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J'aimerais que Monsiewr Le Professewr DURCHON, qud m'a 4alt £'honneun
de présidern ce jury,trouve dans ces quelques Lignes L'expression de ma
profonde admiration.

Votre ensedignement,Monsieurn Le Prefessewr,m'a toujcuns passionnd et
Lmpressionng. T4 m'en est nesté un vif désin d'orndentern mes recherches vers
L'etude de £'évolution des espices et de La difpérentiation de La cellule.
Les newrogilaments m'ont donné £'occasion de commencer ces rechenches,que
je souhaiterais appliquern ensuite & L'étude de L'dvolution et de La
digferentiation du cytosquelette de La cellule nerveuse.

Je tiens & remenciern tout particuliérement Monsleur
Lo Professeur BISERTE qui m'a conddllé ce théme de hecherche nds intiressant
et a dinige ce travail.C'est grace a vous que §'al pu trouver un poste
d'Assistant dans Ze département de Blocnimie du Professeurn PAUL BOULANGER,
et depudis 1969,vous m'avez Loujowrs consedllle dans mon travall de recherche
(c'est sous votrne direction que f'al obtenu ma thése de trodlsiime cycle
et mon D.E.R.B.H sun Les myoglobines) .
Je vous remercde 2galement de m'avoir falt congiance Lorsque §'al voulu
ornientern mon thavall vers L'étude des gilaments de 10 nanométres.
Ce travall de these a 83 passionnant,et,s'il a débouchl sur des résultats
POSLLLES, celd vous est du entigrement.
Que cette these solt Le tiémoignage de ma projonde reconnalssance et de
mon sinclre attachement.

C'est avec gratitude que fe remencie Monsieur Le Doctewr PANTALONI
qui a accepité de jugern cette these.
Vothe nile a 212 capital dans L'évolution rapide des recherches sur Leos
microtubules en FRANCE.En dirdgeant La R.C.P "Structure et Fonction des
microtubules” ,vous avez 8% L'instigateur de nombreuses coopdrations
selentiflques entre differents Laboratoires grangais.Notre collaboration
avec vothe Zquipe,avec celle de Monsiewr Le Profhesseur SCHREVEL et avec
Le Decteun LUIGT D1 GIAMBERARDING en est La medllleune phreuve.
D'autre part,vous avez su BLever voire Equipe de recherches au plus hawt
niveau mondial en quelques annies,et j'avoue &tre this admiratif pour ce
que vous avez 4alt.



De plus,votre Laboratoinre est devenu un Lieu de rencontre ol passent Leb
mellleuns spielalistes mondLaux.

L'avantage que nous en retirons et tnes grand pudlsque noire petite

Zquipe de phovince n'a pas besoin de thaversern L'Atlantique pour connaltre
Les derndiens développements de La recherche mondiale.

Je suls th3s fien et trds necomnalssant de vows avolr dans mon fury de thése.

Qu'il me so0it Zgalement permis d'exprimer a Monsieur Le Progesseurn
SCHREVEL ma trh2s Adinclre neconnaissance pour avoir accepté de jugen
cette these.
Vous 2tes un éminent spécialiste du cytosquelette des unicellulalres ,
alnsd que des systZmes microtubulaines des cils et des flagelles.
A ce titne, fe sudls heureux de vous avoir parml Les membres du jury.
Je vous remercie Zgalement pour Les services que vows m'avez rendus.
Votne collabornation a 8t8 décisive pour La mise en Euddence de La contamination
membranaine dans Les priparations de 4ilaments de 10 nm.Vous m'avez peamis
d' avancen hapldement dans ce domaine de hecherche ol €a concurrence
américaine ne nocus ménage pas.
Votrne th2s grande compétence aead votre fugement (mporntant et ves consells
particuliehement priclLeux.

Je nemencie tnds vivement Monsieun Le Professewr ANDERTON de m'avodir
accuellli aussid gentiment dans son Laboratoire.
A un moment od mon théme de nechenche était frein? par des a@sultats
Braonds sun La composition en protéines des neurofilaments publiis dans
La Littirnatune, fe nemercie La providence qui a favornise nothe renconthe.
Cette collaboration m'a &xé ines progitable.Je ne pourrals jamails vous
nemerclen assez pour tout ce que vous avez 4alt pouwrt mod. '
" Je suls hewreux et 4ien d'avoin dans mon jury de th2se,en votre personne
un des meillleuns spdelalistes des neunofillaments et des sllaments intermédiaires.

Je sudis neconnalssant & Monsdieur £Le Professeur DELORME qudi,en 4a
qualits de spécialiste de Neuwrophysiofogie, a blen voulu jugen cette thise.
J'espere que cette these sena L'amonce d'une collaboration étroite entre
nos deux Laboratoires.

Je tiens Zgalement & nemerclern Monsieur Le Professeur DAUTREVAUX,chez qud
{'al commence de travall de thése et Monsieur Le Professeur ROUSSEL,Directeun



de 2'Unité INSERM n° 16,qui m'a donné Les moyens ginancierns et
fechniques pour réaliser ce travail.

L'etude swrt Les neurnogilaments de Poulet a &té menée en collaboration
avee £e Doctewrn LUIGT DT GIAMBERARDING et Ze Docteur FILLTATREAU;
qu'LLs trhouvent (ol Le temoignage de mon amditiE.

Je tlens tout particulierement & remerciern FRANCOISE BOUTTEAU, fechnicienne
aggectée a mon Laboratoirne,pour £'alde précleuse qu'elle m'a apportée

dans La réalisation de ce travail.

Elle a su adapten et conchitisen mes hypothises de thavall avec une grande
efpicacits et avec beaucoup de bric.

Je nemencie 2es chercheuwrs qud ont participé & ce travail,Madame PLANCOT-BELIN,
et Messdieuwrs Frédénic HILDEBRAND,Yvan KRIVOSIC et Yves PLANCKE.

Je nemencie Ggalement tous Les chercheuns et techniclens du Département
de Biochimie,poun L'aide qu'ils m'ont apporté dans diverses circonstances,
notamment Monlque DAVRIL,Mchéle LOHEZ,Genevidve LAMBLIN,Michel LHERMITTE,
Dandiel TETEART ,Xavien-Grundien VAZETLLE et Joseph KIA-KT HAN.



Le travall que nous présentons a 3t6 réalisé dans Les Laboratoires
de £'Unit? de Recherches sur La Blochimie des Protéines(Units n’l6
de Z'INSERM) créie par Monsdieur Le Professeur Paul BOULANGER et
actuellement dinigée par Monsiewr Le Professewr Philippe ROUSSEL.

18 a 818 effectus sous La direction de Monsiewr Le Progesseur
Gérard BISERTE,Directeur du Laboratoire Assocd? au C.N.R.S n° 268.

Ce thavall a pu etre mené & bien grace a4 L'alde financiire:
- de £'Unitz INSERM n°16

-du Llaboratoire Associ? au C.N.R.S (n° 268).

