFILAMENT DENATURE 



FONCTION DES NEUXOTUBULES ET DES NEUROFILAMENTS ----____-___-__-__----------------------------- --__-______________----_---------------_------- 

Avant de décrire le rôle joué par les microtubules et 

les neurofilaments dans llaxcne,nous avons voulu décrire la place 

taue par les neurones et les cellules gliales dans le tissu 

nerveux du système nerveux central et périphérique. 

Ceci nous permettra de mieux comprendre la difficulté d'isoler des 

axones sans avoir de contamination gliale.(Fig 8) 

D'autre part,plusieurs équipes de recherches ont montré que la 

sous unité protéique des NFs possédait des sites antigéniques 

communs avec la G.F.A.Ces résultats peuvent être expliqués 

par une proche parenté entre les neurones et les cellules gliales. 

Nous avons donc décrit l'histogenèse de ces 2 types cellulaires 

pour mieux comprendre leurs analogies et leurs différences (Fig 9). 



NEURONES ET CELLULES GLIALES DANS LE TISSU NERVEUX 

Le tissu nerveux est constitué de trois éléments essentiels: 

1) Les cellules nerveuses appelées NEURONES 

2) Les cellules interstitielles ou cellules gliales 

3) Les éléments du tissu conjonctif,y compris 

les fibroblastes,les produits fibreux,les vaisseaux sanguins et 

les liquides extra-cellulaires. 

Le NEURONE est l'unité de base du systae nerveux. - 
C'est une unité morphologique car tous les neurones sont en 

contact entre eux par l'intermédiaire de leurs dendrites et 

axones et forment ainsi un réseau continu. 

Fonctionnellement,chaque neurone est un intégrateur,un conducteur 

et un transmetteur d'informations codées. 

Un neurone est constitué d'un corps cellulaire dont le diamètre 

varie de 5 à 100 micromètres et dont émanent une fibre principale, 

l'axone,et un certain nombre de branches fibreusestles dendrites. 

En règle générale,les dendrites et le corps cellulaire reçoivent 

les signaux dventrée;le corps cellulaire les combine,les intègre 

puis émet des signaux de sortieiil a également pour fonction 

l'entretien général de la cellule.L'axone transmet les signau 

de sortie aux terminaisons axoniques quilà leur tour,distribuent 

l'information aux autres neurones. 

Le volume de l'axone et des dendrites peut représenter de 100 

à 1000 fois le volume du corps cellulaire. 

Les neurones sont entourés,soutenus et nourris par les CELLULES 

GLIALES.Ces cellules sont donc en contact intime avec les cellules 

nerveuses et leurs prolongements.Chaque neurone est enveloppé 

par plusieurs cellules gliales. 

On distingue plusieurs types de cellules gliales: 

-Dans le système nerveux centralIles ASTROCYTES font 

la jonction entre les capillaires sanguins et les neurones pour 

nourrir la cellule nerveuse(Figure 8). 

-Les OLIGODENDROCYTES forment une gaine de rriyéline 

autour des axones 
-Dans le système nerveux périphérique,la myélinisation 

est effectuée par les CELLULES DE SCHWANN. 



FIGURE 8 

Relations entre les neurones et les cellules gliales(astrocytes 

et oligodendrocytes) . 

L'astrocyte possède des extensions cytoplasmiques en contact ----------- 
avec les parois des capillaires sanguins et d'autres extensions 

en contact avec le neurone. 

Les oligodendrocytes forment une gaine de myéline qui s'enroule .................... 
autour de certains axoneS.Un oligodendrocyte peut fomer une 

gaine autour de plusieurs axones. 

(D'après NOBACK et DEMAREST,1975). 





F I G U R E  9 

ORIGINE DU SYSTEME NERVEUX - 

L'ensemble du système nerveux,moelle,encéphale et nerfs 

périphériques dérive de l'ectoblaste. 

Au cours de la gastrulation,le chordo-mésoblaste va induire 

la formation du tissu neuroblastique à partir de l'ectoblaste 

sus- j acent (neuroectoderme) . 
La plaque neurale résulte de la différenciation et 

de l'épaississement de l'ectoblaste sus-chordal. 

Au cours de la neurulation,la plaque neurale va se différencier 

pour former une crête neurale(C.N)et une gouttière neurale(G.N) 

qui vont s'individualiser. 

La gouttière neurale va se refermer pour former le tube r?eural(T.N). 

A partir du tube neural vont se différencier les 

neuroblastes qui formeront les neurones moteurs et les spnqioblastes 

libres qui formeront les astrocytes et les oligodendrocytes. 

Les cellules de Schwann du système nerveux périphérique proviénnent 

également du neuroectoderne.. 





B ) EQUILIBRE MICROTUBULES-NEUROFILAMENTS - 

De nombreux auteurs ont montré que les 

drogues anti-microtubulaires provoquent à la fois la dépoly- 

-mérisation 2es microtubules,mais également l'augmentation 

du nombre de filaments de 10 nm,y compris les neurofilaments 

(HOLTROP et al., 1974). 

Etant donné -que la colchicine inhibe la polymérisation 

des n;icrotubilles,- que la disparition cles microtubules est suivie 

par une augmentation des filaments de 10 nm,- et que le 

phénomène se passe même en présence de cycloheximide qui 

bloque les synthèses protéiques,il a été émis l'hypothèse 

que les sous-unités microtiib.ulaires reformeraient des filarr-ents 

de 10 nm(WISNIEWSK1 et al., 1968 ; KRISHAN et KSU, 197i) 

Cette hypothèse a été controversée!DE BRABANDEX et a1.,1975) 

et,semble peu vraisenblable puisque l'on sait naintenant 

que les sous-unités protéiques des microtubules et des 

filaments de 10 nrc sont différentes. 

Cependant,il est admis que la colchicine et la colcemide 

provoquent urie âgglo~~ération des filaments de 10 n n ,  notamment 

des filaments de desmine et de vimentine(voir page 20, 

LAZARIDES ,1980) et des ileurof ilaments (WISPJIZWSKI et al.. ,19  68) . 

Certains produits provoquent une agglomération des 

neukofilanents sans agir sur les microt~ules,comrne le methyl 

butyl cétone (SELKOE et al. ,1978) ou 1 'aluriinium (SEELANSKI 

et LIEM, 1979) . 
Pour notre part,nous pensons que les microtubules et les 

filaments de 10 nm jouent un rôle structural différent ,et 

vraisemblablement indépendant,dans la cellule. 

Les microtubules joueraient un rôle dans la stabilité du 

cytoplasne,mais ils provoqueraient également,lorsqu'il y a 

plusieurs microtubules accolés ,une zone privilégiée où le 

cytoplasme serait plus fluide et par où circuleraient les 

produits de çecrétion.Ce rriécaniçme prcposé par GROSS(1975) 



senible l ' h y p o t h è s e  l a  p l u s  v r a i s e m b l a b l e  c o n c e r n a n t  l e  r ô l e  

joué p a r  les  m i c r o t u b u l e s  a u  n i v e a u  du t r a n s p o r t  c y t o p l a s m i q u e .  

P a r  c o n t r e , l e s  f i l a m e n t s  d e  10 nm j o u e r a i e n t  un r ô l e  dans  

l e  m a i n t i e n  do d i f f é r e n t s  o r g a n i t e s  dans  l a  c e l l u l e  (LAUARIDES, 

1980 )  . 
L e s  f i l a m e n t s  d e  desmine l i e n t  les  m y o f i b r i l l e s  d e  l a  c e l l u l e  

m u s c u l a i r e  s t r i é e  e n  r e l i a n t  e n t r e  e l l e s  les  l i g n e s  Z q u i  

s o n t  à l e u r  b a s e  e t  en  les  r e l i a n t  é g a l e m e n t  à l a  merbrane 

p lasmique .  

L e s  f i l a m e n t s  de  v i m e n t i n e  a n c r e r a i e n t  l e  noyau e t  les  

c e n t r i o l e s  dans  l a  c e l l u l e .  

Pour les n e u r o f i l a m e n t s , l e u r  r ô l e  s e r a i t  à l a  f o i s  

s t r u c t u r a l  e t  moteur  p u i s q u ' i l s  s e m b l e n t  i m p l i q u é s  dans  

l e s  mécanismes e u  t r a n s p o r t  a x o n a l  l e n t ( v o i r  l e  c h a p i t r e  

s u i v a n t )  . 



Les neurones possèdent des extensions cytoplasmiques 

appelées axones qui,chez les vertébrés comme la Girafe ou la 

Baleine,peuvent atteindre plusieurs mètres de long. 

Etant donné qu'il y a une absence presque totale de synthèse 

protéique dans l'axone,tout ce qui est nécessaire pour le bon 

fonctionnement de l'axone et de la synapse est acheminé du corps 

cellulaire où ont lieu les synthèses protéiques,jusqufà la / 

synapse. 

Cette forme spécialisée de transport cytoplasmique s'appelle 

le transport axonal. 

La cellule gliale transporte également des é1Emx:ts nutritifs 

directement dans lfaxone(figure9 ).Mais ceci est i;r~ phénomène 

négligeable par rapport au transport axonal. 

Les substances amenées par le transport axonal semblent être 

engageesdans différents aspects de la physiologie de l'axone. 

1 )  La croissance axonale durant la maturation et la 

régénération 

2) La maintenance de la structure et du métabolisme 

de l'axone mature 

3) La synthèse des transmetteurs chimiques situés en 

amont de la synapse et la libération de ces 

transmetteurs pour le passage de l'influx nerveux 

4)- La synthèse de précurseurs polypeptFdiques pour 

les neurones secréteurs. 

On distingue deux types de transport axonal:lfun rapide (50 à 

jour et bidirectionnel) 

llautre,lent et allant du corps cellulaire vers l'axone à une 

vitesse de O, 8 à 7 mm par jour . ~ L A s E K ~ ~ '  HOFFMANN, 1976) . 





Des études très précises ont été effectuées par LASEK et HOFFMAN 

(1976) qui ont étudié le transport axonal apres injection 

d'acides aminés marqués dans la moelle épinière de Rat. 

Les acides aminés marqués qui pénétrent dans le corps cellulaire, 

vont être incorporés dans les protéines nouvellement synthétisées. 

Une grande partie de ces protéines marquées s'achemine dans 

l'axone en direction de la synapse. 

Après une dizaine ou une vingtaine de jours,on sectionne l'axone 

en petits morceaux de même longueur et on étudie la composition 

en protéines marquées dans chaque morceau,par électrophorèse 

suivie d'une autoradiographie. 
L 

Ces auteurs ont ainsi pu mettre en évidence un transport 

axonal lent constitué par deux groupes de protéines se déplaçant 

2 des vitesses légèrement différentes (Figure 10). 

Le premier groupe de protéines comporte la tubuline et un triplet 

de protéines 210 K,160 K et 68 K 

Le deuxième groupe de protéines correspond à la tubuline et 

des protéines 125 ~ , 8 5  ~ , 7 0  K,46 K et 35 K. 

LASEK et HOFFVANN ont émis l'hypothèse que les micro- 

-tubules et les neurofilaments se déplacent en même temps dans 

1'axone.Ceux-ci formeraient un _______________---  réseau en mailles qui serait ____-___-_-------- 
conduit vers la synapse par un système analooue à 

celui de l'acto-myosine etqui-setrouverait à la périphérie 

de l'axone , ancré sur la membrane axoplasmique. 

Ce réseau en razilles se déplaçant en direction de la synapse 

entrainerait en même temps tout l'axoplasme avec ses v.ésicules 

et sussi ses protéines. 

Au niveau de la synapse se trouverait donc un système protéo- 

-lytique capable de dissocier les neurofilaments. 

Les protéases activabis par l-e calcium qui dépolymériserait 

en même temps les ir,icrotubules. 

Cette hypothèse est étayée par de nombreux faits expérimentaux. 

Une des expériences les plus simples et les plus probantes 

consiste à ligaturer llaxone.On observe alors un gonflement 
" P/ 

de l'axone côté corps cellulaire.AprEs avoir enlevé la ligature, 

la partie renflée de l'axone va se diriger vers la synapse à 

la vitesse du TRANSPORT AXONAL LENT. 



GRIFFIN et al(1978) on étudié l'action de 1'IDPN. ( @,et-Lmino- 

dipropionitrile )sur le transport axonal.11~ ont montré que 

l'administration d'IDPN provoque un arrêt du transport axonal 

lent avec un gonflement de l'axone juste à proximité du carps 

cellulaire.Dans cette partie d'axone qui est renflée,on observe 

une accumulation de neurofilaments qui possèdent une forine normale. 

De même,les microtubules et les filaments d'actine qui migrent 

avec le transport axonal lent sont également bloqués. 

Le transport axonal lent est donc un phénomène de 

transport cytoplasmique très spécialisé mais il est raisonnable 

de penser qu'il repose sur des mécanismes fondamentain qui existent 

dans tous les types de cellules.Le transport axonal devrait donc 

représenter un modèle d' étude très intéressant pour la conpréhension 

des mécanismes de transport cytoplasmique dans tous les types 

cellulaires. 

R e v u e s  g e n é r a l e s : L A S E K ( 1 9 8 0 )  ,SCEWARTZ ( 1 9 8 0 ) ,  F I L L I A T R E A ? J (  1 9 8 0 ) .  
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1) PREPARATION DES MICROTUSULES (D ' après la méthode de SHELANSKI, 19 73) 

Cette préparation s'effectue à partir de trois cerveaux de 

Boeuf,prélevés juste après llabattage,et transportés dans de la 

glace jusqu'au 1aboratoire.A partir de ces ceiveauxfaprès lavage 

par du sérum physiologique et élimination des méningesron prépare 

400 g de substance grise. 

HOMOGENEISATION: 400 g de substance grise sont homogénéisés dans 

400 ml de tampon Mes [ acide 2- (N-morpholino) éthane sulfonique 
0,l Majusté à pH 6,s avec NaOH 1 M; MgC12 0,5 mM,EGTA 1 mM , 1 
dans un Waring Blendor,3 x 10 secondes à faible vitesse puis 

3 x 10 secondes à qrande vitesse. 

L'homogénat est centrifugé 15 min à 30 000 g.Le surnageant est 

prélevé et ensuite centrifugé pendant 30 min à 110 000 g. 

Au surnageant ainsi obtenu sont ajoutés 20 % de glycerol et 

1 mM de GTP . 
LA POLYMERISATION des microtubules est induite par une élévation 

de la température à 37OC pendant 20 min puis les microtubules 

formés sont centrifugés 45 min à 110 000 g à 30°C. 

LA DEPOLYMERISATION s'effectue en homogénéisant le culot de 

microtubules dans 80 ml de tampon Mes,à 40Cfet en centrifugeant 

l'homogénat 30 min à 110 000 G. 

A partir du surnageant obtenufun deuxième cycle de polymérisation 

est induit,après avoir ajouté 1 mM de GTP et 20 % de qlycerol. 

Le culot de microtubules de deuxième cycle obtenu après .......................... --- 
centrifugation est à nouveau homogénéisé dans 40 ml de tampon 

Mes 2 4OC et centrifugé 30 min à 110 000 g pour éliminer le 

matériel non-dépolymérisable (Figure 11) . 

La solution de protéines microtubulaires peut être stockée 

à -20°C pendant un mois sans perdre son pouvoir de polymérisation. 

Pour cela les culots de microtubules de deuxième cycle sont 

homogénéisés doucement dans un tampon Mes,glycerol 8 M et 

stockés au froid 



CERVEAU DE BOEUF 
- 5 9 -  

CULOT 

HOMOGENEISATION -b CENTRIFUGATION PROTE1 NES SOLUBLES 

Z 1 N D U L T I  ON 

P O L Y M E R T S A T l O N  7 - C  4 
CENTRI FUGATION 

D E P O L Y M E R T S A T S U N  1 - C  -.C Ux SURNAGEANT 

CENTRIFUGATION 4- HOMOGENEISATION 4- CULOT DE MICROTUBULES 

t CULOT D E  PREMIER CYCLE 

PROTE INES SOLUBLES 

4 4 :  1 NDUCTI  ON P O L Y M E R T S A T T O N  T I - C  

+ D E Y O L Y ~ M E R 1 S A T 1 U N  7 1 - C  

f CULOT DE MICROTUBULES+ HOflOGENEISATION 
D E  DEUXIÈME CYCLE v 

CENTRIFUGATION 
SURNAGEANT 

: €,tapu ù 4 O C  

41cuLoT 
PROTEINES SOLUBLES 

: €Lapu ù 3 7 O C  

1 - C , 7  1 - C ,11 i - C : pemim, deuu2rne ex -t.tu&èrne cyc le  Z 
P O L Y M E R l S A T i O N  7 7 1 - C  

CULOT DE MICROTUBULES 
v 

CENTRIFUGATION 
DE T R O I S I ~ E  CYCLE 

SURNAGEANT 

FIGURE 11 

PRINCIPALES ETAPES DE LA PREPARATION DES MICROTUBULES. 