-de fLa Recherche Concentde Programmie C.N.R.S n’° 386
"STRUCTURES ET FONCTTIONS DES MICROTUBULES".D.recteur:D.PANTALONT.

-de £'A.T.P "BIOLOGIE DU NEURONE".Contrat D.G.R.S.T n° 7§-7-176%
Responsable:A, DELACOURTE

-du Laboratoire de Monsdeur Le Professeur Brlan ANDERTON, Chelsea Coflege
Londres. (Adresse actuelle:St GEORGE'S HSPITAL MEDICAL SCHOOL,SW 17 ORE).

-de £'Euwwopeen Molecular BLology Organization{shornt Lterm EMBO 4ellowship)

-du Laboratoine Assoald au C.N.R.S n® 290, Laboratoire de Biologie
Cellulaire:Professeur J.SCHREVEL.

-du Departement de Biologie du C.E.N de Saclay:Progesseur J.DROZ,
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NF 210 , NF 160 , NF 70 : Désignation des trois protéines

constitutives des neurofilaments,appelées également le Triplet

des neurofilaments

S : coefficient de sé&dimentation

SDS : dodecyl sulfate de sodium

Triplet : désignation des trois protéines constitutives

des neurofilaments

Tris : tri hydroxymethyl amino méthane
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1) RESUME

Les microtubules sont généralement préparés selon la
méthode décrite par SHELANSKI et al(1973) ,qui consiste

a faire des cycles répétitifs de polymérisation et de
dépolymérisation de microtubules in vitro et & é&liminer,
au cours de ces cycles,le matériel gui ne participe pas
d 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

o —— — — " — ——— A~ ——— - ——— - " S ——— . - - — . W " SOn W = ——
> —— ——— - —— - - —— - —— S VP = e - v — v o o w ——an we B o e Y

- - n et o - ——— ——— - .

Nous avons montré que le matériel sé&dimentable
€liminé au cours des deux premiers cycles de préparation
des microtubules est constitué essentiellement de

filaments d'un diamétre constant de 10 nm.

La fraction contenant ces filaments est constituée d'une
protéine majeure possédant le méme comportement &lectro-
-phorétique que la tubuline,et 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.,1977-a).

B) Comparaison_des_filaments_de_l10_nm_avec_les_neurofilaments

——  m n o — S ————————— ————————_— o ————— - " T ——— G " V- S . " =t

En collaboration avec l'équipe du Professeur ANDERTON
du Chelsea College 3a LONDRES,nous avons montré:

-que la protéine majeure de la préparation de filaments

de 10 nm est bien la tubuline.

—que les trois protéines 210,160 et 70 K possédent le méme




comportement €lectrophorétique que les trois protéines

qui constituent les neurofilaments.

Une comparaison de ces protéines par la technique

trés fine des cartes peptidiques sur gel d'acrylamide en
milieu dénaturant a montré qu'il s'agissait des mémes
protéines(THORPE,DELACOURTE}AYERS,BULLOCK et ANDERTON,
1979-a) .

v S —————————— — —— o ——— g — i o o T gt o B o o o — — — — v ———

-

Il restait 3 résoudre le probléme 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(DELACOURTE

et al.,1979).

Nous avons observé gue 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.

Dfautre part,FEIT et SHAY(1980)ont montré que la tubuline
pouvait interagir trés 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-neurofilaments mais plutdt

liée 3 la contamination membranaire (DELACOURTE et al.,
1980,a-b).

- — - ——- — > o A ot Bhn ot e M s - . et e - = — — " - — = —— —

Cette méthode est fondée sur le fait que le protocole
de purification des microtubules pexrmet également d'iscler
une fraction riche en neurofilaments.

Lorsque ce protocole est appliqué sur un substrat trés

riche en neurofilaments comme la moelle de boeuf,nous
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observons une amélioration trés nette des rendements
obtenus.

A partir de 100 g 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,notre préparation ne
contient gue 9 % du composant 50 K gqui est d'origine
gliale et gqui représente de 30 a 40% pour les préparations
décrites.

L'aspect de ces filaments est identique & celui des
neurofilaments décrits dans la littérature (DELACOURTE

et al.,1980-b).

——— - — - ————————— — " — — T —— W -

Les neurofilaments isolés selon la méthode décrite
précédemment ont été dissociés dans un tampon chlorhydrate
de guanidine 5 M et les sous-unités protéiques ont été
séparées par gel-filtration en utilisant le méme tampon
dénaturant.

Nous avons obtenu trois fractions distinctes contenant:

A) les protéines 210 XK et 160 K

B) les protéines 160 K et 70 K

€) la protéine 70 K contenant la protéine 160 K & 1l'état
de traces.

Nous avons également isolé une quatriéme fraction D qui

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

Aprés dialyse des différentes fractions contre du

(x)

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 fraction C.

(%) voir la liste des abréviations.
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Cette méthodologie semble donc convenir parfaitement
pour une approche plus détaillée de 1'étude des

mécanismes de polymérisation des neurofilaments.

" — o —— i - - ——— ———— " —_ - - ——— — iy — —— —————— ——— | —— ———

Cette méthode est fondée sur le principe selon lequel
les neuwrcfilarents nesont pas solubilisés dans des tampons
de force ionique élevée et gu'ils peuvent &tre 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,DELACQOURTE
et ANDERTON,1979-b).

— - —— i —— ————n ——— - —— - ————

Avec la technique décrite précédemment,nous avons
pu déterminer la composition en protéines des neuro-

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

ceux~cl étaient constitués essentiellement de trois

protéines de poids moléculaires 205,156 et 69 K
(FILLIATREAU,DELACOURTE,DI GIAMBERARDINO,BOUTTEAU et

BISERTE, soumis pour publication,et communication,1980).

Seuls les neurofilaments de Mammiféres (210 ,160
et 70 K) et d'Invertébrés(Myxicola:deux protéines 160
et 152 Kj;et le Calmar:deux protéines 200 et 65 K)
avaient é&té étudiés.
Nous avons ainsi pu montrer que les neurofilaments
d'Oiseaux étaient trés proches des neurofilaments de

Mammiféres.
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H) Isolement et &tudes des microfibrilles formées &

. o - — v - ——n e M A — ——  — ———— i — — — T — — — e S — — . D S S i -
— v > ——— o - —— ————————— ———————— - — " o W i o ———
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Nous avons modifié la méthode de préparation des
microtubules pour é&liminer plus facilement les
contaminants,notamment les filaments de 10 nm.

Les microtubules obtenus & la premiére étape de
préparation sont dépolymérisés dans un tampon de force
ionique élevée contenant du NaCl 1 M.

Aprés la dépolymérisation totale des polyméres de tubuline,
les contaminants sont &liminés par centrifugation a haute
vitesse (140 000 g pendant 1 heure 3 4°C).

Le chlorure de sodium se trouvant dans le surnageant

est éliminé par dialyse pour permettre une ncouvelle

étape de préparation de microtubules.Nous avons alors

observé gue la solution protéique devenait visqueuse

et qu'il se formait un vaste réseau microfibrillaire
(DELACOURTE et al.,1977-b,1978;BELIN,DELACQURTE et
HILDEBRAND, 1978).