II) PREPARATION DES FILADENTS DE 10 m. (neürofilamentç) 

La préparation s'effectue à partir de la moellefaprès 

élimination des méninges et lavage par du sérum physiologique. 

HOIYOGENEISATION 

250 g de moelle sont homogénéisés dans 400 ml de tampon Nes, 

dans un Waring Blendor(3 x 10 sec à faible vitesse et 3 x 10 sec 

à grande vitesse) ,en chambre froide. 

L'homogénat est centrifugé 15 min à 3 0  000 g.Le surnageant obtenu 

est receitrifqé 30 min à 110 000 g. 

On décante soigneusemnt le surnageant et on y ajoute 20 % de 

glycérol. 

Aprés élévation de la temparature à 37OC pendant 20 min, 

on centrifuge 4 5  min à 110 000 g à 30°C. 

Le culot obtenu est homogénéisé dans 60 ml de tanpon Ees à 4OC et 

l'homogénat est centrifugé 30 min à 110 000 g ,à 4OC. 

On obtient ainsi le culot de necrofilaments _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  de ~ r ~ i e r  -___-_______ cvcle. 

A partir du surnageant,on induit un deuxième cycle de préparation 

après avoir ajouté 20 % de glycérol et chauffé la solution 

20 min à 37°C.Après une centrifugation de 4 5  min à 110 000 g 

à 30°c,le culot obtenu correspond aux neurofilamen'cs de 

deuxième cycle, (DELACOURTE et a1.,1980,a). 



111 ) ETUDE MORPHOLOGIQUE 

D e s  c o l o r a t i o n s  n é g a t i v e s  s o n t  ob tenues  en 

déposant  une g o u t t e  de l a  suspens ion  p r o t é i q u e  s u r  une g r i l l e  

r ecouve r t e  d '  une membrane P io loform F (STOCKEM, 1968) ou  de 

Formvar . 
Avant d ' a p p l i q u e r  l e  c o n t r a s t a n t  s u r  l a  g r i l l e ( 2 0 0  n i a i l l e s  

en g é n é r a l )  , c e l l e - c i  e s t  r i n c é e  avec envi ron  10 g o u t t e s  d 'une  

s o l u t i o n  de  K C 1  0 , l  M, l aque l l e  e s t  é l iminée  e n s u i t e  avec  du 

p a p i e r  f i l t r e .  

Une g o u t t e  d ' a c é t a t e  d ' u r a n y l e  à 0 , 5 %  dans de l ' é t h a n o l  à 50 % 

es t  ixrmédiatement aj0utée.Aprè.s 5  à 10 s e c o n d e s , l e  c o n t r â s t a n t  

e s t  é l iminé  e t  l a  g r i l l e  e s t  séchée  pendant 1 à 2 minutes .  

L e s  p r é p a r a t i o n s  s o n t  examinées a u  microscope é l e c t r o n i q u e  

( P h i l i p s  300, J e01  100 C ou  Siemens 1A) . 

B)-F ixa t ion  e t  i n c l u s i o n  ..................... 

Les c u l o t s  de c e n t r i f u g a t i o n  à a n a l y s e r  s o n t  

l a v é s  dans un tampon cacody la t e  0 , l  M,pH 7 , 2  e t  f i x é s  dans un 

tampon c a c o d y l a t e  0 , l  M con tenant  2 %  de g l u t a r a l d e h y d e , à  4OC.  

L e  c u l o t  e s t  e n s u i t e  l a v é  dans l e  tampon cacody la t e  e t  f i x é  

à nouveau dans un tampon c a c o d y l a t e  0 , l  M con tenan t  1% de 

t é t r o x y d e  d '  osmium (p/v) pendant 1 heure  à t empéra ture  ambiante,  

r i n c é  avec l e  tampon ~ a c o d y l a t e ~ d e s h y d r a t é  e t  i n c l u s  dans de 

l t a r a l d i t e . L e s  coupes u l t r a f i n e s  s o n t  c o n t r a s t é e s  une minute 

avec 1% d ' a c é t a t e  d ' u r a n y l e  dans de  l ' a l c o o l  à 50 % e t  10 minutes  

avec du c i t r a t e  de plomb,selon l a  méthode d é c r i t e  p a r  XEYNOLDS 

(1963) .  

Les coupes s o n t  examinées avec l e  microscope S l e c t r o n i q u e  
JEOL 100 C .  



FIGURE 12 

SOLUTION DE PROTEINES MICROTUBULAIRESA 4OC OBSERWE 

EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE(Contraste néaatif). 

Les protéines microtubulaires obtenues après deux cycles 

de purification et élimination du matériel non-déplmrisable , 
se présentent sous la forme d'anneaux simples,d'anneaux 

doubles et de courts protofilaments spiralés lorsque 

la température est inférieure à 10°C. 

A: anneaux et protofilaments enchevétrés . 
B: même observation à un grossissement supérieur. 

6 :  Anneau double 

D: Anneau simple (une flèche) et anneaux doubles (2 flèches) . 

Chaque barre représente 50 nanomètres . 





FIGURE 13 

OBSERVATIONS DE LA POLYMERISATION DE MICROTUBULES DE 

TROISIEPnE: CYCLE. 

A )  Microtubules après 2 minutes d'incubation à 3 7 O C .  

B) MTs après 4 minutes d'incubation. 

C )  MTs apres 8 minutes d'incubation. 

On peut observer notamment un allongement progressif 

des microtubules. 

Chaque barre représente 5 0 nanomètres. 





I V )  ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE EN FIILIEU SDS ...................................................... 

C e t t e  t echnique  permet de  s é p a r e r  l e s  p r o t é i n e s  uniquement 

en f o n c t i o n  de l e u r  po ids  mo lécu la i r e .  

Les mélanges p ro t é iques  à a n a l y s e r  s o n t  t r a i t é s  p a r  un d é t e r g e n t  

i o n i q u e , l e  dodécyl s u l f a t e  de sodium(SDS) . 
Ce d é t e r g e n t  s e  f i x e  t r è s  fo r tement  s u r  l a  p r o t é i n e , p r i n c i p a l e m e n t  

p a r  des  l i a i s o n s  hydrophobes , en  mod i f i an t  sa  conformation.  

L e  complexe protéine-SDS prend une con£ i g u r a t i c i i  s t a b l e  

sous  forme a l longée  ( r o d l i k e  p a r t i c l e )  dont  l a  longueur  es t  

uniquement fonc t ion  du po ids  mo lécu la i r e  de  l a  p r o t é i n e .  

D e  p l u s  , l a  p résence  du 2-mercapto-éthanol dans l e  tampon 

peu t  r é d u i r e  l e s  ponts  d i s u l f u r e s  e t  p e r m e t t r e  l a  l i b é r a t i o n  

de sous -un i t é s  p r o t é i q u e s  encore  r a t t a c h é e s  e n t r e  e l l e s  p a r  

des  l i a i s o n s  d i s u l f u r e s  ( f i g u r e  1 4 )  . 
L e  SDS s e  f i x e  dans un r a p p o r t  de 1 , 4  gramme p a r  gramiïe de 

p r o t é i n e . C e t t e  f i x a t i o n  s ' e f f e c t u e  en 2 4  heu re s  à t empéra ture  

ambiante ( e t  en 3 minutes à 1 0 0 ° C )  .La conkrmation des  complexes 

SDS-protéine a  notamment é t é  é t u d i é e  p a r  REYNOLDS e t  TANFORD(1970). 

L e  SDS comporte une cha ine  a l i p h a t i q u e  de 1 2  

carbones  e t  possède un groupement s u l f a t e  à son  e x t r é m i t é .  

En se f i x a n t  s u r  l a  p r o t é i n e , l e  SDS appor t e  donc des  charoes  

n é g a t i v e s  à l a  p r o t é i n e .  

L e  r a p p o r t  SDS-protéine é t a n t  c o n s t a n t , " l l u n i t é  de charge"  

pour l e s  p e t i t e s  e t  l e s  grandes  p r o t é i n e s  est i d e n t i q u e .  

S e u l e , l a  t a i l l e  de l a  s t r u c t u r e  SDS-protéine v a r i e r a  en 

f o n c t i o n  de l a  t a i l l e  de l a  p r o t é i n e .  

L e s  p r o t é i n e s  mig ren t  à t r a v e r s  l e s  mail les formées 

dans l e  g e l  de po lyacry lamide ,en  d i r e c t i o n  de  l ' a n o d e .  

Les p e t i t e s  p r o t é i n e s  mig ren t  t r è s  rapidement t a n d i s  

que l e s  g r o s s e s  p r o t é i n e s  s o n t  f r e i n é e s  p a r  l e s  

r é t i c u l a t i o n s  du g e l  de po lyacry lamide(  F i g u r e  1 5 )  . 



Il a été établi que la migration de la protéine est 

proportionnelle au logarithme du poids moléculaire de la 

protéine. 

La séparation entre les protéines est affinéelsi l'on 

utilise un gradient de réticulation(5 à 15% pour nos études, 

voir page77) au lieu d'utiliser un gel a réticulation 

unique (7,5% en général) . 



FIGURE 1 4  

1) TRAITEMENT DE LA S O L U T I O N  PROTEIQUE 

La s o l u t i o n  p r o t é i q u e  à a n a l y s e r  e s t  t r a i t é e  p a r  une 

s o l u t i o n  r é d u c t r i c e  q u i  coupe les pon t s  d i s u l f u r e s  des  

p r o t é i n e s l e t  un d é t e r g e n t  i o n i q u e , l e  dodecyl  s u l f a t e  de 

sodium,qui s e  f i x e  t r è s  fo r tement  s u r  l a  cha lne  po lypep t id ique .  

I l  en r é s u l t e  une d e s t r u c t u r a t i o n  des  p r o t é i n e s . C e l l e s - c i  vont  

p e r d r e  l e u r s  conformat ions  n a t i v e s r s e  d é r o u l e r  e t  p rendre  

une forme a l l o n g é e  dont  l a  t a i l l e  s e r a  f o n c t i o n  uniquement 

du po ids  mo lécu la i r e .  

FIGUIIE 15 

2 )  M I G R A T I O N  DES PROTEINES 

Les p r o t é i n e s  t r a i t é e s  p a r  l e  SDS s o n t  a l o r s  chargées  

négativement e t  vont  mig re r  v e r s  l l anode .Ces  p r o t é i n e s , p l u s  

ou moins f r e i n é e s  dans l e s  r é t i c u l a t i o n s  du g e l  de 

po lyacry lamide ,vont  ê t r e  s épa rées  uniquement en f o n c t i o n  

de l e u r  t a i l l e , c l e s t  à d i r e  de l e u r  po ids  mo lécu la i r e .  

L a  p r o t é i n e  A , d e s t r u c t u r é e , a  un po ids  mo lécu la i r e  s u p é r i e u r  

à c e l u i  de l a  p r o t é i n e  B. 



ELECTROPHORESE EN G E L  D E  POLYACRYLAMIDE EN M I L I E U  SDS 

1) TRAITEMENT DE LA PROTEINE ......................... 
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Toutes nos électrophorèses sont effectuées selon la technique 

classique décrite par LAEMMLI(1970). 

Toutes les électrophorGses sur gel de polyacrylamide sont faites 

sur des plaques rectangulaires,selon un système vertical. 

Les compositions des gels et du tampon électrode sont celles 

données par LAEMMLI(1970).L'appareillage et la méthodo1ogi.e 

utilisés sont également ceux décrits par LAEW4LI et FAVRE(1973). 

Le gel comprend deux parties:une partie gel de séparation qui 

est un gradient d'acrylamide de 5 à 15 %,pH 8,3 et une partie 

supérieure constituée par le gel de concentration qui est 

un gel d'acrylamide à 3% avec un tampon plus acide(pH 6,8). 

Avant la polymérisation du gel de concentrationton place un 

peigne en matière plastique qui délimite les petits puits 

dans lesquels sont faits les dépots. 

A) Constitution des aels. 
------------------Aii i  

Les gels sont préparés à partir de différentes solutions que 

l'on peut conserver à 4OC pendant plusieurs semaines, 

Il s'agit des solutions suivantes: 

1) Solution d'acrylamide à 5% 

acrylamide 50 g 

bis-acrylamide 1 ~ 3 3  

Tris 45t3 g 

SDS 1,O g 

Temed 300 1.11 

HC1 5,6 N p u r  ,obtenir le pH de 8,8 
q.s.p H20 1 litre 

II) Solution d'acrylamide à 15% 

acrylamide 150 g 

bis-acrylanide 3,99 9 

Tris 45,3 g 

SDS 1,o g 

Temed 300 1-11 

Saccharose 200 g H C ~  5,6 N pourobtenirpH 83. 
q.s.p Hz0 1 litre 



III) Solution de concentration ......................... 
Acrylamide 30 g 

Bis-Acrylamide 018 g 

Tris 1511 g 

Temed 500 pl 

SDS 110 g 

HC1 5 , 6  N pour,c,btenir un pH de 6,8 

q.s.p H20 1 litre 

Pour préparer simultanément 4 gels de séparationfil faut 55 ml 

des solutions 1 et II. Le câtalyseu utilisé est le persulfate d'ammnim. 

Le persulfate est ajouté extemporanément;Il faut 320~11 d'une 

solution à 100 mg/ml dans de l'eau pour 55 ml de solution I + II. 

Pour le gel de concentration,il faut 10 ml de solution de 

concentration no III + 500 pl de persulfate. 

Le gradient dlacrylamide est effectué à l'aide d'une pompe 

péristaltique,selon la méthode décrite par PharmaciaiBois d1AFa7Y ) 
dans ses fiches techniques. 

Préparation des gels 

Le réservoir qui contiendra le gel polymérisé est constitué 

par 2 plaques de verre,rectangulaires,de dimension 100 x 150 mm 

écartées de 1,5 mm par deux entretoises en matière plastique, 

le tout maintenu par 4 pinces. 

Avant de couler le gradient d'a~rylamide~il est nécessaire de 

couler un bouchon d1acrylamide(5 ml de solution II + 125 pl 
de persulfate) par gel. 

Le tampon d'électrophorèse utilisé se compose de: 

Tris 12 g 

Glycocolle 57,2g 

SDS 20 g 

H C ~  5,6 N pour obtenir un pH de 8 , 3 .  

q. s.p H20 1 litre 

(A diluer au 1/4 au moment de i1emsloi). 



C) COMPARAISON DE DEUX PROTEINES PAR LA TECHNIQUE DES CARTES 
PEPTIDIQUES SUR GEL D'ACRYLAMIDE (CLEVELAND e t  a l ,  1 9 7 7 )  . 

Exemple donné pour une comparaison de  deux p r o t é i n e s  d ' o r i g i n e  

d i f f é r e n t e  , de  ~ ê m e  po ids  mo lécu la i r e  mais  de s t r u c t u r e  

chimique d i f f é r e n t e .  

1) Tra i tement  des  deux s o l u t i o n s  p r o t é i q u e s  d'oriqine différente, 

l a  premiGrecontenant e n t r e  a u t r e s  l a  p r o t é i n e  A , e t  l a  seconde 

l a  p r o t é i n e  B . L e s  p r o t é i n e s  A e t  B possèdent  l e  m ê m e  poids  

m o l é c u l a i r e .  L e  t r a i t e m e n t  se f a i t  en p ré sence  de 2 à 5 % 

de SDS e t  de 5 % de mercapto-éthanol  , en  c h a u f f a n t  à 100 "C 

pendant  3 m i n u t e s . ( v o i r  l a  d e s c r i p t i o n  du p r i n c i p e  page 6 9 ) .  

2 )  G e l  p r é p a r a t i f  

Chaque mélanqe p r o t é i q u e  e s t  déposé s u r  un g e l  d ' ac ry l amide  

p r é p a r a t i f . A p r è s  l a  m i g r a t i o n I l e s  p r o t é i n e s  s o n t  r epé rées  

s u r  l e  g e l  p a r  une c o l o r a t i o n  d i s c r è t e  a u  Bleu de Coomassie. 

L e s  bandes du g e l  d ' ac ry l amide  cor respondant  aux p r o t é i n e s  

A e t  B s o n t  découpées du g e l  . 

1 l ~ é ~ o t  p r o t é i n e  A + € i l  
l g e l  de c o n c e n t r a t i o n  l 
r g e l  de  s é p a r a t i o n  

7 

Dépot p r o t é i n e  B + E  A 

g e l  de c o n c e n t r a t i o n  

g e l  de s é p a r a t i o n  

PROTEINE A PROTEINE B 

/' 

1 5 % .  

Chaque t r a n c h e  d ' ac ry l amide  cor respondant  aux p r o t é i n e s  

A e t  B e s t  e n s u i t e  découpée en p e t i t s  morceaux q u i  
1 

s e r o n t  u t i l i s é s  pour l ' é t a p e  s u i v a n t e .  , 

PROTEINE A l PROTEINE B 

i 

, 

15% 



3) HYDROLYSE ENZYMATIQUE ET MIGRATION DES PEPTIDES OBTENUS 
---de------------- ..................................... 

Les morceaux du gel dlacrylamide contenant les 

protéines A et B sont déposés alternativement dans chaque 

puits du gel.Dans ces mêmes puits sont ajoutées des quantités 

croissantes d'un enzyme protéolytique dissout dans le tampon 

dlélectrophorèse(par exemple la papaïne ou la pronase) 

contenant 10 % de glycerol pour éviter la diffusion. 

Après l'établissement du courant d'électrophorèse, 

les protéines A et E sortent des morceaux d'acrylomide et 

migrent ainsi que lfenzyme,en direction de l'anode. 

Dans le gel de concentration,les protéines A et B sont en 

contact avec l'enzyme et elles sont protéolysées. 

Cette protéolyse peut être augmentée en jouant sur les 

concentrations d'enzyme déposées . 
Ensuite,les protéines et les peptides obtenus 

"sortent" du gel de concentration pour pénétrer dans le 

gel de séparation.Ceux-ci sont alors séparés en fonction 

de leur poids moléculaire. 

1 Tampon d'électrophorèse-Cuve supérieure 

Gel de concentration 

Gel de séparation 
3) : Séparation 

des 

LEGENDE : B: protéine B 
E : Enzyme 

4 .e 
5) Conpraison des produits 

de protéolyse obtenus 



4) COMPAFUIISON DES PRODUITS DE PROTEOLYSE -------------------------------------- 

Après l'hydrolyse enzymatiqueIles peptides 

migrent en direction de llanode.Ensuite le gel d'acrylamide 

est coloré au bleu de Coomassie et on peut comparer les 

produits de protéolyse des protéines A et B. 

Dans l'exemple donné page 73, les protéines A et B sont 

différentes puisque les peptides libérés migrent différemment. 

Généralement,l1expérience peut être complétée 

par 2 ou 3 comparaisons des hydrolysats obtenus avec des 

enzymes différents.Chaque carte peptidique est spécifique 

de l'enzyme utilisé. 

S i  les cartes peptidiques obtenues à partir de deux protéines 

d'origine différente sont identiques après l'emploi de . 
trois enzymes différentsril est pratiquement certain que 

ces protéines possèdent une structure chimique identique. 

Il a été montré que l'alpha- et la béta-tubuline sont deux 

protéines très voisines (voir page 24) . Ces deux protéines 
comparées par cette technique montrent des cartes peptidiques 

différentes. 

Ces résultats indiquent donc que la technique est très 

spécifique(CLEVELAND et al. ,1977). 



V) GEL-FILTRATION (Tamisage molécu la i r e )  . 

1) P u r i f i c a t i o n  d e s  f i l a m e n t s  de  10 nm. ................................... 

P r i n c i ~ g :  Au cours  d ' u n e  g e l - f i l t r a t i o n I l e s  molécules  de -------- 
p l u s  grande t a i l l e  ne s o n t  pas  r e t enues  p a r  l e s  trames du 

g e l  e t  s o n t  e x c l u e s . E l l e s  s o r t e n t  donc en premier  a u  cours  

de l ' é l u t i o n .  

Dans l e  c a s  d ' u n  mélange p r o t é i q u e  contenant  

des  f i l a m e n t s  de 10 nm,ces d e r n i e r s  s o n t  e x c l u s  t a n d i s  que 

l e s  p r o t é i n e s  (ou l e s  a s s o c i a t i o n s  de p r o t é i n e s )  ayant  un 

po ids  mo lécu la i r e  i n f é r i e u r  à 50 m i l l i o n s  de d a l t o n s  s o n t  

r e t e n u e s  en f o n c t i o n  de  l e u r  po ids  m o l é c u l a i r e , s i  l ' o n  

t r a v a i l l e  avec un Bio G e l  A 50-m. 

L ' i n t é r ê t  de  c e t t e  t echnique  e s t  de s é p a r e r  

f ac i l emen t  l e s  f i l a m e n t s  des  a u t r e s  c o n s t i t u a n t s  p r o t é i q u e s  

(BERXOWITZ e t  a l .  ,1977) . 

En u t i l i s a n t  un tampon Mes-NaC1 1 MIon d i s s o c i e  

l e s  polymères de t u b u l i n e  s e  t r o u v a n t  dans l a  s o l u t i o n  

de d é p a r t  (comme l e s  anneaux s imples  e t  doubles )  q u i  s o n t  

e x c l u s  e t  v iennent  contaminer  l a  f r a c t i o n  con tenan t  l e s  

f i l a m e n t s  de 10 nm. 

g ~ t h o d o l o q i g :  Nous ,avons u t i l i s é  une colonne "i?harmacia" ------------ 
de 1 mètre  de hau t  e t  de  2 ,5  cm de d i amè t r e , r empl i e  p a r  

un Bio-Gel A 50-m(50-100 mesh) . L e  tampon d ' é l u t i o n  e s t  un 

tampon Mes-NaC1 1 M  e t  l e  d é b i t  e s t  de  1 2  m l  p a r  heure .  

Nous avons déposé de 50 à 100 m g  de  p r o t é i n e s . L e s  p r o t é i n e s  

é l u é e s  s o n t  r epé rées  p a r  une mesure de l a  d e n s i t é  o p t i q u e  

de l ' é l u a t  à l a  s o r t i e  de  l a  co lonne ,à  une longueur  

d 'onde  de 280 nm. 



2) Séparation des protéines de neurofilaments -- ------------ .......................... 

Nous avons choisi un gel très stable,le 

Sépharose CL 4B(Pharmacia) pour séoarer les protéines 

en milieu dénaturant.Dans un tampon Tris 0,l M,chlorhydrate 

de guanidine 5 M,dithiotréitol 2 mM ,pH 8 , 3  qui sert 

également de tampon dlélutionlon dissout 150 mg de 

neurofilaments.La solution est portée à 60°C pendant 

30 minutes pour dissocier totalement les neurofilaments. 

Nous utilisons 2 colonnes de 1 mètre de haut 

et 2,5 cm de diamètre en continu.Le débit est de 12 ml 

par heure et la densité optique de l'éluat est lue à 280 nm. 

La séparation s'effectue à température ambiante. 



Y -  R E S U L T A T S  



1) M I S E  E N  E V I D E N C E  D E  L ' I S O L E M E N T  D E  F I L A M E N T S  D E  70 nm . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
AU C O U R S  D E S  C Y C L E S  D E  P R E P A R A T I O N  D E S  M I C R O T U B U L E S .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Les microtubules sont généralement préparés suivant 

la méthode de SHELANSKI (1973) .Au cours des deux premiers 

cycles de préparation (voir page 63 ) ,nous avons observé la 

présence de filaments de 10 nrn de diamètre dans les culots 

de microtubules obtenus après les cycles de polymérisation, 

et dans les culots de matériel sédimentable,non-dépolymérisable 

des deux premières étapes de dépolymérisation à 4OC(voir la 

figure suivante). 

Ces filaments ont été observés pour la première fois par KEATES 

et HALL(1975).Nous pouvions supposer qu'ils correspondaient 

à des protofilaments de tubuline plus ou moins dénaturée. 

Cependant,la quantité très importante de ces filaments collectés 

après les étapes de dépolymérisation d'une part,et leur forme 

très régulière d'autre part, laisse présager que ces filaments 

correspondent à autre chose qu'à des associations de protéines 

dénaturées. 

Pour préciser leur origine et éventuellement leur rÔle,nous 

avons purifié la fraction contenant ces filaments et noGs avons 

ensuite déterminé leur composition en protéines. 

~près l'étape de dépolymérisation des microtubules, 

le matériel non-dépolymérisable est centrifugé à haute vitesse. 

Parmi ce matérielfil y a les filaments de 1.0 nm mais également 

des associations de tubuline à 4°C,nota~ment des anneaux 36s 

et des petits protofilaments (voir figure 12,page 67 . ) .  

En milieu NaCl 1,O M,les associations de tubuline sont 

d6pol~~Prisées alors que les filaments de 10 nrn ne le sont pas. 

Aprés homogénéisation de la fraction non-dépolyméïisable dans 

un tampon NaCl lMfle matériel centrifugé correspond alors à 

une fraction enrichie en filaments de 10 nm,dépoarvue des protéines 

microtubulaires solubles. 

Cette fraction a été étudiée en microscopie électronique . 
Nous avons également établi sa composition en protéines. 



CERVEAU DE BOEUF 
CULOT 

HOMOGENEISATION 8-b CENTRIFUGATION PROTE1 NES SOLUBLES 

CENTRIFUGATION 
D E P O L Y M E R I S A T Z O N  7 - C  -+ SURNAGEANT 

CENTRIFUGATION ,. f-- HOMOGENEISATION CULOT DE MI CROTUBULES 

+ PROTEINES SOLUBLES H O M O G E N E I & A T I O N  D A N S  D U  M e s - N a C I  1 M + + - 

1 
C e n t r i f u g a t i o n  

t 
CULOT CE -FI LAMEiUTS DE 10 NM 1 

P O L Y M E R I S A T 7 O N  7 1 - C  1 NDUCT 1 ON 

+ D E Y O L Y I M E R ~ S A T ~ O N  7 7 - C  

fi CULOT DE MICROTUBULES+ HOMOGENEISATION 
D E  DEUXIÈME CYCLE 'I 

CENTRIFUGATION 
SURNAGEANT 

: EXape~ à 4 * C  

: E R u p e ~  à 3 7 O C  

P O L Y M E R 7 S A T 3 0 N  7 2 1 - C  

CULOT DE MICROTUBULES 
v 

CENTRIFUGATION 
DE TROISI~ME CYCLE 

SURNAGEANT 

F I G U R E  16 

Préparation de la fraction contenant des filaments de 10 m. 



Les observations en microscopie électronique par 

constraste négatif montrent que les filaments de 10 nm possèdent 

un diamètre régulier,qu ' ils sont longs, f lexihles, 
et qu'ils ne possèdent pas de ramifications ou de points de 

branchements ( Figure 17). 

Ces filaments ne sont pas "décorés"par les chaînes lourdes 

de la myosine(H.M.M:Heavy Mero Myosin),ce qui indique que 

l'actine n'interagit pas directement avec les filaments de 10 nrn 

et qu'elle n'est pas intégrée dans la structure du filament 

(Etude effectuée par F.H.HILDEBRAND,selon la technique 

décrite dans sa thèse de Sciences,1978 ,LILLE). 

Les filaments de 10 nm observés aprss les cycles de déplynGrisation 

semblent parfois être décorés de petits granules tandis que 

les filaments lavés par -le NaCl 1 M sont plus lisses. 

Ces filaments, observés au cours des di£ férentes étapes de 

préparation des microtubules,et après l'étape ultérieure 

de purification dans le tampon Mes-NaC1 1M sont présentés 

figure 18. 

FIGURE 17 

Microtubules et filaments de 10 nm observés au cours du premier 

cycle de préparation.MT:Microtubules;F - 10 nm:Filaments de 10 nm. 

Partie supérieure:grossissement 44 000 . 
gartie inférieure:grossissement 120 000. 





FIGURE 18 

Filaments de 10 nm observés au cours des étapes de préparation 

des microtubules et après 1' étape de purification des filaments 

dans le tampon Mes-NaC1 1 M. 

a) Etape de polymérisation.0n peut observer des microtubules 

et des filaments de 10 nm. 

b) Etape de dépolymérisation.Les filaments de 10 nm sont 

environnés d'anneaux 36 S. 

c) Filaments de 10 nm lavés par le tampon Mes-NaC1 1 M. 





La composition en protéines de la fraction 

purifiée contenant les filaments de 10 nm a été étudiée par 

électrophorèse en gel de polyacrylamide en milieu SDS(voir 

chapitre technique page 66 ) .  

Comme le mn-trrent les électrophorèses figure 19, les filaments 

sont constitués d' une protéine majeure qui migre comme 

tubuline et de protéines de haut poids moléculaire(70 000 

160 000,210 000 et 300 000 daltons). 

La protéine majeure migre exactement comme la tubuline. 

Lorsque les conditions d'électrophorèse permettent de séparer 

l'alpha et la béta tubulinetla protéine majeure des filaments 

de 10 nm se sépare en deux bandes qui migrent comme les 

sous-unités de tubuline. (figure 19 ,B) . 
De même,cette protéine migre comme la tubuline lorsque cette 

dernière ne donne qu'une bande 55 K (figure 19,~). 

Les conditions électrophorétiques qui permettent une bonne 

sé2aration de l'alpha et la béta tzbuline ne sont pas encore 

bien définies Pour cette expérience, nous avons utilisé une carboxy- 

-méthylation,selon les conditions décrites par EIPPER(1972), 

qui permet la séparation des deux tubulines. 

Les protéines qui possèdent un poids moléculaire de 300 000 

sont les MAPs 1 et 2 (Microtubule Associated Proteins) appelées 

également Facteur TAU 2 par l'équipe de KIRSCHNER( CLEVELAND 

et a1.,1977,a et b). 

Il nous restait donc à déterminer l'origine des trois protéines 
de pids mléculaires 210 CCO, 160 CCO et 70 CC0 daltons que nous apsllemns 

les protéines 210 Kr160 K et 70 K. 

Au cours des deux premiers cycles de préparation,la composition 

en protéines des fractions de filaments de 10 nrn est identique. 

Cependanttau troisième cycle,les microtubules sont très purifiés 

et les filaments de 10 nm ont pratiquement disparu. 

Simultanément,on observe la disparition des protéines 210 K,160 K 

et 70 K. Ces 3 protéiness2mblent donc associées à la présence 

des filaments de 10 nm.(DELACOURTE et a1,1977-a). 



FIGURE 19 

COMPARAISON DES PROTEINES DE LA FRACTION MICROTUBU1,AIRE ET 

DE LA FRACTION DE FILAMENTS DE 10 nm.Les solutions protéiques F  ei: MT ont  été déposées 

en quantité croissante p u r  pemttre une comparaison des protéines mjeures  e t  mineures. 

A : La f r a c t i o n  de f i l a m e n t s  d e  10 nm est  c o n s t i t u é e  d ' u n e  p r o t é i n e  

majeure  q u i  m i g r e  c o m m e  l a  t u b u l i n e , e t  d e  3 p r o t é i n e s  2 1 0  K,160 K e t  7 0  K .  

B :. L e s  p r o t é i n e s  o n t  é t é  carboxyméthylées  pow f a v o r i s e r  l a  s é p a r a t i o n  

e n t r e  1' a l p h a  e t  l a  b é t a  t u b u l i n e  (EIPPER, 1972 ) . 
Nous pouvons o b s e r v e r  q u e  l a  p r o t é i n e  majeure  des f i l a m e n t s  d e  10 nm 

d o n n e r d a n s  les m ê m e s  c o n d i t i o n s , 2  bandes  q u i  m i g r e n t  c o m m e  l ' a l p h a  

e t  l a  b é t a  t u b u l i n e .  

F: F i l a m e n t s  d e  10 nm. 

MT: M i c r o t u b u l e s  

MAPs:  M i c r o t u b u l e  A s s o c i a t e d  P r o t e i n s  

A c :  A c t i n e  





P a r  c o n t r e , l a  p résence  de l a  t u b u l i n e  e t  de s  PAPs dans 

l a  f r a c t i o n  con tenan t  l e s  f i l amen t s  de  10 nm peuvent 

cor respondre  à un a g r é g a t  de  p r o t é i n e s  m i c r o t u b u l a i r e s .  