Les premiers résultats indiquent que les microfibrilies

isolées par centrifugation sont constituées de protéines
microtubulaires,de protéines de neurofilaments,d'actine

et de matériel membranaire.

Le probléme qui se pose avec les microfibrilles est
identigque 3 celui gui a été posé pour les filaments de

10 nm.Les microfibrilles sont elles dues & des interactions
protéiques artéfactuelles ou sont elles en relation avec

une activité physiologique de la cellule nerveuse?

I) Conclusion

Nous pensons que deux problémes importants ont été
résolus.Le premier &tait de savoir si les filaments de
10 nm isolés au cours des préparations de microtubules

-

correspondaient & une interaction in vitro et in vivo

entre les neurofilaments et les microtubules.
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Ce probléme 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 deuxiéme probléme consistait 3@ mettre au point une
méthode de préparation de neurofilaments qui allie &

la fois la qualité et la quantité de filaments obtenus.

La méthode gue nous proposons donne d'excellents résultats.
Elle devrait faciliter les études physico-chimiques gqui
étaient limitées par les impuretés des préparations.

Pour notre part,nous avons commencé l'étude des
neurofilaments avec des approches différentes (étude des
mécanismes de polymérisation,é&tude phylogénigue,é&tude

des interactions entre les neurofilaments et les autres

éléments du cytosquelette et de l'axoplasme.

L'étude des filaments intermédiaires,et notamment des
neurofilaments,est une voie de recherche qui vient juste
de débuter.

Cet axe de recherche devrait dé&boucher sur une meilleure
compréhension des mécanismes du transport axoplasmique,
et sur une meilleure connaissance de la biologie du

neurone.



II) DEFINTTION DE NOTRE THEME DE RECHERCHE

Les microtubules sont généralement préparés selon
la méthode décrite par SHELANSKI -ét al.1973 qui consiste 3 faire
des cycles répétitifs de polymérisation et de dépolymérisation

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

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

Nous nous sommes apergus que le matériel sédimentable
€liminé aprés les cycles de dépolymérisation était trés abondant

et qu'il était constitué essentiellement de filaments

d'un diamétre constant de 10 nm.

Ces observations posent un certain
nombre de guestions sur l'origine de ces filaments,
sur leur composition en protéines et sur leur rdle éventuel
au niveau de l'activité de la cellule nerveuse.
Pour répondre a ces guestions,nous avons donc été
amenés a étudier LES INTERACTIONS ENTRE LES MICROTUBULES
ET LES NEUROFILAMENTS(NFS).

Les technigues mises au point pour résoudre ces problémes
ont permis -
-de trouver une nouvelle méthode de préparation

de neurofilaments

- d'étudier la reconstitution des neurofilaments a
partir des sous-unités protéigues

~de commencer une étude -phylogénigue des NFs

~de mettre en é&vidence la formation d'un réseau
de microfibrilles a partir des protéines du

neuro-cytosquelette.
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[I]) GENERALITES

I) DESCRIPTION DES DIFFERENTS TYPES DE FILAMENTS

o e - Yo - T — — - ——— > —— ———— B " S —— At - —— —— A ma ———
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Dans toutes les cellules d'Eucaryotes on peut distinguer
plusieurs catégories de filaments qui sont classés en

fonction de leur diamétre ou de leur composition en protéines.

Par ordre de taille on peut distinguer:

1) Les filaments trabéculaires(diamétre de 3 3 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 & la fois un ré8le structural et moteur
indissociables.

Dans les neurones,ils sont répartis comme suit:

A) LES FILAMENTS TRABECULAIRES

Mis en é&vidence par WOLOSEWICK et PORTER(1979),ces
filaments de 3 & 6 nm d'épaisseur forment un réseau
qui semble maintenir tous les éléments du cytosquelette

et du cytoplasme.

B) LES _MICROFILAMENTS

Ils sont représentés principalement par les filaments d'actine
et ils possédent un diamétre moyen de 6 nm.

Ces filaments se trouvent en grande quantité dans le tissu
nerveux.Ils sont répartis dans tout le cytoplasme ol ils

se présentent plutdt sous une’ forme enchevétrée (BRAY,1977).
Ils sont particuli@rement abondants au niveau des cdnes de

croissance et sous la membrane cytoplasmigue (KUCZMARSKI et

ROSENBAUM, 1979,a,b).
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C) LES FILAMENTS DE 10 nm OU FILAMENTS INTERMEDIAIRES

Les travaux de ces derniéres années ont pu montrer
que des filaments de 10 nm sont présents dans toutes les cellules
d'Eucaryotes.
Ces filaments possédent en commun un aspect morphologique
identique (filaments de 10 nm de diamétre,lisses ,flexibles et
sans ramifications) et une stabilité trés grande.Ils ne sont
dissociés que par des tampons dénaturants comme l'urée 6 M
ou le chlorhydrate de guanidine 5 M(ANDERTON et al,1976).

Actuellement, on distingue cing types de filaments intermédiaires

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 gqui sont abondants dans le

muscle lisse
5) Les filaments de vimentine des cellules mésothéliales.
(Revues générales:GILBERT,D.1978;LAZARIDES,E.1980;NMEFTJL1980).

Dans le tissu nerveux on trouve principalement 2 types de

filaments de 10 nm:Les neurofilaments qui sont consitués

de 3 sous-~-unités protéiques de 210 X ,160 K 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 protein) (BIGNAMI et DAHL,1977; RUEGeErR €t al.,1979).

I1 ne semble pas y avoilr d'identité chimique et
antigénique entre les protéines de neurofilaments et la GFA
(LIEM et al, 1979 ).

Récemment ,FRANKE et al,1978 et LAZARIDES,1980 ont mis en évidence

la présence de 2 types différents de filaments intermédiaires

dans une méme cellule.
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D) LES FILAMENTS DE MYOSINE

Les filaments de myosine ont un diamétre de: 17 nm.
Trés abondants dans le muscle lisse et strié,ils sont rares
dans le tissu nerveux(BRAY . _,.1977).
La myosine représente 0,5% des protéines solubles alors

que l'actine s'y trouve 3@ un taux variant entre 6 et 10 %.

La myosine du tissu nerveux ressemble beaucoup a celle du
muscle au niveau de son poids moléculaire,de sa forme et de
son activité ATPasique (BURRIDGE - et BRAY,1975).

E) LES MICROTUBULES

Les microtubules sont particuliérement abondants
dans le tissu nerveux.Ils se distinguent des autres filaments
par un diamétre plus grand(24 nm) et par une lumiére centrale.

Leur description est détaillée dans le chapitre suivant.
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FIGURE 1

Coupe transversale d'axones du nerf sciatique de poulet.

A)

Dans cet axone de grand diamétre,entouré par une gaine
de myéline(My),l'axoplasme est essentiellement constitué
de neurofilaments (NF) .0On peut observer gquelques microtubules

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

Dans ces axones de petit diamétre,les microtubules sont
plus nombreux.L'espace entre les axones est rempli par des
fibres de collagéne (Co).

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

grossissement: x 70 000.
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II LES MICROTUBULES

A - DESCRIPTION

Les microtubules sont des organites cellulaires
omniprésents dans les cellules d'eucaryotes. L'inté&ré&t que l'on
accorde a leur étude tient & l'importance du rdle fonctionnel
de ces microtubules dans la physiologie cellulaire.

En effet,les systémes microtubulaires sont les constituants
essentiels des centriocles 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,pseudopodes).

Ces microtubules ont été& décrits également dans des
cellules changeant de forme (excroissance neuronale,gastrulation,
neurulation,spermiogénése, formation du myoblaste etc).

Des microtubules sont &galement associés &8 des récepteurs
sensoriels.Enfin une structure microtubulaire remarguablement
bien définie existe dans les cils et les flagelles des protozoaires: .
dans les gqueues de spermatozoides et dans les cils des cellules
épithéliales ciliées.
L'utilisation"d'outils pharmacologiques’tels gque des drogues
comme la colchicine et la vinblastine gqui détruisent les
microtubules ,a permis d'établir des relations structure-fonctions
gui suggérent 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- Morphogénése:développement et maintien de la forme cellulaire
4- Motilité cellulaire
5-Transduction sensorielle

Dans ces différentes fonctions le microtubule semble

jouer d& la fois un rdle structural et un rdle moteur indissociable.
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Les microtubules sont particuliérement abondants dans le
systéme nerveux notamment dans les axones ol ils sont disposés
longitudinalement,en paralléle avec les neurofilaments.

La sous unité proﬁéique des microtubules est la tubuline.
Cette protéine qui fixe spécifiquement la colchicine a été

caractérisée par TAYLOR en 1965.

Depuis,des milliers de publications sur les microtubules
nous ont apporté une multitude de renseignements (DUSTIN,1978).
Cependant,le rdle 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 sectidh transversale par un anneau de 24 nm de diamétre extérieur
“avec une lumié&re centrale de 15 nm de diamétre et de longueur

indéfinie(plusieurs microns) (Figure 2). . . .

Ils sont formés par l'assemblage latéral de 13 bfé&&fila—
-ments formés eux mémes par l'assemblage linéaire d'une
protéine dimérique:LA TUBULINE.
Le dimére de tubuline est formé de socus unités légérement
différentes appelée alpha et béta-tubuline de poids moléculaire
57 K et 53 K.Le poids moléculaire du dimére est de 110 K,

ce--qui correspond & un-coefficient de sédimentation de-6-S.,—
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FIGURE 2

REPRESENTATION SCHEMATIQUE DU MICROTUBULE

Le microtubule est un filament tubulaire de 25 nm de
diamétre extérieur.

Il est constitué par l'assemblage longitudinal de

13 protofilaments constitués eux-mémes par l'assemblage
linéaire de diméres de tubuline(alpha-et bé&ta-tubuline).
Des proféineé de haut poids moléculaire appelés MAPs
(Microtubule Associated Proteins)sont implantés

réguliérement sur le microtubule.

(d'aprés L.AMOS,1979).
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B) BIOCHIMIE DE_LA_TUBULINE

a) Structure primaire
+++++tttt -+

La composition en acides aminés et les &tudes partielles
de séquence des sous-unités alpha et béta-tubuline
d'espéces différentes font apparaitre une quasi identité

entre les tubulines d'origine aussi diverse que celle extraite
du cerveau derPoulet ou du spermatozoide d'Oursin(figure 3).

On cbserve des différences importantes de structure
primaire entre l'alpha et la bé&ta-tubuline d'une méme
espéce (25% environ).

Par contre,la comparaison entre les alpha tubulines ou

les béta tubulines montre gu'elles sont restées prati-
-quement identiques au cours de l'évolution des espéces
(comme d'autres protéines ubiquistes telles que l'actine
et 1'histone H4).

On observe en effet une grande conservation de la séguence
en acides aminés qui correspond & 0,45 point de mutation
pour 100 résidus par 100 millions d'années (LUDUENA et
WOODWARD,1973) .

Cette conservation de la structure primaire de la
tubuline au cours de 1l'évolution des espéces n'est pas
étonnante.La tubuline s'intégre dans le microtubule grdace
3 de nombreuses interactions{interaction alpha-béta tubuline,
interactions longitudinales et latérales des diméres de
tubuline,sites actifs ol viennent se loger le GTP et le
Mg++,sites d'interaction avec les facteurs protéiques de
polymérisation).

Par conséquent,le moindre changement de structure primaire
doit provoquer une anomalie majeure au niveau de la
polymérisation de la tubuline gui se concrétisera par une

mutation léthale.

Lia détermination de la structure primaire de la tubuline est en cours
(LU et ELZINGA,1978 ;PONSTINGL et al.,1979).
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b)) La tubuline et ses Ligands
t+++++++++b+rE b+ F b+t

Le dimére de tubuline possé&de la propriété de fixer
un grand nombre de ligands,nctamment 2 molécules de GTP
indispensables . pour la polymérisation,et d'autres substances
connues pour leur effet pharmacologique comme la colchicine et
les alcaloides isolés de la "Vinca major" (Vinca-alcaloiIdes).

-La colchicine se fixe spécifiquement sur la tubuline et elle

posséde une trés grande affinité pour les microtubules du fuseau
mitotique.A ce titre elle est appelée le "poison du fuseau".

-Les Vinca alcaloides ont également une tré&s 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
8

= . - : . -4

d une concentration de 10 " M.,A la concentration de 10 M,ces
composés induisent une polymérisation anormale de la tubuline sous
forme devparacristaux!La vinblastine et la vincristine sont trés

utilisés en chimiothérapie anti-cancéreuse.

Les cations bivalents jouent également un rdle
important dans les phénoménes 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 ,& une concentration de 0,5 mM.

A la concentration de 16 mM,la tubuline pure(c'est & dire sans les
facteurs protéiques qui stimulent la polymérisation)peut se

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

Le calcium dépolymérise trés rapidement les microtubules tandis

que le zinc provoque une polymérisation ancormale sous forme

de feuillets trés larges qui correspondent & l'accolement de
55 protofilaments en moyenne (GASKIN et KRESS,1977).

Le rdle du GTP dans les phénoménes d'assemblage est encore trés

controversé.lLa liaison de 2 molécules de GTP
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par dimére de tubuline est essentiel pour les phénoménes
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,l'autre GTP se fixe sur un site E (Echangeable) et il
est hydrolysé pendant la polymérisation.Cette hydrolyse se
produit au niveau des molécules de tubuline qui se fixent sur
le microtubule,donc & l'extrémité des microtubules (DAVID-PFEUTY
et al.1977,1978).

Cependant,l'addition d'un analogue du GTP non
hydrolysable n'inhibe pas la polymérisation (PENNINGROTH et
KIRSCHNER,1977) .I1 est possible que l'hydrolyse du GTP soit
essentielle pour la régulation de phénoménes biologiques
importants.PANTALONI et collaborateurs ont montré que les
différentes drogues antimicrotubulaires pouvaient &tre 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, et al.,1979).