Nous avons remarqué q u ' a u  t r o i s i è m e  c y c l e  de  p r é p a r a t i o n  des  

micro tubules ,une  p e t i t e  quantité de m a t é r i e l  non-dépolymérisable 

dans l e  tampon M e s - N a C 1  1 M  e s t  cons t i t u6eun iquenen t  de 

t u b u l i n e  e t  de MAPs e t  ne c o n t i e n t  pas  de f i l a m e n t s  de 10 nm. 

I l  s ' a g i t  donc t r è s  prokablement d ' a g r é g a t s  de p r o t é i n e s  

m i c r o t u b u l a i r e s  . 

Ces r é s u l t a t s  semblent  i n d i q u e r  qüe l a  f r a c t i o n  de  f i l a m e n t s  

de  10 nm e s t  c o n s t i t u é e  de deux é léments  d i f f é r e n t s :  

les f i l a m e n t s  de 10 nm e t  l e s  a g r é g a t s  de t u b u l i n e .  

Nous avons donc e s sayé  de s o l u b i l i s e r  spéc i f iquement  l a  t u b u l i n e  

se t r o u v a n t  dans c e t t e  f r a c t i o n .  

Pour c e l a  nous avons homogénéisé l a  p r é p a r a t i o n  de f i l a m e n t s  

dans des  tampons de  f o r c e  ion ique  é l e v é e  s u c e p t i b l e  de  s o l u b i l i s e r  

spéc i f iquement  l a  t u b u l i n e .  (tampon phosphate  0 ,05  M,iodure de  

potass ium 1 M,ou avec des  doses  p r o g r e s s i v e s  de c h l o r u r e  de 

sodium jusqu ' à  l a  s a t u r a t i o n l e t  c e l a  à d i f f é r e n t s  pH e n t r e  4 e t  9 )  . 
Nous avons également e s sayé  l e s  d é t e r g e n t s  non-ioniques 

comme l e  T r i t o n  X 100 ou l e  Nonidet P 40 (* )qu i  d i s s o l v e n t  

t r è s  b i e n  l a  t u b u l i n e  e t  l e s  membranes. 

Les tampons déna tu ran t s  co.une l ' u r é e  ou l e  c h l o r h y d r a t e  

de  guanid ine  o n t  également é t é  u t i l i s é s  à des  c o n c e n t r a t i o n s  

p r o g r e s s i v e s .  

Dans t o u s  l e s  ca s ,nous  n ' avons  jamais obtenu de s o l u b i l i s a t i o n  

s é l e c t i v e  d 'une  des  p r o t é i n e s  q u i  c o ~ s e n t  l a  f r a c t i o n  des 

f i l a m e n t s  de 10 m. 

Ces expé r i ences  ne nous o n t  donc pas  permis de  d i r e  s i  l a  

t u b u l i n e  e s t  l i é e  t r è s  fo r tement  aux f i l a m e n t s  de 10 nm 

ou  s i  e l l e  s e  t r o u v e  sous  forme d ' a g r é g a t s  i n s o l u b l e s  dans 

l e s  d i f f é r e n t s  tampons e s sayés .  

L a  s i m i l i t u d e  e n t r e  l e s  f i l a m e n t s  de  10 nrn que nous avons i s o l é s  

e t  l e s  f i l amen t s  i n t e r m é d i a i r e s  du cerveau  (ANDERTON e t  a l .  , 1 9 7 6 )  

e s t  é v i d e n t e .  

Polyoxyéthylène o c t y l  phénol (  n=10 : T r i t o n  X 100 
n=7,5:  Nonidet P 4 0  ) 



Nous avons remarqué que nos f i l a m e n t s  de 10 nm possédent  

un d iamèt re  e t  une £0-me s i m i l a i r e s  aux neu ro f i l amen t s  e t  

aux f i l a m e n t s  gl iaux.De p l u s , l e u r  s t a b i l i t é  dans des  tampons 

de f o r c e  ion ique  é l e v é e  e s t  une des c a r a c t é r i s t i q u e s  des 

neurof  i l amen t s  de Marrmif è r e s .  

Cependant l e s  sous -un i t é s  p r o t é i q u e s  des  f i l a m e n t s  i n t e r m é d i a i r e s  

du cerveau  son t  d é c r i t e s  comme possédant  un po ids  

mo lécu la i r e  v o i s i n  de 50 K ( v o i r  pages 39 à 4 1 )  . 

S e u l e s  , l e s  é tudes  de  LASEK e t  HOFFMANN(1976) i n d i q u e n t  

q u ' a u  t r a n s p o r t  axona l  des  neurof i laments  s o n t  a s s o c i é e s  

t r o i s  p r o t é i n e s  de po ids  mo lécu la i r e  200 K,145 K e t  68 K 

(chez l e  R a t ) .  

Nous avons eu  l a  chance de  pouvoir  c o l l a b o r e r  avec Br i an  

ANDERTON e t  nous avons pu comparer les f i l a m e n t s  de 10 nm 

i s o l é s  au cours  des  p r é p a r a t i o n s  de micro tubules  avec 

s a  p r é p a r a t i o n  de neu ro f i l amen t s  q u i  c o n t e n a i t  c e r t e s  une 

p r o t é i n e  majeure 50 K , m a i s  également t r o i s  p r o t é i n e s  210 K 

1 6 0  K e t  70 K en q u a n t i t é  a p p r é c i a b l e .  



II) COMPARAISON DES FILAMENTS DE 10 nrn AVEC LES NEUROFILAMENTS 

Dans un premier ternps,nous avons comparé le 

comportement électrophorétique des protéines de neurofilaments 

et des filaments de 10 nm,sur gel d'acrylamide-SDS. 

Comme le montre la figure 20,les trois protéines de haut poids 

moléculaire(210K,160 K et 70 K) sont des protéines communes 

aux deux types de filaments d'origine différente. 

Pour les neurofilaments,nous observons la présence d'une 

protéine 50 K,qui migre un peu plus vite que la béta-tubuline. 

Cependant,si l'on retrouve trois protéines de même 

comportement électrophorétique dans les deux structures 

filamenteuses,rien ne prouve qu'il s'agit de protéines 

chimiquement identiques. 

Nous avons donc entrepris une"comparaison chL.niqueV de ces 

protéines,en utilisant la technique très fine des cartes pepti6iqes 

en gel dlacrylamide(voir la description de la technique 

page 72-74). 

Pour chaque protéine,nous avons donc comparé les prod-uits 

de protéolyse obtenus par hydrolyse enzymatique 

(pronase,subtilisine et papaïne) à ceux obtenus dans 

les mêmes conditions à partir de la protéine de même poids 
moléculaire mais d'origine différente. 

Les conditions expérimentales utilisées, notamment le rapport 

enzyme/substrat et les temps de protéolyse dans le qe1,sont 

celles décrites par CLEVELAND et a1.,1977. 
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FIGURE 21 

COMPARAISON C _ _ _ _ - - _ _ _ - - - _ _ - _ _ _ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  DU TRIPLET DE PROTEINES DES NEUROFILAMENTS (NF) 

AVEC CELUI DES FILAMENTS DE 10 nm(F). 
L- ---- -- ------ -- ----------------- 
Comparaison par la technique de CLEVELANDet a1.,(1977). 

Les produits de protéolyse des protéines 210K des neurofilaments 

et des filaments de 10 nm,obtenus par action de la pronase, 

sont identiques(A).Il en est de méme avec la papaïne et la 

subtilisine. 

De la même manière,la carte peptidiqce Le la protéine 160 K 

des neurofilaments et des filaments de 10 nrn,obtenus par 

action de la pronase ,sont identiques(B).Il en est de même 

avec la ppaïne et la subtilisine. 

Avec la protéine 70 K provenant des neurofilaments et 

des filaments de 10 nm,on obtient également' des finger- 

prints comparables après la digestion par la subtilisine(C), 

la papaïne et la pronase. 



160 K 
+ P R O N A S E  

210 K 
+ P R O N A S E  

+ SUBTILISINE 



FIGURE 2 2  

A )  COMPARAISON DE L'ALPHA-TUBULINE ET DE LA PROTEINE 57 K 

DES FILAMENTS DE 10 nm. 

L e s  p r o d u i t s  de p ro téo lyse  ob tenus  avec l a  p a p a ï n e ( A )  , 
l a  pronase e t  l a  s u b t i l i s i n e  s o n t  i d e n t i q u e s .  

B)  COMPARAISON DE LA BETA-TUBULINE ET DE LA PROTEINE 5 3  K 

DES FILAMENTS DE 10 nm.  

L e s  p r o d u i t s  de protéolyse ob t enus  avec l a  p a p a ï n e ( B )  , 
l a  pronase e t  l a  s u b t i l i s i n e  s o n t  i d e n t i q u e s .  

C) COMPARAISON DE L'ALPHA-TUBULINE ET DE LA BETA-TUBULINE. 

L e s  p r o d u i t s  de pro téolyse  ob t enus  avec l a  pronase ( C )  , 
l a  papaïne e t  l a  sub t i l i s ine  s o n t  d i f f é r e n t s .  



MT, F ,MT, F,MT ,F ,MT,F 

pronase 



Ces deux résultats présentés par ANDEP.TON et al. et par 

BIGNAMI et DAHL ne sont pas contradi~toires~car la protéine 

50 K est hétérogène aussi bien en isoélectrofocalisation 

(THORPE et al., l979,a) qu' en électrophorèse-SDS où nous 

avons pu observer que cette protéine peut se dédoubler. 

Une de ces protéines peut donc correspondre à la protéine 

gliale et l'autre au produit de protéolyse. 



III) ORIGINE DE LA TUBULINE DANS LES PREPARATIONS ............................................ 
DE FILAMENTS DE 10 nm. ...................... 

A) Analvse et comparaison des préparations de .......................................... 
filaments de 10 nm à partir de substrats différents. ................................................... 

Les résultats obtenus sur la composition en protéines 

des neurofilaments isolés à partir du système nerveux 

périphérique(où la contamination par les cellules gliales 

est nettement moins importantelvoir pages 46-50)confirment 

d'une manière définitive que seules les protéines 210 K,160 K 

et 70 K sont les protéines constitutives des neurofilaments 

(ANDERTON et a1.,1978 ; SCHLAEPFER et a1.,1978 ;LIEM et a1.,1978). 

A partir de tous ces résultats,nous pouvons donc en déduire 

que la préparation de filaments de 10 nm isolés au cours 

des préparations de microtubules est constituée de trois 

NF 210 K,NF 160 K et NF 70 K. 

Une question se pose a1ors:Pourquoi isole-t-on des protéines 

microtubulaires avec les protéines de neurofilaments?. 

Cette présence peut résulter d'une interaction in vivo 

et in vitro entre les microtubules(ou les protéines 

microtubulaires) et les ne~rofilaments~comme l'ont suggéré 

RUNGE et collaborateurs (1979,a et b) ; SHELANSKI et LIEM(1979) 
DELACOURTE et a1.,1979 et WANG et a1.,1980. 

D'autre part,nous avons observé que la tubuline dénaturée 

et agrégée peut contaminer les préparations de filaments 

de 10 nm,mais nous n'avons pas réusssi à le démontrer 

d'une manière nette. 

Nous avons alors réétudié les préparations de filaments de 10 m., 

en observant notamment des coupes ultra-fines des culots de 

centrifugation obtenus au cours de la préparation des filaments , 
apres leur fixationlinclusion dans de l'araldite et coloration. 



D e  p l u s  ,nous avons remarqué que l e s  p r é p a r a t i o n s  

de neurof i larnents  s o n t  t o u j o u r s  e f f e c t u é e s  à p a r t i r  de l a  

subs t ance  b lanche  q u i  e s t  r i c h e  en axones,donc en NFs. 

P a r  c o n t r e I l e s  f i l amen t s  de  10 nm a i n s i  que les mic ro tubu le s ,  

s o n t  p r é p a r é s  à p a r t i r  de cerveaux e n t i e r s  ou d 'hémisphères  

cé rébraux:ce  q u i  v e u t  d i r e  que l e  s u b s t r a t  de  d é p a r t  e s t  

a l o r s  r i c h e  en subs tance  g r i s e , e t  donc en co rps  c e l l u l a i r e s  

de neurones .  

Dans l e s  p r é p a r a t i o n s  à p a r t i r  d e  l a  subs t ance  b l anche ,  

l a  p r o t é i n e  5 0  K e s t  t o u j o u r s  présentelmême abondante.  

Avec l e s  hémisphères c é r é b r a u x , l a  p r o t é i n e  50 K e s t  absen te  

des  p r é p a r a t i o n s  de f i l m . e n t s , m a i s  c ' e s t  l a  t u b u l i n e  qui 
est  abondante .  

A p a r t i r  de  t o u t e s  ce s  o b s e r ~ a t i o n s ~ n o u s  avons e n t r e p r i s  ur.e 

é t u d e  comparat ive  des  p r é p a r a t i o n s  de f i l a m e n t s  de ?O nm 

obtenus  à p a r t i r  de deux s u b s t r a t s  d i f f é r e n t s  r i c h e s  en 

s u b s t a n c e s  b lanche  ( t r o n c  c é r é b r a l  e t  moel le)  e t  g r i s e  

(hémisphères cé rébraux)  . 

L e s  c o n d i t i o n s  de p r é p a r a t i o n  des  f i l a n e n t s  de 10 nm s o n t  

c e l l e s  d é c r i t e s  dans l e  c h a p i t r e  expi r imenta1 ,page  60. 

Ces p r é p a r a t i o n s  s o n t  e f f e c t u é e s  simultanément,donc 

exactement dans l e s  m ê m e s  c o n d i t i o n s  . 



Les résultats obtenus sont présentss dans la figure 23 . 
Ils montrent : 

- que les préparations de filaments de 10 nm faites à 

partir des hémisphères cérébraux sont en fait constituées d'une 

majorité de matériaux d'origine membranaire. 

A cette préparation correspond,comme nous l'avons déjà montré, 

une composition en protéines avec la tubuline corne protéine 

majeure(60%) et le triplet de protéines de neurofilaments( 

moins de 15 % de la composition en protéines totale) (fig.23,A). 

- qu'à partir de la substance blanche,les préparations présentent 
un aspect complètement différent. 

A partir du tronc cérébralIles préparations sont .moins 

contaminées.par les membranes et vésicules et on peut distinguer 

nettement les filaments (figure 23,B) . 
En électrophorèse-SDS,nous observons que les préparations 

contiennent moins de tubuline mais qu'elles possèdent par contre 

une proportion beaucoup plus grande de protéines de ne~rofilarr~ents 

(30% à 40%). 

La protéine 50 000 est également présente(l5% environ). 

A partir de la moelle, les préparations de filaments de 10 nm 

sont pratiquement dépourvues de membranes et les filaments 

de 10 nm représentent la totalité de la préparation. 

La tubuline et le protéine 50 000 sont présentes en faible 

quantité (respectivement 11 et 9%) , tandis que les protéines des 
neurofilaments représentent 65% de la composition en protéines 

totale?(figure 23,C). 

D'après ces résultats,il semble qu'au fur et à mesure qüe 

l'on travaille avec des substrats riches en axones 

-on améliore les rendements en neurofilaments 

-on observe une diminution très nette de la contamination 

rnembranaire,et,sirnultanément,la proportion de tubuline dans les 

préparations diminue. 

Etant donné que CARON et BERLIN(1979)*ont montré que les 

protéines microtubulaires pouvaient s'attacher très fortement 

aux membranes naturelles et artificielles,il semble donc 

et de FEIT et SHAY (1980) 



que 1' amélioration de la préparation des neurof ilaments 

consiste,en partie,à éliminer les contaminants 

membranaires sur lesquels seraient attachés la tubuline 

et les MAPs. 

Ces résultats montrent que les préparations de filaments 

de 10 nm isolés au cours des cycles de préparation de 

microtubules sont constituées de deux éléments distincts: 

les neurofilaments et les membranes sur lesquelles sont 

attachées des protéines microtubulaires. 

Afin de vérifier que la tubuline n'interagit pas avec 

neurof ilaments, nous avons préparé des neurofilaments 

à partir de la moelle de boeuf et,au cours des étapes 

de préparati~n~nous avons ajouté de la tubuline 

provenant de microtubules très purifiés. 

Si les neurofilaments interagissent avec la tubuline, 

il est vraisemblable que ceux ci vont entrainer la 

tubuline avec eux au cours de la centrifugation. 

L'analyse des culots de neurofilaments sédimentés q\\5 , L \ ~ ~ E  
et lavés dans le tampon Mes indique que cette fraction !3 

- - .- 
n'est pas enrichie en tubuline.Elle est identique 

- - a la préparation de la figure 2 3 - C . -  - - - -  -- . - 

Il n'y a donc pas d'interactions évidentes entre les 

neurofilaments et les protéines microtubulaires(DELAC0URTE 
et a1.,1980 a,b;PLANCKE et DELACOURTE,1980). 