Les interactions tubuline-ligands scot schématisées figured
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C)LES NEUROTUBULES

La tubuline se trouve en quantité particuliérement
importante dans le systéme nerveux central de Mammiféres
(10% des protéines solubles).Il est facile de l'isoler en
utilisant la méthode décrite par SHELANSKI(1973).
Elle consiste,dans un premier temps,d extraire les protéines
solubles par une homogénéisation du cerveau dans un tampon Mes
pH6,5 suivie d'une centrifugation haute vitesse 3 4°C.
Ensuite,d partir du surnageant,on induit la polymérisation
des microtubules par élévation de la température 3 37°C

Les microtubules ainsi formés sont collectés par centrifugation.

Par contre,les préparations de microtubules 3 partir
d'autres tissus donnent des rendements trés médiocres qui
proviennent probablement du seuil limite de 0,3 mg/ml

de tubuline nécessaire pour obtenir une polymérisation in vitro

Il n'est donc pas é&tonnant que presque toutes les
informations obtenues sur la structure et les propriétés
physico-chimiques de la tubuline concernent en fait les
microtubules du systéme nerveux qui sont également appelés
les NEUROTUBULES.

Cette abondance de la tubuline dans les neurones est probablement
due 4 sa participation importante dans le mécanisme du transport
axonal gui est une activité majeure dans la phvsiologie de la
cellule nerveuse.C'est un transéort hyperspécialisé gqui permet

la migration de nombreuses protéines et vésicules,du corps
cellulaire ot elles sont synthétisées vers la synapse qui se

trouve parfois & une distance de plusieurs dizaines de cm.
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D) MECANISMES DE POLYMERISATION DES MICROTUBULES

a)Stabilité des microtubules

Chez les Mammiféres,la structure des microtubules
cytoplasmiques et des neurotubules s'effondre par simple
abaissement de la température pour donner de la tubuline sous
forme de diméres et sous forme de fins filaments spiralés
formant des anneaux de 50 nm de diamétre(figure 5).

Ces microtubules sont dorcen équilibre dynamique permanent

entre la forme polymérisée et la forme dépolymérisée.

Par contre,les microtubules des cils et des flagelles
sont trés stables.Cette stabilité est probablement due 3 leur
intégration dans un systéme architectural complexe avec de
ncmbreux pontages entre les microtubules et les structures
environnantes. (dynéine, liens de nexine,ponts radiaires,pontage
avec la membrane de l'axonéme) (DUSTIN,1978).

Peu d'études ont &té effectuées sur les microtubules des
Vertébrés polkilothermes.Il serait pourtant intéressant de savoir
si les phénoménes de régulation de la polymérisation sont

identiques & ceux que l'on trouve chez les Vertébrés homéothermes.

b)Polymérisation des microtubules

Les différentes étapes de la polymérisation des
microtubules ont &été étudiées par de nombreux auteurs:

1>

Ces &tudes ont montré qu'da 4°C,il existe un équilibre dynamigue
entre la tubuline sous forme de dimére et la tubuline sous forme
d'anneaux.Les MAPs (Microtubule Associated Proteins)
participentactivement 3 la formation de ces anneaux.

Ces derniers seraient les sites d'initiation pour la
polymérisation -de la tubuline ( ;KIRSCHNER,1979).

Aprés élévation de la température a& 37°C,on observe une
disparition rapide des anneaux(en moins de 2 minutes) qui se
déroulent pour former des protofilaments.Ceux-ci vont s'accroltre
en longueur et ils vont également s'accoler entre eux pour
former un. feuillet.Deés que ce feuillet atteint une largeur

de 13 protofilaments, il se referme pour former le microtubule.
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Les conditions expérimentales pour obtenir une polymérisation

de la tubuline sous forme de microtubules sont les suivantes:

-la tubuline doit &tre solublisée dans un tampon de force ionique
é€levée.On utilise en général le tampon Mes 0,1 M(Morpholino
Ethane Sulfonic acide) & un pH voisin de 6,5.
-le tampon doit contenir également
-- de 1'EGTA(Ethyléne Glycol-bis(B~amino-ethyl ether)
N-N' tetraacétique acide) & une concentration de 1mM

qui va complexer préférentiellement le calcium

-- du magnésium(0,5 mM de MgClz) et du GTP(0,3 & 1 mM)

indispensable pour la polymérisation
-- une température supérieure & 15°C(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 PROPOSES PAR
ERIKSON(1974) et KIRSCHNER(1979).

Ces deux modéles 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.

Aprés l'induction de la polymérisation par é&lévation
de la température & 37 °C,les anneaux semblent se
dérouler et S'accoler pour former des feuillets ou des
rubans plus ou moins longs.Les feuillets vont croitre
en longueur et en largeur.Lorsgque la largeur aura
atteint 13 protofilaments,le feuillet va se refermer

pour former le microtubule.
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E ) COMPOSITION EN PROTEINES DES NEUROTUBULES
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La composition en protéines des microtubules est
généralement déterminée par électrophorése en gel
de polyacrylamide(voir le chapitre technique page 66).
Ces électrophoréses sont toujours effectuées en milieu
dénaturant (Dodecyl sulfate de sodium )pour solubiliser les
protéines microtubulaires gui ont une forte tendance

d s'agréger.

Par cette technique,on a pu établir que les microtubules
trés purifiés sont constitués d'environ 90 P 100 de tubuline
et de 10 p 100 de facteurs protéiques gqui induisent la

polymérisation.

Les facteurs de polymérisation sont appelés facteur TAU 1
et TAU 2. Le facteur TAU 1 gqui est le plus actif est
constitué de quatre protéines de poids moléculaire compris
entre 52 et 65 K (figure 6) (CLEVELAND et al.,1977,a,b).

Le facteur TAU 2 est constitué principalement de deux
molécules de haut poids moléculaire,appelés &galement

MAP 1 et MAP 2 (Microtubule Associated Proteins) (SLOBODA
et al.,1976) .Leur poids moléculaire de 350 et 300 K est
trés 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 mécanigue qui provoque
le battement ciliaire ou flagellaire.

La dynéine peut décorer les neurotubules et garder son
activité ATPasique (HAIMO et al.,1979).

En microscopie électronique,les MAPs ressemblent a de fins
bras ténus disposés en hélice sur le pourtour du microtubule
(AMOS,1977) .



FIGURE 6

ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE-SDS des protéines microtubulaires

et de neurofilaments.

Les microtubules(de premier et de deuxiéme cycle) sont constitués des diméres
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. (1977 a-b)
sont les protéines MAP 1 et MAP 2 de 350 K(kilo daltons) et 300 K appelées

€galement facteur TAU 2,et le facteur: TAU 1 qui est constitué par 3 a 5

protéines .de 65 a 52 K (B et D).

Les neurofilaments (NFs) sont constitués de trois sous-unités
protéiques de 210 K,160 K et 70 K (G et H) .-

B : Témoin actine( 44 K).

_SE—
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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).

~

Contrairement 3 la tubuline,les facteurs TAU sont
thermostables et se fixent spécifiquement sur la phospho-
cellulose.Ces propriétés ont été mises a profit pour
leurs préparations(CLEVELAND et al.,1977 a et b)

Les autres protéines isolées avec les microtubules
proviennent de contaminations{(interactions non spécifiques
avec la tubuline qui posséde un caractére fortement
acide,produits de protéolyse survenant au cours des cycles
de polymérisation) et peut-&tre par des protéines dont le
rdle est encore inconnu.Nous avons remarqué gu'une protéine
35 K était toujours associée aux microtubules trés purifiés
(DELACOURTE et al.,1977,b)
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IITI - LES NEUROFILAMENTS DE MAMMIFERES
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Contrairement aux filaments d'actine,de myosine et aux
microtubules,les filaments de 10 nm sont longtemps restés 'dans
1'ombre.Ceci est dd principalement au fait qu'ils manquent de
spécificité au niveau de leur structure et de leur composition
chimique.

L'étude des neurofilaments (NFs) de Mammiféres est trés
complexe car il est difficile d'isoler les neurones ol ils se
situent sans avoir une contamination importante par des cellules
gliales qui possédent &galement une trés grande quantité de
filaments de 10 nm(figure 8 ,paged48).Les filaments gliaux possédent
une composition en protéine différeﬁte des neufofilaments
(BIGNAMI et DAHL,1977).Par contre leurs aspects en microscorie
électronigue est a peu pré§ idgn@ique(WUERKER,l970).

De ce fait,les résultats sur la composition en protéines des NFs
ont été longtemps controversés.Finalement,leur ocomposition en
protéines a été& élucidée au cours du dernier trimestre 1978 par
3 équipes de recherches différentes:SCHLAEPFERet FREEMAN,1978;
ANDERTON et al,ig78 et LIEM et al,j978 .Il s'agit d'un triplet "
de protéines de poids moléculaire 210 K,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:

guun développement rapide des recherches se fera dans ce domaine.

Pour mieux comprendre les résultats contradictoires présentés
dans la littérature,nous présentons a la page suivante un historigue

des principaux résultats obtenus depuis 1971.
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HISTORIQUE DES RECHERCHES SUR L'IDENTIFICATION DE LA
SOUS-UNITE PROTEIQUE DES NEUROFILAMENTS.

La premiére méthode de préparation,mise au point par
SHELANSKI et collaborateurs,date de 1971.La méthode de
préparation,effectuée 3 partir de la substance blanche de boeuf,
utilise la technique suivante:la substance blanche est homogénéisée
dans un tampon sucrose 0,9 M.Aprés une centrifugation de
l1'homogénat,les axones myélinisés forment une pellicule & la
surface du surnageant.Ils sont récupérés et homogénéisés dans un
tampon de faible force ionique.Il en résulte un choc osmotique
qui désintégre les membranes plasmigues et libére les neurofilaments
de l'axone.Les neurofilaments sont ensuite collectés par centri-
-fugation.La sous-unité protéique de ces filaments posséde un

poids moléculaire de 6C K.

DAVISON et WINSLOW(1974) ont purifié la protéine des
neurofilaments en utilisant la méme technique complétée par
une gel-filtration.Ils évaluent 3@ 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 Rat,isolent des filaments de 10 nm constitués

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

En 1976,LASEK et HOFFMAN décrivent une technigue originale
qui permet d'étudier les protéines véhiculées par le transport
axonal lent.Ils démon?rent que les neurofilaments se déplacent
dans l'axone 3@ 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).
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La mé&me 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
d partir de la protéine 54 K =~ de la préparation de
SHELANSKI.L'intérét de ce travail est de montrer gue

la protéine 54 K  révéle des neurcfilaments 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 Fibrillarvy Acidic protein),sous unité des filaments
gliaux et la protéine 54 K des neurofilaments.

Ces deux protéines possédent apparemment le méme

poids moléculaire et des sites antigéniques communs.

Toujours grace aux anticorps préparés a partir de la
protéine 50 K des NFs,DAVISON et HONG (1977)montrent que
cette protéine est présente chez tous les Mammiféres,

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

Etant donné que la béta tubuline migre juste derriére
la protéine 54 K en électrophorése-SDS,LIEM,YEN,LORIA
et SHELANSKI(1977) ont comparé ces protéines par cartes
peptidiqués.Ces deux protéines possédent des peptides
communs mais elles possédent peu de sites antigéniques

communs (étude par radioimmunoessais).

En marquant la béta tubuline et la protéine 50 K
par l'iode 125 et en utilisant la méme technique de
comparaison des produits de protéolyse ,IQBAL et
collaborateurs(1977) arrivent aux mémes conclusions
que LIEM et al.Ces deux protéines sont trés proches

et auraient peut &tre une origine commune.

2 autres techniques d'isolement des neurofilaments ont
également été utilisées. L'une par DAY et l'autre par
SCHLAEPFER.
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DAY (1977) solubilise les neurofilaments par un tampon
NaCl pH 9,5.La protéine isolée a un poids moléculaire
de 57 K.

SCHLAEPFER(1977)isole les neurofilaments & partir du
systéme nerveux périphérique(qui contient peu de cellules
gliales) .La fraction enrichie en neurofilaments 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 mémes résultats,
gqui confirment les travaux de LASEK et HOFFMAN(1976).

SCHLAEPFER ANDERTON et al et LIEM,YEN,SALOMON et
SHELANSKI ont montré gque les neurofilaments de

Mammiféres sont cornstitués de 3 sous-unités

protéiques avec des poids moléculaires voisins de 210 X,160 K et

70 K (appeléés également le Triplet des neurofilaments).

La protéine 50 K -54 K que l'on croyait &tre 1la
protéine des neurofilaments,était en fait la G.F.A

des filaments gliaux.

La détermination précise des poids moléculaires des sous-unités
protéiques des neurofilaments est extrémement importante
puisqu'elle permettra ensuite d'isoler ces protéines

par électrophorése préparative et d'obtenir des

anticorps spécifiques contre ces protéines.

Ceux-ci seront utilisés pour doser,localiser et
déterminer le rdle des neurofilaments dans la cellule
nerveuse.Ills devraient é&tre &galement précieux pour

1'étude de la différenciation des cellules nerveuses.

Etant donné que la composition en protéine vient

d'étre déterminée ,toutes ces études sont donc & faire.
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B) LES NEUROFILAMENTS D'INVERTEBRES.

Les études les plus précises sur les neurofilaments
proviennent: des observations faites sur les NFs d'Invertébrés
car ceux cil sont isolés facilement & partir des axones géants.
I1 n'y a donc pas de contamination par des filaments gliaux.
Ces études se sont focalisées sur deux espéces:Myxicola qui est

un aAnnélide marin et Loligo forbesii qui est un Calmar(Mollusque,.

Céphalopode ).