FIGURE 23 

PREPARATION DE FILAMENTS DE 10 nm A PARTIR DES HEMISPHEFtES CEREBRAUX(A),DU TRONC 

CEREBRAL (B) ET DE LA MOELLE (C) . 

Observations en microscopie électronique de coupes ultra-fines de culots de préparation 

(voir page 6 6 ) , à  un grossissement de 60 000 , et composition en protéines correspondantes, 
établies par électrophorèse-SDS. 

A) La préparation à partir des hémisphères cérébraux est essentiellement composée de 

matériel membranaire.A cette préparation sont associées les protéines microtubulaires 

(tubuline et MAPs) et le triplet de protéines des neurofilaments(NF 210 K,NF 160 K et NF 70 K). 

B) Préparation à partir de la substance blanche(tronc cérébral). 

La préparation contient moins de membranes et est enrichie en filaments de 10 nm. 

On observe parallèlement une diminution de la quantité de pcotéines microtubulaires 

et une augmentation des protéines NF 210 K,NF 160 K et NF 70 K. 

C) Préparation à partir de la moelle. 

Le matériel membranaire a pratiquement disparu et la préparation ne contient que des 

filaments de 10 nm.La majorité des protéines sont représentées par le triplet de 

protéines NF 210 K,NF 160 K et NF 70 K.La tubuline et la protéine 50 K ne représentent 

que 10 et 8 % du mélange protéique(détermination à partir des électrophorégrammes). 





BERKOWITZ et collaborateurs (1977) ont montré que 

les filaments de 10 nm isolés au cours des différentes 

étapes de la préparation des microtubules,et purifiés 

par une étape supplémentaire de gel-filtration,sont 

constitués de la 'aibuline (protéine majeure) et des 

protéines de neurofilaments. 

Ces-rësultats sont en faveur d'une interaction forte - 
entre les filaments de 10 nm et la tubuline. 

Mais il reste à démontrer que cette préparation n'est 

pas contaminée par du matériel membranaire. 

Nous avons donc refait la même expérience,et 

isolé les filaments de 10 nm dans le pic d'exclusion 

d'une gel-filtration faite sur un Bio-Gel A 50 M(Bio Rad) . 
Ces filaments ont été centrifugés et des coupes fines 

du culot ont été observées en microscopie électronique 

Les résultats présentés fi- 24 indiquent que la - --- --- - - " - - -  - .. 

préparation purifiée contient encore de grandes quantités - --- - -----a - -- --- - " - --.-- - -- -- 

de membranes sur lesquelles sont probablement liées les 
W.---*- --"- ---- - - *  - - -  - - - -. .- - - --- " * - -  

protéines microtubulaires. 
- ,  -- 

Il est vraisemblable que les contaminant~ membranaires 

que l'on trouve dans les préparations possèdent des 

coefficients de sédimentation et des poids moléculaires 

apparents très voisins des filaments de 10 nm,qui sont 

eux-mêmes un matériel très hétérogène. 

Ceci expliquerait pourquoi les techniques de centrifu- 

-gation et de gel-filtration ne permettent pas 

d'amélioration nette de la qualité de la préparation. 



FIGURE 2 4  

Purification ___________________----------------- des filaments de 10 nm par gel-filtration. --- ------------- 

Les filaments de 10 nm sont isolés dans le pic d'exclusion 

d'une gel-filtration sur Bio-Gel A-Som-. 

Ensuite, les filaments sont centrifugés et le matériel 

sédimenté est observé en microscopie électronique(coupes 

ultra-fines du culot de centrifugation). 

La fraction de filaments de 10 nm obtenue est largement 

contaminée par du matériel membranaire(grossissement 60 000). 

Dans le pic d'exclusion contenant les filaments de 10 nm, 

sont isolées les protéines microtubulaires(MAPs 300 K, 

l'alpha-tubuline 57 K et la béta-tubuline 53 K),le 

triplet de protéines des neurofilaments(NF 210 K,NF 160 K 

et NF 70 K) , :ainsi que l'actine ( 4 4  K) . 

Les protéines solubles de l'homogénat de 'cerveau se trouvent 

dans le pic de séparation. 





IV) MISE AU POINT D'UNE METHODE DE PREPARATION - _ -  .......................................... 
DES NEUROFILAMENTS ---------- -------- 

Les préparations de filaments de 10 nm à partir 

de la moelle ne sont pas contaminées par du matériel 

membranaire(voir le chapitre précédent) et sont 

constituées essentiellement des protéines de neurofilu- 

Le dosage des protéines par enregistrement densitométrique 

des gels d'acrylarnide-SDS et par intégration des pics 

est présenté sur la figure 25. 

Les protéines de neurofilaments (NF 210K,NF-160 K et NF 70 K) 

représentent 65% de la composition totalella tubuline 

environ 11% et la protéine 50.K environ 8 à 9 % .  

La préparation observée en microscopie électronique, 

après une coloration par contraste négatiflest présenté 

sur la figure 25. 

Nous observons la présence de nombreux filaments d'un 

diamètre régulier de 10 nm, lonqs, flexibles, lisses , 
sans point de branchementlet qui sont identiques 

aux neurofilaments décrits par de nombreux auteurs qui 

ont travaillé sur les NFs du système nerveux central 

et ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ( S C H L A E P F E R , ~ ~ ~ ~ ; S C H L A E P F E R  et FREEMAN,1978). 

Nous pensons donc que la préparation faite à partir de 

la moelle,et qui est basée sur le protocole expérimental 

décrit dans le chapitre précédentlest mieux qu'une 

préparation de filaments de 10 nm.Elle est en fait une 

préparation de neurofilaments puisque les filaments 

obtenus en ont la composition en protéines et l'îspect. 

Notre préparation est d'ailleurs une amélioration nette 

par rapport à ce qui est proposé dans la littérature. 

A partir du système nerveux centralIles préparations 

décrites contiennent au maximum 20% de protéines de 

neurofilanents et elles contiennent une protéine 

50 K qui représente entre 25% et 50% de la composition 

totale( YEN et a1,1976;THORPE et a1,1979,a). 



Les préparations de neurofilaments obtenus à partir du 

système nerveux périphérique semblent plus pures 

( MORI et KUROKAVJA,1979). 

En utilisant les techniques décrites par ces auteurs, 

nous avons observé qu'il y a m e  contamination 

importante par du collagène.De plus,le si&strat de 

départ étant constitué par des nerfs @riphérips,on 6evine 

aisément que les rendements ne sont pas très bons 

(peu de substrat au départ) doublé d'un mauvais rendement 

car les nerfs sont difficiles à homogénéiser). 

La préparation que nous proposons présente beaucoup 

d ' avantages : 
-elle est rapideImoins de 8 heures). 

-elle donne d'excellents rendements(300 mg pour 300 g 

de moelle)-Travail effectué en une journée avec une 

centrifugeuse Beckrnan Spinco L 50. 

-11 n'y a pas de protéolyse au cours de la préparation. 

Nous l'expliquons par le fait que la préparation est 

effectuée rapidement,que la moelle peut être obtenue 

très fraichelet certainement au fait que ce matériel 

contient beaucoup moins d'enzymes protéolytiques que 

les hémisphères cérébraux. 

Cette absence de protéolyse se concrétise par des bandes 

d'électrophorèse qui ne sont pas dédoublées et,dans 

l'hypothèse où la protéine 50 000 serait un produit de 

protéolyse de la protéines 70 OOO(TH0RPE et alf1979,a), 

par la faible proportion de cette protéine dans la 

préparation. 

- la moelle peut être conservée à -20°C,sans altérer la 

qualité de la préparation 

-1 ' aspect cristallin des culots de neurofilaments 
obtenus ,ainsi que les contrôles en microscopie 

électronique indiquent l'absence de contamination 

membranaire. 



FIGURE 25 

PREPARATION DE NEUROFILAMENTS A PARTIR ...................................... 
DE LA MOELLE .DE BOEUF .................... 

Partie supérieure: Electrophoregramme de la préparation 

de neurof ilàments . (Electrophorèse-SDS ) . 
Les protéines de neurofilaments (NF 21Q K + NF 160 R + NI 70 K) 
représentent 64 % des protéines totales. 

La tubuline (55K)  et la protéine 50 K représentent 

respectivement 10,l % et 8 , 6 % .  

Partie inférieure: Neurofilaments observés aprés un coloration 

négative à l'acétate d'uranyle à deux grossissements différents. 

Chaque barre représente 100 nanomètres. 





V )  SEPARATION DES PROTEINES DU TRIPLET PAR GEL FILTRATION ...................................................... 
ET RECONSTITUTION DES NEUROFILAMEIJTS .................................... 

La quantité et la qualité des neurofilaments obtenus 

par notre méthodenom ontpermis de séparer le triplet de 

protéines par gel-filtration et d'étudier ensuite la recons- 

-titut'ion des neurof ilaments à partir des sous-unités protéiques. 

Les neurofilaments sont des structures très stables qui ne 

sont dissociées que dans des tampons dénaturants. 

Les neurofilaments ont donc été dissociés dans un tampon 

chlorhydrate de guanidine 5 M ,Tris 0,l M ,pH 8,3 qui 

est utilisé également pour la gel-filtration.Toutes ces 

opérations sont également effectuées en milieu légèrement 

réducteur (2 mM de dithiothréitol). 

Nous avons essayé également la stabilité de différents gels 

Gans le tampon chlorhydrate de cjuanidine 5 M,Tris 0,l M et retenu le 

gel Sepharose,Cross Link 4 B. 

Les conditions expérimentales sont décrites page 75. 

Les résultats obtenus,présentés figure 26 ,montrent que l'on 

peut séparer les protéines de neurofilaments en trois fractions 

distinctes: 

A) les protéines 210 000 et 160 000. 

B) les protéines 160 000 et 70 000 . 
C) la proteine 70 000 avec la protéine 160 000 à l'état 

de traces. 

D) Une fraction qui rassemble les 3 protéines a également 

été rec~nstituée(~~~&ion A + Fraction B + Fraction C) 
Cette fraction est appelée la ~raction ii. 

Ces quatre fractions ont été dialysées contre le tampon Mes, 

glycerol 4 :3 à 4OC,pendant 5 jours ,en changeant le tampon 

de dialyse tous les jours. 

Les agrégats qui se sont formés pendant la dialyse sont 

ensuite éliminés par centrifugation et le surnageant est 

utilisé pour les expériences de reconstitution. 

Chaque fraction est chauffée à 37OC pendant 20 minutes et 

observée en microscopie électronique. 



Les résultats présentés (fiqures27,28,29 ) mhtrmt qu'à partir 

des différentes fractions protéiques,plnsieurs types de 

filaments peuvent être reconstitués. 

La fraction A donne des filaments très longs,bien définis 

et d'un diamètre moyen de 6 nm (figure27) . 

La fraction B(protéine 160 000 et 70 000)reforme des filaments 

de 10 nm sui sont comarables aux filaments normaux. 

La fraction C(protéine 70 000 + traces de protéines 160 000) 
reforme des filaments courtsrpeu définis et d'une largeur 

de 1 5  3 20 nm. 

La fraction D (NF 210 + NL 160 + NF 70) reforme des filaments 

comparables aux neurof ilaments natifs. 

Ces résultats préliminaires indiquent: 

-que les protéines dénaturées dans le tampon guanidine-HC1 

peuvent être renaturées et reformer des filarr.ents. 

Celles ci sont i6enticpes aux neurofilaments natifs lorsque la 

fraction de départ est composée des protéines NF 210,160 et 70. 

-les fractions A , B  et C forment 3 types de filaments différents 

ce qui semble indiquer que chaque protéine joue un rôle 

complémentaire dans la constitution du neurofilament. 

-ils indiquent que la méthodologie que nous avons employée 

pour l'étude de reconstitution des neurofilaments donne 

de bons résultats. Des renseipemnts plus précis pourront être 

obtenus en utilisant des fractions NF 210,NF 160 ou NF 70 

purestce qui semble réalisable si l'on utilise plusieurs 

étapes de gel-filtration pour isoler ces protéines. 

L'étude de reconstitution des neurofilaments pourra également 

être affinée lorsque nous posséderons des anticorps 

spécifiques de chaque protéine. 



FIGURE 26 

SEPARATION DES PROTEINES DE NEUROFILAMENTS PAR GEL-FILTRATION ............................................................. 
(Sepharose Cross Link 4 B ou CL 4B) 

Les protéines de la préparation de neurofilaments(voir page 114-115) sont séparées 

sur un gel Sepharose CL 4B,dans un tampon chlorhydrate de guanidine 5 M,Tris 0,l M,pH 8 , 3 .  

Les fractions obtenues ont été anlysées par électrophorèse-SDS. 

La distribution des protéines dans l'éluat est représentée au dessus de la courbe d'élution: 

Trois fractions différentes ont été collectées.11 s'agit de la fraction A ( N F  210 K +NF160 K), 

de la fraction B(NF 160 K + NF 70 K) et de la fraction C(NF 70 K). 

Les protéines possédant un poids moléculaire voisin de 50 K sont les contaminations 

de tubuline et de G.F.A.Ces protéines n'ont pas été récupérées . 

Exc1:Pic d'exclusion.lette fraction est opalescente.Elle correspond probablement B. du 

matériel non-dissocié dans le tampon chlorhydrate de guanidine. 





FIGURE 27- 

RECONSTITUTION DES NEUROFILAMENTS ................................. 

Filaments obtenus a partir de la fraction A(NF 210 + NF 160). 

Ces filaments longs et flexibles ont un diamètre de 6 nm. 

Grossissement: 100 000 





FIGURE 28 

ETUDE DE LA RECONSTITUTION DES NEUROFILAPENTS 

Filaments obtenus à partir de la fraction B ( N F  160 k + N F  7 0  K) 

Les filaments repolymérisés présentent un diamètre et une 

forme comparâbles à ceux des neurofilaments natifs (voir page 82) 

Grossissement :100 000. 





FIGURE 29 

ETUDE DE LA RECONSTITUTION DES NEUROFILAMENTS ............................................. 

Filaments réassociés à partir de la fraction C ( N F  70 K). 

La majorité des filaments obtenus sont courts et peu définis. 

Ils possèdent un diamètre de 15 à 20 nm.Ces filaments sont 

marqués par des flèches 

Nous observons également des filaments de 10 nm qui proviennent 

probablement de l'association des protéines 70 K avec 

la protéine 160 K qui se trouve à l'état de trace. 

Des anticorps spécifiques nous permettraient de voir si une 

ou deux protéines entrent dans la constitution de ces filaments 

(marqués par une flèche I)). 
D'autre part ,nous observons également un filament plus fin 

(marqué d'une flèche )qui possède un diamètre voisin des 

filaments présentés figure 27. 

Grossissement: 100 000 





COMPARAISON DES FILAMENTS OBTENUS A PARTIR DES FRACTIONS A,B,C. 

(comparaison des figures 2 7 , 2 8  et 29). 

Grossissement: 100 000. 





VI) MISE AU POINT D'UNE METHODE D'EXTFSiCTION DES PROTEINES ...................................................... 

Les neurofilaments ne sont dissociés et solubilisés 

que dans des tampons dénaturants ayant une concentration en 

urée 811 ou en chlorhydrate de yuanidine 5Fl. 

Cette propriété,très spécifique, a été mise à profit pour 

extraire rapidement les protéines de neurofilaments. 

Pour cela, la substance blanche(1a moelle par exemple) est 

homogénéisée dans un tampon de force ionique élevée(tampon 

phosphate 0,05 M,NaCl 1M ,pH 8,O) et l'homogénat est centrifugé 

à 110 000 g pendant une heure à 4"C.Le surnageant est éliminé 

et le culot qui contient les neurofilaments est nomogénéisé 

dans un tampon phosphate-urée 8 M ouchlorhydrate de guanidine 

5 M. L'homogénat est centrifugé et les protéines de neuro- 

-filaments se trouvent dans le surnageant ( THORPE et al. ,1979-b) . 

Les résultats de l'extraction sont présentés figure30 et 31. 

Nous avons utilisé la méthode sur deux substrats différents: 

les hémisphères cérébraux et la moelle. 

A partir des hémisphères cérébraux,llextrait est constitué 

d'abord par de la tubulinetpuis nous trouvons en quantité 

égale la protéine 50 K .,l'actine,et les protéines NF 210,160 et 

NF 70.Un I$oubletqde protéine de 250 K est également présent. 