Cependant la difficulté majeure concernant 1l'isolement
des neurofilaments a consisté & trouver le moyen d'inhiber.:
l'action des nombreuses protéases gui se trouvent dans l'axoplasme.
GILBERT et al(l975 )ont montré que ces enzymes ,activées par le
calcium peuvent . dégrader les neurofilaments en moins d'une
minute,d température ambiante.Ces protéases possédent un thiol
actif et peuvent &tre inhibées par le para chloromercuribenzoate

d une concentration de 1 mM.

De nombreuses observations en microscopie électronique
ont montré que ces neurcofilaments sont = constitués par
l'assemblage en hélice de deux brins de 4,5 nm d'épaisseur
formés eux mémes par l'assemblage de 2 protofilaments de 2,5 nm
d'épaisseur.

Ces sous structures ont pu étre observées au cours des étapes
de dénaturation progressive par l'urée 2 M.Dans un premier temps
on observe un .. déroulement des brins puils des protofilarments qui.
vont s'agglomérer pour former des globules de 100 nm de diamétre
(KRISHNEN et al,l979;LA§EK et al,1979).

Les principales caractéristiques sur les propriétés physico-chimiques

des neurofilaments des: Invertébrés sont rassemblées figure 7.
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FIGURE 7

Principales caractéristiques des neurofilaments isolés

4 partir des axones g€ants de Myxicola et de Loligo.

Partie inférieure:Structure des neurofilaments

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

4 protofilaments disposés en hélice.

Les neurofilaments dénaturés se réarrangent pour former

des enchevétrements puis des globules d'un diamétre de 100 nm
( KRISHNAN et al,1979;LASEK et al,1979)."
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Avant de décrire le rbéle joué par les microtubules et
les neurofilaments dans 1'axcne,nous avons voulu décrire la place
teniue par les neurones et les cellules gliales dans le tissu
nerveux du svstéme nerveux central et périphérique.

Cecil 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 antigénigques
communs avec la G.F.A.Ces résultats peuvent étre expliqués

par une proche parenté entre les neurones et les cellules gliales.
Nous avons donc décrit 1l'histogenése de ces 2 types cellulaires

pour mieux comprendre leurs analogies et leurs différences.(Fig 9).
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A) 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 é&léments 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 systéme 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,chagque neurone est un intégrateur,un conducteur
et un transmetteur d'informations codées.

Un neurone est constitué d'un corps cellulaire dont le diamétre
varie de 5 3 100 micrométres et dont émanent une fibre principale,
l'axone,et un certain nombre de branches fibreuses,les dendrites.
En ré&gle générale,les dendrites et le corps cellulaire regoivent
les signaux d'entrée;le corps cellulaire les combine,les intégre
puis émet des signaux de sortie;il a également pour fonction
l'entretien général de la cellule.L'axone transmet les signaux

de sortie aux terminaisons axoniques qui,a leur tour,distribuent

1'information aux autres neurones.

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

a 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 systéme nerveux central,les ASTROCYTES font

la jonction entre les capillaires sanguins et les neurones pour
nourrir la cellule nerveuse(Figure 8).
-Les OLIGODENDROCYTES forment une gaine de myéline 3

autour des axonesg
-Dans le syst@me nerveux périphérique,la myélinisation
est effectuée par les CELLULES DE SCHWANN.
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FIGURE 8

Relations entre les neurones et les cellules gliales(astrocytes

et oligodendrocytes).

L'astrocyte posséde 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 gui s'enroule

autour de certains axones.Un oligodendrocyte peut former une

gaine autour de plusieurs axones.

(D'aprés NOBACK et DEMAREST,1975).
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FIGURE 9

ORIGINE DU SYSTEME NERVEUX

L'ensemble du systéme nerveux,moelle,encéphale et nerfs
périphériques dérive de 1l'ectoblaste.
Au cours de la gastrulation,le chordo-mésoblaste va induire
la formation du tissu neuroblastigue é'partir de l'ectoblaste
sus-jacent (neuroectoderme) .

La plagque neurale résulte de la différenciation et
de 1l'épaississement de l'ectoblaste sus-chordal.
Au cours de la neurulation,la plague neurale va se différencier
pour former une cré&te neurale(C.N)et une gouttiére neurale(G.N)
gui vont s'individualiser.

La gouttiére neurale va se refermer pour former le tube reural(T.N).

A partir du tube neural vont se différencier les
neuroblastes qui formeront les neurones moteurs et les spongicblastes

libres gqui formeront les astrocytes et les oligodendrocytes.

Les cellules de Schwann du syst@&me nerveux périphérique proviennent

€galement du neuroectoderme. |
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BI) EQUILIBRE MICROTUBULES-NEUROFILAMENTS

De nombreux auteurs ont montré gue les
drogues anti-microtubulaires provoguent 3 la fois la dépoly-
-mérisation des microtubules,mais également 1l'augmentation
du nombre de filaments de 10 nm,y compris les neurcofilaments
(HOLTROP gz_éi.,l974).

Etant donné -que la colchicine inhibe la polymérisation
des microtubules,- que la disparition des microtubules est suivie
par une augmentation des filaments de 10 nm,- et gue le
phénoméne se passe méme en présence de cycloheximide qui
blogque les synthéses protéiques,il a été émis 1l'hypothése
que les sous-unités microtubulaires reformeraient des filaments
de 10 nm(WISNIEWSKI et al.,i968 ; KRISHAN et HSU,1971)

Cette hypothése a été controversée (DE BRABANDER et al.,1975)
et .semble peu vraisemblable puisque l'on sait maintenant
que les sous-unités protéiques des microtubules et des

filaments de 10 nm sont différentes.

Cependant,il est admis que la colchicine et la colcemide
provogquent une agglomération des filaments de 10 nm,notamment
des filaments de desmine et de vimentine(voir page 20,
LAZARIDES,1980) et des neurofilaments (WISNIEWSKI et al.,1968).

Certains produits provoquent une agglomération des
neurofilaments sans agir sur les microtubules,comme le methyl
butyl cétone(SELKOE et al.,1978)ou l'aluminium(SHELANSKI
et LIEM,1979).

Pour notre part,nous pensons que les microtubules et les
filaments de 10 nm jouent un rdle structural différent ,et
vraisemblablement indépendant,dans la cellule.

Les microtubules joueraient un rdle dans la stabilité du
cytoplasme,mais ils provoqueraient également,lorsqu'il y a
plusieurs microtubules accolés ,une zone privilégiée ol le
cytoplasme serait plus fluide et par ol circuleraient les

roduits de secrétion.Ce mécanisme prcposé par GROSS (1975)
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semble l'hypothése la plus vraisemblable concernant le rdéle

joué par les microtubules au niveau du transport cytoplasmigue.

Par contre,les filaments de 10 nm joueraient un r&le dans

le maintien de différents organites dans la cellule(LAZARIDES,
1980) .

Les filaments de desmine lient les myofibrilles de la cellule
musculaire striée en reliant entre elles les lignes Z qui

sont & leur base et en les reliant également & la membrane
plasmique.