L'extrait urge 8 M de la moelle est particulièrement riche 

en protéine 50 K .Il contient un peu d'actine et de tubuline. 

et une proporticn notable de protéines de neurofilaments 

(10 à 20 % environ). 

Nous avions mis cette méthode au point pour essayer de résoudre 

le problème de la composition en protéines des neurofilaments 

quand cerle-ci n'était pas encore bien établie. 

Elle montre quel'l'extrait uréeVde la substance blanchelobtenu 

dans des conditions où il y a très peu de protéolyse(extraction 

rapide faite sur un substrat très fraisPen présence d'inhibiteur 

d'enzymes protéolytiques comme 1'EDTA 10 mM et le pCM $9 
5 mM) contient une grande quantité de protéines de 

210 K , 160 K et 70 K ;et que la protéine 50 K est 

très abondante dans lfextrait.Ceci montre que cette dernière 

protéine ne peut pas provenir entièrement d'une protéolyse 

(f): para-chloro mercuribenzoate 



Elle doit correspondre à la GFA(Glia1 Fibrillary Acidic 

protein) qui est la protéine constitutive des filaments 

gliaux. 

D'après RUEGER et al. ,1979 ,la GFA est une protéine que 

l'on trouve en abondance sous forme soluble dans le 

système nerveux central. 

Or,llextrait contenant les protéines solubles de la substance 

blanche(figure 30,a),contient peu,ou pas,de protéine 50 K 

alors que l'extrait urée 8 M(figure 30,b) en contient 

des quantités extrènement importantes. 

D'après ces résultatsril semble que les filaments 

gliaux soient aussi stables que les neurofilaments et 

qu'il y ait très peu de GFA sous forme solirble(dans les 

conditions expérimentales où il n'y a pas de protéolyse). 

L'extrait urée 8 M des hémisphères cérébraux(figure 31,A) 

contient une grande quantité de t-ubuline qui n'a pas -- 
été solubilisée au cours de la prémière extraction dans 

un tampon non-dénaturant. 

Après dialyse de llurée,la tubuline reste sous forme 

insoluble.11 est probable que cette tubuline reste liée à 

des particules membranaires. 

La méthode que nous venons de décrire est surtout 

intéressante pour l'étude biochimique des protéines du 

cytosquelette lorsque les quantités de substrat sont 

faibles (quelques grammes) . 
Nous avons commencé à appliquer cette technique aux 

tissus nerveux pathologiques (tumeurs neuronales et gliales , 
maladie dlAlzeihmer(démence précoce),etc. 

Elle peut également être utilisée pour la préparation 

dlantigènes,après isolement des protéines par électrophorèse 

préparative. 

Comme cela est montré dans le chapitre suivant,cette méthode 

nous a permis de déterminer rapidement la composition en 

protéines des neurofilaments d'oiseaux. 
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FIGURE 31 

Extrait urée 8 M obtenu à partir des hémisphères cérébra~uc(~) .......................... --------------- ----------------- 
et de la moelle(B) de boeuf. ........................... 

La fraction A est riche en tubuline.Elle contient également 

la protéine 50 K,l'actine (43K) et les protéines de 

neurofilaments (210 K,160 K et 70 K) .Un doublet de protéines 

d'environ 250 K est également présent. 

La fraction B est surtout riche en GFA(50 K).Elle contient 

également les protéines de neurofilaments,la tubuline et .-.. - * 

l'actine. 3, i \ 
- -" 

MTs:Microtubules 



VI1 ) DETERMINATION DE LA COMF'OSITION EN PROTEINES CES 

NEUROFILAMENTS D'OISEAUX. 

Nous avons signalé que deux types de neurofilaments 

avaient été décrits.11 s'agit des neurofilaments de Mammifères 

constitués de trois protéines d' un poids moléculaire voisin 

de 210 K,160 K et 68 K , et des neurofilaments d'Invertébrés 
qui possèdent des axones géants faciles à iso1er:les neurofilaments 

de Calmar sont constitués de deux sous-unités protéiques 

de 200 K et 65 K;les neurofilaments de Myxicola sont constitnés 

de deux sous-unités protéiques de 160 K et 152 K(voir pages 2-44). 

Nous avons alors pensé qu'il serait intéressant 

d'étudier les neurofilaments d'oiseaux qui sont,phylogéniquement 

assez éloignés des Marnmifères,tout en possédant quand même 

quelques points communs (Vertébrés homéothermes) . 

D'autre part,le seul laboratoire français qui travaille sur le 

transport axonal lent(Equipe du Professeur DXOZ,C.E.N de Saclay) 

travaille sur les nerfs de Poulet. 

Il était donc important de déterminer la composition en protéines 

des neurofilaments de Poulet afin de pouvoir interpréter les 

autoradiographies des protéines véhiculées par le transport 

axonal lent(notamment les protéines de neurofilaments,voir page 54:. 

Cette étude a été réalisée avec Ghislaine FILLIATREAU,du C.E.N 

de Saclay,qui travaille sur ce thème de recherches,sous la 

direction du Docteur LUIGI DI GIAMBERARDINO. 

Nous avons utilisé trois techniques différentes 

pour déterminer la composition en protéines des neurofilaments 

de Dindon et de Poulet. 

La première technique utilisée a consisté à isoler l'axoplasme 

de 15 grammes de nerf sciatique de Poulet et à essayer la 

technique d'isolement des neurofilaments de boeuf décrite page 60. 

Les rssultats ont été négatifs et les rendements nuls.Ceci 

provient probablement de la consistance di£ f érente des nerfs 

périphériques qui sont constitués d'une grande partie de fibres 



de collagène.les fibres leurs donnent une grande résistance 

mécanique et l'axoplasme est très difficile 2 extraire. 

Nous avons alors utilisé la technique d'extraction 

des protéines de neurofilaments, en utilisant la moelle de 

Dindon comme substrat de départ(TH0RPE -- et al. ,1979-b). 

L'extrait chlorhydrate de guanidine obtenu,présenté figure 32 

contient une protéine majeure 50 K,de la tubuline (55K) et de 

l'actine (43 K) . 
Nous trouvons également un triplet de protéines de 205 K,156 K 

et 69 K.Ce triplet présente beaucoup de similitudes avec le 

triplet de protéines des neurofilaments de Mammifères. 

Nous avons également utilisé une technique 

décrite par SCHLAEPFER et FREEMAN(1978) qui consiste à isoler 

les neurofilaments natifs de l'axoplasme de nerf sciatique par 

centrifugation dans des gradients discontinus de sucrose( 

entre 1,5 et 0,5 M de sucrose) . 
Chaque fraction obtenue a été examinée en microscopie électronique 

et la fraction riche en neurofilaments a été étudiée par 

électrophorèse analytique en milieu SDS (Figures 33 et 34). 

La composition en protéine de cette fracti~n~présentée figure 33 

montre la présence de bandes de collagène(colorées en rouge 

par le Bleu de Coomassie G 250,à pH acide(MICK0 et SCHLAEPFER, 

1978) .Nous trouvons également les protéines solubles de l'axoplasm, 

notamment une protéine très abondante de 58 K,une autre de 60 K, 

la tubuline et l1actine,Dans la région des protéines de haut 

poids moléculaire,nous retrouvons le "triplet" de protéines 

205 K,156 K et 69 K. 

Nous pensons donc que les neurofilaments d'oiseaux sont constitués 

d'un triplet de protéines d'un poids moléculaire assez voisin 

de celui des neurofilaments de Mammifères. 

D'autres études biochimiques seront nécessaires pour préciser 

les similitudes et les différences entre ces deux structures. 



Ces études nous ont montré que l'isolement des 

neurofilaments à partir du systsme nerveux périphérique est 

difficile à réaliser.Ceci provient d'abord des faibles quantités 

de substrat qui sont disponibles.Ceci résulte également de 

la quantité importante de fibres de collagène formant une gaine 

autour des axones,qui rendent l'extraction de l'axoplasme 

difficile,et qui,de plus,contaminent la préparation. 

Le système nerveux périphérique possède cependant l'avantage 

d'être pauvre en matériel d'origine gliale,donc pauvre en 

filaments gliaux qui peuvent contaminer la préparation de 

neurofilaments.11 existe en effet des cellules de Schwann 

qui forment une gaine de myéline.Ces cellules sont de la même 

origine que les cellules gliales (neuroectoderme) mais elles 

se trouvent en quantité moindre. . 

A notre connaissance, rien n'a été fait sur l'étude du cytosquelette 

de ces cellules. 

La méthode d'extraction des protéines du 

cytosquelette (notamment des protéines de nellrofilaments) par 

des tampons dénaturants s'est donc révélée la plus déterminante 

pour une première approche sur l'étude du cytosquelette des 

cellules nerveuses d'Oiseaux.Elle nous permettra vraisernbla- 

-blement d'étudier la constitution des neurofilaments 

provenant du tissu nerveux d'autres espèces. 



FIGURE 3 2  

CQMPARAISON ...................................................... DES NEURCFILAMENTS DE BOEUF AVEC L'EXTRAIT 

UREE 8 M DE LA FOELLE DE DINDON.  ............................... 

L e s  neurof i laments  de Boeuf ( A )  s o n t  c o n s t i t u é s  de 3 p r o t é i n e s  

2 1 0  K,160 K e t  70 K .  

L ' e x t r a i t  de l a  moel le  de Dindon c o n t i e n t  l a  p r o t é i n e  50 K ,  

l a  t u b u l i n e  ( 5 5 K )  e t  1' a c t i n e  ( 4 3  K )  . I l  c o n t i e n t  également 

3 p r o t é i n e s  d '  un po ids  m o l é c u l a i r e  v o i s i n  du" t r i p l e t "  des 

neurof i laments  de boeuf .  I l  s ' a g i t  des  p r o t é i n e s  205 K ,  

156 K e t  6 9  K .  





FIGURE 3 3  

DETERMINATION .................................................. DES POIDS MOLECULAIRES DES PROTEINES 

DE NEUROFILAMENTS D'OISEAUX. ........................... 

A) Electrophorégramme des neurof ilaments de Boeuf 

B) Electrophorégramme de 1' extrait urée 8 M de la moelle 

de Dindon. 

Nous pouvons distinguer la présence dtun"triplet"de 

protéines de 205 K(et un dédoublement à 200 K) ,156 K et 69 K. 

C) Protéines correspondant à une fraction enrichie en 

neurofilaments.La préparation est faite à partir 

du nerf sciatique de Poulet. 

Les protéines 205 K,156 K et 69 K sont présentes. 

Les autres protéines correspondent au collagène(C0). 

à la tubuline (Tu) et à l'actine. 





FIGURE 34 

NEUROFILAMENTS ISOLES A PARTIR DU NERF SCIATIQUE DE POULET .......................................................... 

Présentation de troi's vues différentes d'une préparation 

de neurofilaments isolés dans un gradient discontinu de 

sucrose. 

Ces neurofilaments paraissent un peu moins réguliers que 

les neurofilaments de Boeuf. 

Grossissement: 50 000. 





VIII) ISOLEMENT ET ETUDES DES MICROFIBRILLES FORMEES A ................................................ 
PARTIR DES PROTEINES MICROTUBULAIRES DE PREMIER CYCLE. ..................................................... 

Les f i l a m e n t s  de 10 nm contaminent  ne t tement  l e s  

micro tubules  ob tenus  a u  c o u r s  des  deux premiers  c y c l e s  

de p r é p a r a t i o n .  

Pour a m é l i o r e r  12s p r é p a r a t i o n s  de  micro tubules ,nous  

avons pensé q u ' i l  é t a i t  p o s s i b l e  de centrifuger plus efficacerrent 

l e s  contaminants  au cou r s  des  é t a p e s  de dépo lymér i sa t ion .  

Mais s i  l ' o n  augmente l a  f o r c e  de  c e n t r i f u g a t i o n , o n  

r i s q u e  d ' é l i m i n e r  en même temps l e s  a s s o c i a t i o n s  de 

t u b u l i n e  à 4OC qui serontégalement dans le culot de 

centrifugation,notamrrient l e s  anneaux 36 S e t  les 

p e t i t s  p r o t o f i l a m e n t s .  

Nous avons a l o r s  dépolymérisé  les mic ro tubu le s  p a r  

un tampon Mes-NaC1 1 M,af in  de  dépolymér i se r  également  

l e s  anneaux 36 S.Ceci  d e v a i t  nous pe rme t t r e  de  c e n t r i f u g e r  

l e s  f i l hmen t s  de  10 nm s a n s  p e r d r e  de  m a t é r i e l  d ' o r i g i n e  

m i c r o t u b u l a i r e .  

E f f ec t ivemen t , ap rè s  une c e n t r i f u g a t i o n  à 1 4 0  000 g  max 

pendant  1 heu re  à 4"C,on p e u t  é l i m i n e r  une p l u s  qrande 

q u a n t i t é  de f i l a m e n t s  {F iqu re  35-A) . 
E n s u i t e  nous avons d i a l y s é  l e  su rnagean t  con tenan t  l e s  

p r o t é i n e s  m i c r o t u b u l a i r e s  c o n t r e  du tampon Mes a f i n  

d ' é l i m i n e r  l e  NaC1,pour r é i n d u i r e  un c y c l e  de 

po lymér i sa t ion (F igu re  35-B). 

Au cour s  de  c e t t e  d i a l y s e , n o u s  avons remarqué une 

g é l i f i c a t i o n  t r è s  n e t t e  de l a  s o l u t i o n  p r o t é i q u e .  

L ' o b s e r v a t i o n  en microscopie  é l e c t r o n i q u e  nous a ind iqué  

q u ' i l  s ' é t a i t  formé un r é s e a u  n i c r o f i b r i l l a i r e .  

Les images l e s  p l u s  s i g n i f i c a t i v e s  de c e  r é s e a u  s o n t  

p r é s e n t é e s  f i g u r e  36. 

Cet  arrangement m i c r o f i b r i l l a i r e  semble a s s e z  hé t é rogène  - 
mais il possède néammoins un a s p e c t  c a r a c t é r i s t i q u e  

que nous avons t o u j o u r s  r e t r o u v é  chaque f o i s  que nous 

avons r e p r o d u i t  l ' e x p é r i e n c e .  



C E R V E A U  D E  B O E U F  

C E N T R I F U G A T I O N  
CULOT 

PROTEI NES SOLUBLES 

I N D U C T I O N  

1 
C E N T R I F U G A T I O N  

CULOT DE M I  CROTUBULES 
CULOT 

FIGURE 35-A 

FORMATION DES MICROFIBRILLES : E tape de 

dépolymérisation des microtubules de ler cyle 

dans un tampon de force ionique élevée.- 



Microfi brilles Prot eines 
microtu bulaires 

CULOT --. 
!FORMATION DES MICROFIBR I LLES) 

la A 
SURNAGEANT- D 1 A L Y S E (CONTRE DU TAMPON ~IEs) 

FIGURE 35-B 

FORMATION ET ISOLEMENT DES MICROFIBRILLES. 



Lorsque les protéines microtubulaires sont en-solution 

dans le tampon Mes-NaC1 lM,nous n'observons aucune 

structure particulière,sauf peut être quelques rares 

filaments de 10 nm.Dès que le NaCl est éliminé,nous 

observons l'apparition progressive mais rapide de 

Les microfibrilles peuvent être isolées facilement , 
par centrifugation à 4Oc .Elles sont constituées 

essentiellement des protéines microtubulaires(tubuline 

et MAPs) ,de l'actine et des protéines de neurofilaments. 

L'observation de coupes fines du culot de microfibrilles 

montre que l'on isole en même temps une grande 

quantité de membranes (figure 37 ) . 
Il semble donc que la formation des microfibrilles 

corresponde à une gélification non spécifique des 

différentes protéines du milieu.La quantite de 

microfibrilles représente 30% de l'ensemble des protéines 

de la solution de départ qui sont les protéines 

microtubulaires de premier cycle. 

Nos résultats préliminaires ne permettent pas de conclure 

sur la nature des microfibrilles et des interactions 

responsables de l e m  Somtions Il est possible que le 

NaC1,en dépolymérisant totalement les associations de 

tubulinelpermette un nouvel arrangernent des protéines 

microtubulaires,aprés élimination du NaCl par dialyse. 

La formation des microfibrilles résulte peut être 

d'un réarrangement désordonné des protéines du milieu, 

dû à une perturbation de l'environnement des protéines 

dont le rôle est de se polymériser,ou de s'agréger 

lorsque les conditions ne sont plus favorabies. 

La fomtion des rrllcrofibrilles peut également refléter 

une activité particulière de la cellule nerveuse.En effet, 

les recherches sur le cytosquelette semblent indiquer 

que les différents élements de ce cytosquelette ( 

microtubules, filanents d' actine, filaments intermédiaires) 

sont en fait.reliés entre eux pour former un réseau 



tridimensionnel dans la cellule(voir la conclusion 5 -  

générale) 

Seule,une investigation plus poussée de ces recherches 

permettra de déterminer l'importance et l'intérêt du 

phénomène. 



F I G U R E  36  

OBSERVATION DES MICROFIBRILLES PAR COLORATION NEGATIVE. ...................................................... 

Les microf  i b r i l l e s  ~ & l e n t  cons t i tuées  d  ' un r é s e a u  de  

f i l a m e n t s  d ' u n  d i amè t r e  app rox ima t i f  de  6 n rn , re l i és  

e n t r e  eux p a r  d e s  pon tages .  

C e  r é s e a u  e s t  également  décoré  d ' é l é m e n t s  g ranu leux .  

Chaque b a r r e  r e p r é s e n t e  50 nm. 





FIGURE 37 

OBSERVATIONS DE COUPES ULTRA-FINES D'UNE PREPARATION DE 

MICROFIBRILLES ISOLEES PAR CENTRIFUGATION. 

A) Unepartie du culot contient des structures filamenteuses 

comparables aux filaments de 10 nm décrits page 107. 

On observe également la présence de nombreuses vésicules 

dentelées. X 60 000. 

B) Même observation mais à un grossissement supérieur(240 000). 

C) Partie du culot de préparation qui contient de nombreuses 

structures membranaires. X 60 000. 

F : Filament 

V: Vesicules 

MB: Membranes. 





I X )  C O N C L U S I O N  G E N E R A L E  

LES FILAMENTS DE 10 nm ISOLES AU COURS DES PREPARATIONS 

DE MICROTUBULES SONT DES NEUROFILLNENTS 

Au cours des préparations de neurotubules,nous avons 

été intrigués par la quantité importante de filaments de 10 nm 

que l'on isole au cours des cycles de dépolymérisation. 

Ces filaments peuvent être le reflet d'une activité 

physiologique de la cellule nerveuse.Nous avons essayé d'en 

déterminer leur rôle et leur origine. 

L'analyse par électrophorèse a montré que la fraction enrichie 

en filaments de 10 nm est toujours constituée d'une protéine 

majeure possédant le même caractère électrophorétique que 

la tubulinetet de trois protéines mineures de poids moléculaire 

Ces filaments ressemblent beaucoup aux ne~rofilaments~qui sont 

les filaments intermédiaires des cellules nerveuses. 

Ils présentent notamment un diamètre et une forme similaires 

(filaments longs,flexibles,sans point de branchement)et des 

propriétés physico-chimiques identiques,en particulier ces 

deux types de filaments ne sont dissociés que dans des tampons 

dénaturants(urée 8 M,chlorhydrate de guanidine 5 M eé dodecyl 

sulfate de sodium) . 

Ceci nous a amené à entreprendre une étude comparative 

entre les filaments obtenus au cours des préparations de 

microtubules,et des neurofilaments préparés à partir du tronc 

cérébral de Boeuf,selon la technique classique de "flottation" 

mise au point par SHELANSKI et al., (1971) et améliorée par 



En c o l l a b o r a t i o n  avec Br ian  ANDERTON, nous avons observé  : 

- que l a  p r é p a r a t i o n  de neu ro f i l amen t s  e s t  c o n s t i t u é e  

d ' une  p r o t é i n e  majeure 50  K e t  d ' un  t r i p l e t  de p r o t é i n e  

2 1 0  K , 1 6 0  K e t  70 K.  

- que l a  f r a c t i o n  p u r i f i é e  de f i l a m e n t s  de 10 nm e s t  

constituée du même t r i p l e t ( c o m p a r a i s o n  p a r  l a  t echnique  

t r è s  f i n e  des  cartes ~eptidiques en électrophorèse-SDS) , 
e t  de l a  t u b u l i n e .  

I l  nous reste à e x p l i q u e r  l a  présence  de l a  t u b u l i n e  

a s s o c i é e  aux f i l a m e n t s  de 10 nm.. S  ' a g i t  t-il d 'une  

i n t e r a c t i o n  t r è s  f o r t e  e n t r e  l a  t u b u l i n e  e t  c e s  f i l a m e n t s ?  

C e t t e  i n t e r a c t i o n  peut  s ' e x p l i q u e r  p u i s q u ' i l  semble 

y a v o i r  des  pontages  e n t r e  l e s  m%crotubules  e t  les neuro- 

- f i l amen t s  dans l 'axoplasme.Ces deux s t r u c t u r e s  peuvent  

former un r é s e a u  dans l ' a x o n e ,  e t  s e r v i r  d e  suppor t  

s t r u c t u r a l  au t r a n s p o r t  axonal  l e n t  comme l ' o n t  suggéré  

LAZEX e t  HOFFMAN ( 1 9 7 6 )  . 
P l u s i e u r s  équipes  amér ica ines  obse rven t  ce  phénonène, 

s a n s  t o u t e f o i s  pouvoi r  y a p p o r t e r  une e x p l i c a t i o n  

p r é c i s e  ( RUNGE e t  a l . ,  1 9 7 9  a e t  b;SHELANSKI e t  LIEM, 1979; 

WANG,ASAI e t  LAZARIDES,1980). 

D e s  coupes u l t r a - f i n e s  de c u l o t s  de f i l a m e n t s  de 10 nm 

sédimentés  ap rè s  l e u r  p u r i f i c a t i o n  o n t  é t é  examinées. 

Simultanément,nous avons e f f e c t u é  une é tude  comparat ive  

des  p r é p a r a t i o n s  de f i l amen t s  ob tenus  à p a r t i r  de d i f f é r e n t s  

s u b s t r a t s  : les hémisphères cé rébraux ,  l e  t r o n c  c é r é b r a l  

e t  l a  moelle.  

Les r é s u l t a t s  obtenus  i n d i q u e n t  que les p r é p a r a t i o n s  

con t i ennen t  en f a i t  deux types  de matér iaux  d i s t i n c t s :  

de s  f i l amen t s  de 10 nm e t  des  contarninants membranaires. 



Les préparations de filaments de 10 nm à partir des 

hémisphères cérébraux contiennent en fait peu de 

filaments et beaucoup de matériel d'origine membranaire. 

Par contre,les préparations provenant de la moelle 

sont constituées uniquement de filaments. 

Ces résultats ont ouvert deux voies de recherches 

différentes: 

1 ) MISE EN EVIDENCE D ' LIE INTERACTION TUBULINE-MEPIBRANY 

a )  contaminat ion d e s  p répara t ions  d e  m i c r o t u b u l e s  e t  d e  n e u r o f i l a m e n t s  ................................................................... 
par un complexe membranes-protéines m i c r o t  ubul a i r e s .  ................................................... 
La présence de la tubuline dans les préparations 

de filaments de 10 nm est très probablement associée 

à la contamination membranaire. 

Cette interaction tubuline-membrane a été observée par 

plusieurs équipes(CAR0N et BERLIN,1979 ; FEIT et SHAY, 

1980).Ces auteurs montrent qu'à 370CIles protéines 

microtubulaires(tubuline et MAPs) s'attachent très 

fortement aux membranes. 

Ce phénomène est important car il retentit sur la 

qualité des préparations de microtubules et de filaments 

de 10 m.Au cours des cycles de polymérisation à 37"C, 

les protéines microtubulaires vont se fixer sur les 

membranes encore présentes dans la solution protéique. 
- -  - 

Ce matériel membranaire va alors contaminer les prépa- 

-rations et peut amener des artéfacts expérimentaux. 

Dans certaines conditions,il peut être confondu avec 

les anneaux 36 S qui sont les sites initiateurs de la 

polymérisation. 

En effet,dans des conditions expérimentales non- 

dénaturantesIles membranes semblent fixer des quantités 

importantes de protéines microtubulaires.Les protéines 



propres à la constitution des membranes ne représenteraient 

alors qu'une faible proportion du complexe membrane- 

protéines microtubulaire~.Donc,globa1ement,les membranes 

possédent la même composition en protéines que les 

anneaux 36 S.Elles possédent en outre un comportement 

en gel-filtration qui est identique aux anneaux 36 S. 

D'autre part,c1est la présence de ces membranes dans 

les préparations de filaments de 10 nm qui a fait croire 

qu'il pouvait y avoir une interaction entre les neuro- 

-filaments et les microtubules in vitro. 

L'évaluation de la contamination memhranaire n'est pas 

facilement quantifiable.La technique d'observation 

en microscopie électronique après coloration négative, 

sous évalue sérieusement cette estimation. 

Il reste alors une autre technique plus quantitative, 

qui est l'observation de coupes fines de préparations 

centrifuçées.11 faut bien reconnaître que cette technique 

est longue et fastidieuse. 

Nous avons remarqué qu'un simple examen de l'apparence 

des culots de préparation peut nous apporter rapidement 

des renseignements précis.En effet,lorsqu'il y a absence 

de membranes dans une préparation de microtubules ou 

de neurofilanent~~les culots sont transparent~~voir 

cristallins. 

D'autre part,la présence de membranes dans une préparation 

de microtubules ou de neurofilaments semble pouvoir 

être facilement détectable par électrophorèse en 
- 

nilieu SDS .Les protéines constitutives des membranes ,qui 

pssèdent des poids moléculaires très variés,se 

répartissent uniformément au cours de l'électrophorèse 

forment fond coloré uniforme aprés la coloration = 

spécifique des protéines par le Bleu de Coomassie. 

L'absence de ce fond coloré sur les gels d'électrophorèse 

a toujours été associée avec des préparations "propres". 



b )  Présence d'un pool d e  T U B U L I N E " ~ ~ S O ~ U ~ ~ P " .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Le matériel insoluble obtenu à partir d'un homogénat de 

cerveau,non-incubé à 37OC,contient une grande quantité de 

tubuline ,qui se trouve probablement liée aux membranes. 

Il y a donc deux pools de tubuline ,l'un qui est en équilibre 

dynamique avec les microtubules,et l'autre qui fait partie 

du matériel insoluble. 

Une quantification précise de ces deux pools reste à faire. 

Nous avons montré que la tubuline inçoluble,extraite avec des 

tampons dénaturants,se trouve en grande quantité dans les 

hémisphères cérébraux. 

La proportion de tubuline insoluble se trouvant dans la substance 

blanche (tronc cérébral et moelle) est nettement plus faible. 

La présence de la tubuline insoluble semble donc être plus en 

relation avec l'activité des corps cellulaires ou des dendrites, 

qui sont situés principalement au niveau du corte.x,qu'avec 

l'activité de llaxone(qui constitue principalement la substance 

blanche). 

Le rôle de la tubuline "insoluble" reste à établir. Il est. 

vraisemblable qu'elle corresponde à une activité importante 

de la cellule nerveuse. 



2)PREPARATION DES NEUROFILAMENTS 

La préparation que nous avons décrite à partir 

de la moelle est en fait une préparation de neurofilaments 

puisque le matériel que nous obtenons présente le même 

aspect et la même composition en protéines que les 

neurofilaments décrits dans la littérature. 

En fait,nous confirmons que la qualité du substrat de 

départ joue un rôle considérable sur la qualité des 

neurof ilaments obtenus. La moelle s d l e  être le substrat i déd .  

La technique de"f1otmon' décrite par THORPE et al. (1979) 

appliquée sur la mcelle,donne également d'excellents 

résultats(communication personnelle). 

Une étude comparative des rendements et de la qualité 

des neurofilaments obtenus par ces deux techniques 

différentes (cycles de polymérisation et "flottation) 

est en cours. 

La technique que nous utilisons pour préparer les 

neurofilanents dérive de la technique de préparation 

des microtubules.Seul,le GTP ,qui est indispensable pour 

la polymérisation de la tubuline,et qui n'influe pas 

sur la quantité de neurofilaments obtenusInlest pas 

utilisé. L1étap d'él6tmlion cle la terature* à 37OC'et de 

centrifuption à 3Q°C est comme aux deux techniques.fvhis dans le cas . 

de la préparation cles neurofilarnents,y a t-il une &ritable 

plpérisation? 

Peut-on trouver les protéines de neurofilaments sous 
- 

forme soluble,comrne on le voit pour la tubuline et l'actine? 

Il semble que non:les protéines de neurofilaments extraites 

à partir du système nerveux central et périphérique se trouveat 

sous forme d'agrégats ou de filaments courts possédant 

des poids moléculaires appàrents supérieurs à 5 millions 

de daltons.En effet,les protéines de neurofilaments extraites 

dans des conditions non-dénaturantesIse trouvent dans 

le volume d' exclusion de gel-£ iltrations possédant une 

zone de travail entre 4 millions et 400 000 daltons. 



Lorsque l'on chauffe la solution protéique contenant 

les protéines de neurofilaments,il est possible que les 

petits fraqments de neurofilaments s'asse~blent(ou 

s' agrègent) .Il en résulte une augnentation de la taille --- 
des particules, ce qui permet ensuite de les centrifuger. 

Nous pensons qu'il s'agit d'une polymérisation 

plutôt d'une agrégation puisque les filaments obtenus 

sont identiques aux neurofilaments natifs isolés et 
décrits par d' autres auteurs (SCHLAEPFER,1977; S W S X l  et Lm, 
(1979) . 
En collaboration avec Brian ANDERTON,nous avons commencé 

une étude qui a pour but d'expliquer les mécanismes de 

polymérisation des neurofilaments. 

Les grandes quantités de matériel obtenu nous ont 

permis d'aborder d'autres études physico-chimiques sur 

les neurofilaments,études qui étaient limitées au préalable 

par les faibles quantités de matériel obtenu et les 

grandes quantités de contaminants présents dans les 

préparations. 



INTERACTION NEUROFILAMENTS-TUBULINE. 

La présence de la tubuline dans les ~ré~arations 

de filaments de 10 nm résulte en fait d'une contamination 

membranaire.En éliminant les membranes,ls pourcentage de 

tubuline passe de 60 % à moins de 10 % .  

Ce pourcentage de 10% est en fait nettement surestimé. 

L'examen détaillé des gels d'acrylamide-SDS sur lesquels 

sont quantifiées les protéines montre qu'au niveau 

de la bande de tubulinelse juxtaposent également 

d'autres bandes protéiques. 

Ies techniques courantes d ' enregistrement dens i tom6 trique 
et d'intégration d'électrophorégrame ne sont pas 

suffisamment résolutivespour faire la différence entre 

la tubuline et les protéines possédant un comportement 

électrophorétique très proche.Ces protéines peuvent être, 

par exemple,le facteur TAU 1 qui migre comme l'alpha- 

Cependant,bien que le pourcentage de tubuline soit 

faible, il serait intéressant de puvoir le quantifier avec 

exactitude.En effet,cette tubuline peut provenir des 

dernières traces de la contamination membranaire qui est 

difficile à éliminer totalement avec un protocole de 

préparation aussi simple. 

Nous devons - également envissger que la faible fraction - --- - - - -  - - - - -- - -- - - ... 

de ----- tubuline - - -*- restant dans la préparation interagit avec ------- - - - -- 

les - -- neurofilaments. -- - 

L'immunologie nous apportera probablement la réponse 

puisque,dans le cas d'une interaction NFs-tubulinelles 

neurofilaments de notre préparation seront décorés par 

les anticorps anti-tubuline.Nous envisageons de faire 

proch t cette e xpérimen tation. 



Dans le cas où la tubuline présente dans la préparation 

est liée aux neurofilaments,nous pouvons envisager deux 

cas extrèmes: 

1)-La tubuline occupe tous les sites d'interactions ---------------- ............................... 
situés sur les neurofilaments.Ces neurofilaments n'auront 

donc plus d'affinité pour d'autres molécules de tubuline 

ajoutées au milieu. 

2)-Tous les sites d'interactions ne sont pas ------- occup-s. 

Dans ce cas,en ajoutant de la tubuline à la préparation 

de neurofilarnents,nous devrions isoler des neurofilaments 

fixant une plus grande quantité de tubuline. 

Nous avons montré que ces ne~rofilaments~incubéç en 

présence d'une forte concentration de pxotéinesmicrotubuiaires 

(dépourvue de toute contamination membranaire)ne 

réagissaient pas avec celles-ci. 

Il semble donc qu'il n'y ait pas d'interaction évidente 

entre la tubuline et les neur~filaments~du moins in vitro. 

Nos résultats indiquent que les filaments de 10 nm 

isolés au cours des préparations de microtubules sont 

des neurofilament~~mais qu'ils ne représentent pas un bon 

nodèle d'étude pour une interaction neurofilament-tubuline 

ou neurofilament-microtubulefcomrne cela a été suggéré par 

SHELANSKI et LIEMf1979 et RUNGE et al. 11979 a-b) 

In situ,cn peut observer des pontages entre les 

microtubules et les neurofilaments ( RICE et a1.,1980). 

Ces pontages observés chez Loligo Paletii sont en faveur 

d'une interaction microtubule-neurofilaments. 

Par contreTles axones géants de Myxicola contiennent une 

grande quantité de neurofilament~~mais les microtubules 

y sont absents(G1LBERT et a1.,1975). 



LASEK e t  HOFFMANN(1976) o n t  suggéré  que l e s  

mic ro tubu le s  e t  l e s  neu ro f i l amen t s  fo rment  un r é s e a u  

dans l ' axoplasme e t  que ce  r é s e a u  s e  dép lace  dans  

l ' axop la sme  à l a  v i t e s s e  àu t r a n s p o r t  axona l  l e n t .  

C e t t e  t h é o r i e  suppose q u ' i l  y  a des  i n t e r a c t i o n s  e n t r e  

les micro tubules  e t  l e s  neu ro f i l amen t s .  

L e s  t r a v a u x  l e s  p l u s  r é c e n t s  semblent  i n d i q u e r , p a r  des 

a n a l y s e s  f i n e s  du t r a n s p o r t  axona l  l .ent ,que l e s  

mic ro tubu le s  e t  l e s  neu ro f i l amen t s  se d é p l a c e n t  à des 

v i t e s s e s  légèrement d i f f é r e n t e s , e t  que l ' o n  p e u t  b loquer  

l e  déplacement des mic ro tubu le s  sans m o d i f i e r  l e  dépla-  

-cement des  ne~rofilaments(FILLIATREAU~1980 ; KOMIYA 

e t  KUROKAWA,1980). 

Nos r é s u l t a t s  montrant  q u ' i l  n ' y  a  pas  d ' i n t e r a c t i o n  

e n t r e  l e s  micro tubules  e t  l e s  neu ro f i l amen t s  i n  v i t r o  

semblent  en accord avec l e s  t ravaux '  r é c e n t s .  

I l  e s t  donc probable  que l e s  micro tubules  e t  l e s  

neu ro f i l amen t s  s e  d é p l a c e n t  séparément dans l ' a x o n e .  

Cependant,des méthodologies nouve l l e s  ou a f f i n é e s  

s e r o n t  n é c e s s a i r e s  pour  mieux comprendre l e s  mécanismes 

molécu la i r e s  du t r a n s p o r t  axona l  l e n t .  



RECONSTITUTION DES NEUR3FILAMENTS I N  VITRO 

L e  m e i l l e u r  moyen pour  comprendre comment s e  polymérise  

il;n neurof  i l amen t ,  pour  conna?tre .  . sa  s o u s - s t r u c t u r e ,  

e t  pour mieux é t u d i e r  son i n t e r a c t i o n  é v e n t u e l l e  

avec d ' a u t r e s  s t r u c + u r e s , e s t  d ' i s o l e r  chaque p r o t é i n e  

du t r i p l e t  e t  d ' é t u d i e r  e n s u i t e  l a  recombinaison de 

c e s  p r o t é i n e s .  

L e s  r é s u l t a t s  que nous avons eusaprès  s épa ra . t i on  des  

p r o t é i n e s  p a r  g e l - f i l t r a t i o n  s o n t  p r é l i m i n a i r e s .  

En e f f e t ,  nous avons pu s é p a r e r  l e s  deux p r o t é i n e s  

210 K e t  160 K de l a  p r o t é i n e  70 K.Cependant nous 

n ' avons  pas r é u s s i  à . i s o l e r  chaque p r o t é i n e  à l ' é t a t  

pur .  

Ta format ion.  de s t r u c t u r e s  d i £  f é r e n t e s  à 

p a r t i r  des  p r o t é i n e s  2 1 0  K e t  1 6 0  K ( f i l a m e n t s  longs  

e t  f i n s )  e t  à p a r t i r  de  l a  p r o t é i n e  70 K ( f i l a m e n t s  

c o u r t s , p e u  d é f i n i s  e t  l a r g e s )  , e t  l a  fo rmat ion  de 

f i l a m e n t s  de 10 nm à p a r t i r  des p r o t é i n e s  1 6 0  X + 70K, 

i n d i q u e n t  que l a  p r o t é i n e  7 0  K e t  les deux hauts  poids  

mo lécu la i r e s  2 1 0  K e t  1 6 0  K jouent  des r ô l e s  

complémentaires e t  d i f f é r e n t s  dans l a  c o n s t i t u t i o n  

du neurof i lament  . . 
L a  p r é p a r a t i o n  de po lypep t ides  pu r s  e s t  en cou r s  

dans n o t r e  l a b o r a t o i r e .  ( a i n s i  que dans p l u s i e u r s  

l a b o r a t o i r e s  amér i ca ins  ! ) . 
L e s  connaissances  s u r  l e s  mécanismes de  po lymér i sa t ion  

des  neurof i laments  d e v r a i e n t  donc é v o l u e r  t r è s  

rapidement .. 



ETUDE DES NEUROFILAMENTS D'OISEAUX. 

Il nous a semblé intéressant d'étudier les 

neurofilaments d'oiseaux pour deux raisons différentes: 

On connaissait seulement la composition en protéines 

des neurofilaments de Mammifères,du Calmar et de llAnnélide 

Myxicola.Les neurofilaments de Mammifères étant très 

différents des neurofilaments d'Invertébrés ,nous avons 

voulu les comparer à des neurofilaments du tissu nerveux 

d'un groupe plus prochelà savoir celui des Oiseaux. 

D'autre part ,le Poulet est un bon modèle d'gtude 

du transport axonal.Pour suivre les protéines se déplaçant, 

avec le transport axonal lent,notamment les neurofilaiients, 

il était indispensable de connaître leur composition en 

protéines. 

Pour isoler les neurofilaments de nerfs sciatiques de 

?oulet,nous avons tout d'abord essayé notre méthode 

de préparation qui donne de bons résultats avec la moelle 

de Boeuf .Les résultats ont été très médiocrescar les 

nerfs contiennent beaucoup de fibres de collagène et il 

est très difficile d'extraire l'axoplasme. 

Il nous a donc fallu utiliser d'autres techniquesrnotamment 

celles mises au point pour extraire rapidement les 

protéines du neurocytosquelette avec des tampons 

dénaturants (THORPE et al. ,19 79 ,b) . 
Nous avons également isolé des fractions enrichies de 

neurofilaments natifs dans un çradient discontinu de 

sucrose centrifugé à haute vitesse. 

Ces deux techniques ne nous ont pas permis d'obtenir des 

filaments aussi. purs que les neurofilaments de Boeuf. 

Nous pouvons cependant conclure que les neurofilaments 

d' oiseaux (Dindon et Poulet) sont constitués d'un triplet 

de protéine de poids moléculaire 205 X,156 K et 69 X 

et qu'ils semblent donc très proches des neurofilaments 

de Flammifères . 



La technique d'extraction des protéines de neurofilaments 

par des tampons dénaturants nous a permis de déterminer 

rapidement la composition en protéines des neurofilaments 

d10,iseaux.Elle pourra être appliquée à d'autres espèces 

et nous permettra de mieux comprendre la transformation 

de ces filaments au cours de l'évolution. 

L'actine et la tubuline,qui sont des 

protéines globulaires,possédent de nombreux sites 

dlinteractions,et n'ont pas évolué au cours du temps. 

Par contre,les protéines de neurofilaments sont 
.- . 

des protéines à structure fibreuse qui, apparemment, 

se sont modifiées considérablement au cours de 1 'évolution. -- - - -- - -- - ------ .- - -- 

Nous rappellerons que les neurof i laments de Myxicola 

sont constitués de 2 protéines 160 et 152 K 

et que ceux de Loliqo Palelii sont formés de 2 protéines 

200 et 6 5  K. 

Les neurofilaments sont donc un bon substrat pour l'étude 

phylogénique d'une structure protéique du cytosquelette. 

Les neurofilaments se sont considérablement modifiés au 

cours du temps et ils semblent dériver d'un filament 

ancestral commun à tous les filaments intermédiaires --- ---- 
car il existe un anticorps monoclonal qui reconnaît 

tous les filaments intermédiaires(B.ANDERTON,communication 

personnelle) . 



LES NEUROFILAMENTS SONT-ILS DES STRUCTURES DYNAMIQUES? 

La technique d'extraction des protéines du neuro- 

cytosquelette va également nous permettre d'étudier 

la distribution des protéines de neurofilaments et de 

la tubuline, dans les différentes parties du système 

nerveux central et périphérique. 

Les protéines de cytosquelette peuvent être classées 

en 2 parties en fonction de leur solubilité. 

-il y a d'abord les protéines solubles dans des tampons 

de force ionique élevée et contenant des détergents non 

polaires.11 s'agit essentiellement de la tubulinelde 

l'actine et de la myosine. 

-ensuite il y a les protéines solubilisées par des 

tampons dénaturants(urée 8 ~~chlorhydrate de guanidine 

5 M).Ces protéines sont essentiellement les protéines 

de ne~rofilaments~la tubuline attachée aux membranes, 

l'actine des microfilaments stables et la GFA 

des filaments gliaux. - 

Nous envisageons d'étudier en détail la distribution 

de ces protéines. 

Ceci nous permettra de répondre à une question importante 

soulevée par RUEGER et al. X1980) .qui pensent qu'à 

tr& faible force ionip, les f i1arm-k~ qliaux se dép1yn;érisent. 

Les travaux de ZACKROFF et GOLD~IAN ( 1 9  79  ) se~blent 

confirmer cette hypothèse. (revue générale:ANDEKDP.J,B. (1980). 

Ces auteurs montrent que les filaments intermédiaires 

dialysés contre un tampon de faible force ionique se 

dépolymérisent. 

Ils.concluent donc que les filaments intermédiaires, 

en généra1,ne seraient pas aussi stables qu'on a bien 

voulu le décrire (ANDERTON et al. 1975) et qu'ils pourraient être 

,comme les microtubules, dans un équilibre dynamique 

entre la forme polymérisée et la forme dépolymérisée. 

Nous avons remarqué que les conditions de dialyse 

de ZACKROFFet GûLDMAN n'évitent pas du tout la protéolyse. 



D'autre part,RUEGER et al. , (1980) ne font pas très bien 
la distinction entre les protéines solubles et les surnageants 

d'une centrifugation effectuée à une vitesse assez faible 

(50 000 g-30 minutes). 

Ce surnageant contient encore du matériel insoluble qui n'a 

pas été centrifugé.Donc,le dosage d'une protéine"solub1e" 

devrait passer par des techniques qui permettent la détermination 

du poids moléculaire apparent et du coefficient de sédimentation 

(gel-filtration et ultracentrifugation). 

Nous avons commencé l'étude permettant la quantification 

des protéines de neurofilaments et de filaments gliaux 

sous forme soluble ou dissociée.Les premiers résultats semblent 

indiquer que ces fîlaments intermédiaires du tissu nerveux 

sont très stables,et exclusivement sous fome polymérisée. 

Il s'agit de résultats préliminaires,mais ces études 

devraient permettre de mieux préciser si les fil~ments 

intermédiaires sont des structures stables ou non. 

Dans le cas d'une très grande stabilité,nous pourrons donc 

penser que ces felments jouent avant tout un rôle architectural. 

Dans le cas d'un équilibre dynamique permanent entre la forme 

polymérisée et la forme dépolymérisée,le rôle des neurofilaments 

pourrait alors être comparé à celui des microtubules et des 

filaments d'actine. 



FORMATION DES MICROFIBRILLES 

Nous avons modif ié  l e  p r o t o c o l e  de p r é p a r a t i o n  

des  micro tubules  pour mieux é l i m i n e r  l e s  f i l a m e n t s  de 

10 nm. Pour c e l a ,  nous avons dépolymérisé t o t a l e m e n t  

l e s  micro tubules  p a r  un tampon Mes-KaCl 1 M  à 4 O C  

e t  c e n t r i f u g é :  l e s  f i l a m e n t s  à hau te  v i t e s s e .  

Le surnageant  ob t enu ,qu i  c o n t i e n t  ne t tement  moins de 

f i l a m e n t s ,  e s t  d i a l y s é  c o n t r e  l e  tampon de po lymér i sa t ion  

pour r é i n d u i r e  un c y c l e  de po lymér i sa t ion  de micro tubules .  

Au cour s  de l a  d i a l y s e , n o u s  avons observé  l a  format ion 

d ' un  r é s e a u  m i c r o f i b r i l 1 a i r e . C e s  m i c r o f i b r i l l e s ,  i s o l é e s  p a r  

c e n t r i f u g a t i o n , s o n t  c o n s t i t u é e s  de p r o t é i n e s  m i c r o t u b u l a i r e s ,  

d '  a c t i n e ,  de p r o t é i n e s  de  neu ro f i l amen t s  e t  de membranes. 

Q u e l  e s t  l e  mécanisme de format ion des  m i c r o f i b r i l l e s ?  - - --- - -  _ - 

Actuel lement ,  nous ne pouvons qu '  éme t t r e  des  hypothèses .  

Nous avons remarqué que l a  p r o p o r t i o n  d ' a c t i n e  dans l e s  

m i c r o f i b r i l l e s  e s t  impor t an t e .  I l  e s t  p robab le  que 

l ' a c t i n e  joue un r ô l e  dé t e rminan t  dans l a  format ion  

de c e  réseau.Mais é t a n t  donné q u ' i l  y  a  q u a t r e  c o n s t i t u a n t s  

d i f f é r e n t s  i s o l é s  avec l e  r é s e a u : l e s  p r o t é i n e s  

microtubulaires,l'actine,le t r i p l e t  des neu ro f i l amen t s  

e t  les membranes, il nous f aud ra  d ' a b o r d  i s o l e r  l e s  

s t r u c t u r e s  r ée l l emen t  impliquées dans l a  fo rmat ion  du 

r é s e a u  pour comprendre l e  mécanisme d '  assemblage.  

S i  ,comme l e  suggèreW0LOSE;WICK etPOEZTER(1979) ,il e x i s t e  

des  f i l a m e n t s  m i c r o t r a b é c u l a i r e s  q u i  l i e r a i e n t  e n t r e  

eux l e s  d i f f é r e n t s  é léments  du c y t o s p l a s m e , i l  e s t  p o s s i b l e  

que l a  sous -un i t é  p r o t é i q u e  de c e s  f i l a m e n t s  s o i t  

p r é s e n t e  dans l a  p r é p a r a t i o n . C e t t e  p r o t é i n e  l i e r a i t  

a l o r s  e n t r e  eux l e s  membranes avec l e s  a u t r e s  é léments  

du c y t o s q u e l e t t e . p o u r  former l e s  m i c r o f i b r i l l e s .  

GRIFFITH e t  POLLARD (19 78) o n t  observé des  i n t e r a c t i o n s  

e n t r e  les p r o t é i n e s  m i c r o t u b u l a i r e s  e t  l ' a c t i n e .  

Ces i n t e r a c t i o n s  p o u r r a i e n t  p a r t i c i p e r  à l a  format ion 

du r é s e a u  m i c r o f i b r i l l a i r e .  



De nombreux auteurs s'orientent vers l'étude 

des interactions entre les différents éléments du cytosquelette 

et entre celles du cytosquelette et des membranes. 

La formation des microfibrilles pourrait alors être un 

bon modèle d'étude pour la compréhension des mécanismes 

d'interaction. 
_----_-__-_-__------------- -_---____________-_-------- 

La composition en protéines des neurofilaments est maintenant 

bien admise et la préparation de ces filaments ne pose plus 

de problème. 

Une voie de recherche est donc ouverte ,qui devrait 6Ebaicher 
sur une milleure connaissance des r:écanismes Gu transprt axons 
et sur une meilleure connaissance de la biologie du neurone. 

Nous souhaitons ccntinuer à travailler sur ce thème de recherche, 

qui ménera à une amélioration de la connaissance générale, 

et qui devrait aboutir également à mieux comprendre certains 

aspects pathologiques du tissu nerveux . 
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