Les filaments de vimentine ancreraient le noyau et les

centrioles dans la cellule.

Pour les neurofilaments,leur rdle serait 3 la fois
structural et moteur puisqu'ils semblent impligués dans
les mécanismes du transport axonal lent(voir le chapitre

suivant) .



~53~

C) NEUROTUBULES ET _NEUROFILAMENTS DANS _LE_TRANSPCORT AXQONAL LENT.

Les neurones possédent des extensions cytoplasmiques
appelées axones qui,chez les Vertébrés comme la Girafe ou la
Baleine,peuvent atteindre plusieurs métres de long.

Etant donné gqu'il y a une absence presque totale de synthése
protéique dans 1l'axone,tout ce qul est nécessaire pour le bon
fonctionnement de l'axone et de la synapse est acheminé du corps
cellulaire od ont lieu les synthéses protéigues,jusqu'a la
synapse.

Cette forme spécialisée de transport cytoplasmique s'appelle

le transport axonal.

La cellule gliale transporte également des é€léments nutritifs
directement dans l'axone(figure? ) .Mais ceci est un phénoméne

négligeable par rapport au transport axonal.

Les substances . amenées par le transport axonal semblent é&tre
engagéesdans différents aspects de la physioclogie de 1l'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 synthése des transmetteurs chimigues situés en
amont de la synapse et la libération de ces

transmetteurs pour le passage de 1'influx nerveux

4)- La synthése de précurseurs polypeptidiques pour

les neurones secréteurs.

On distingue deux types de transport axonal:1l'un rapide (50 &
500 mm par jour et bidirectionnel)
l'autre, lent et allant du corps cellulaire vers l'axone a une

vitesse de 0;8 & 7 mm par jour.(LASEKet HOFFMANN,1976).
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Des études trés précises ont été effectuées par LASEK et HOFFMAN
(1976) qui ont étudié le transport axonal aprés injection
d'acides aminés marqués dans la moelle épiniére de Rat.
Les acides aminés marqués qui pénétrent dans le corps cellulaire,
vont &tre incorporés dans les protéines nouvellement synthétisées.
Une grande partie de ces protéines marquées s'achemine dans
l1'axone en direction de la synapse.
Apré&s une dizaine ou une vingtaine de jours,on sectionne l'axone
en petits morceaux de méme longueur et on étudie la composition
en protéines marquées dans chaque morceau,par é€lectrophorése
suivie d'une autorgdiographie.

Ces auteurs ont ainsi pu mettre en évidence un transport

axonal lent constitué par deux groupes de protéines se déplagant

3 des vitesses lég@rement différentes (Figure 10).

Le premier groupe de protéines comporte la tubuline et un triplet

de protéines 210 K,160 K et 68 K
Le deuxiéme groupe de protéines correspond a la tubuline et

des protéines 125 K,85 X,70 K,46 K et 35 K.

LASEK et HOFFMANN ont émis l'hypothése que les micro-

~tubules et les neurofilaments se déplacent en méme temps dans

conduit vers la synapse par un systéme analogue a

celui de l'acto-myosine et qui se trouverait a& la périphérie

de l'axone , ancré sur la membrane axoplasmigque.

Ce réseau en mailles se déplagant en direction de la synapse
entrainerait en m@éme temps tout 1l'axoplasme avec ses vésicules
et @mussl ses protéines.

Aun niveau de la synapse se trouverait donc un systéme protéo-

-lytique capable de dissocier les neurofilaments.
Les protéases activables par le calcium qui dépolymériserait

en méme temps les iicrotubules.

Cette hypothése est &tayée par de nombreux faits expérimentaux.

Une des expériences les plus simples et les plus probantes

-

consiste & ligaturer l'axone.On observe alors un gonflement

- ’” .
de l'axone cdté corps cellulaire.Aprés avoir enlevé la ligature,
la partie renflée de l'axone va se diriger vers la synapse &

la vitesse du TRANSPORT AXONAL LENT.
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GRIFFIN et al(1978) on étudié l'action de 1'IDPN ( B8,8'-Imino-
dipropionitrile )sur le transport axonal.Ils ont montré que
l'administration d'IDPN provogue un arrét du transport axonal
lent avec un gonflement de 1l'axone juste & proximité du corps
cellulaire.Dans cette partie d'axone qui est renflée,on observe
une accumulation de neurofilaments qui possédent une forme normale.
De méme,les microtubules et les filaments d'actine gui migrent

avec le transport axonal lent sont également bloqués.

Le transport axonal lent est donc un phénoméne de

transport cytoplasmique trés spécialisé mais il est raisonnable

de penser gu'il repose sur des mécanismes fondamentaux qui existent

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

représenter un modéle d'étude trés intéressant pour la compréhension
des mécanismes de transport cytoplasmique dans tous les types

cellulaires.

Revues ¢générales:LASEK(1980),SCHWARTZ(1980),FILLIATREAU(1980).
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I) PREPARATION DES MICROTUBULES (D'aprés la méthode de SHELANSKI,1973)

-

Cette préparation s'effectue d partir de trois cerveaux de
Boeuf,prélevés juste aprés l'abattage,et transportés dans de la
glace jusqgu'au laboratoire.A partir de ces cerveaux,aprés lavage
par du sérum physiologique et élimination des méninges,on prépare
400 g de substance grise.

HOMOGENEISATION: 400 g de substance grise sont homogénéisés dans
400 ml de tampon Mes [j acide 2-(N-morpholino)é&thane sulfonigue
0,1 M ajusté 3 pH 6,5 avec NaOH 1 M; MgCl2 0,5 mM,EGTA 1 mm] ,

dans un Waring Blendor,3 x 10 secondes 3 faible vitesse puis

3 x 10 secondes 3 grande vitesse.

~

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

-~

prélevé et ensuite centrifugé pendant 30 min & 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 3 37°C pendant 20 min puis les microtubules

=

formés sont centrifugés 45 min & 110 COO g & 30°C.

LA DEPOLYMERISATION s'effectue en homogénéisant le culot de
microtubules dans 80 ml de tampon Mes,d 4°C,et en centrifugeant
l1'homogénat 30 min 3 110 000 G.

A partir du surnageant obtenu,un deuxiéme cycle de polymérisation
est induit,aprés avoir ajouté 1 mM de GTP et 20 % de glycerol,.
Le culot de microtubules de deuxiéme cycle obtenu apreés

- ——_— —— T . A ———— g — b — o — i — ——

centrifugation est 3 nouveau homogénéisé dans 40 ml de tampon

Mes & 4°C et centrifugé 30 min & 110 000 g pour éliminer le

matériel non-dépolymérisable (Figure 11) .

La solution de protéines microtubulaires peut &tre stockée

4 -20°C pendant un mois sans perdre son pouvoir de polymérisation.
Pour cela les culots de microtubules de deuxiéme cycle sont
homogénéisés doucement dans un tampon Mes,glycerol 8 M et

stockés au froid
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PRINCIPALES ETAPES DE LA PREPARATION DES MICROTUBULES.
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II) PREPARATION DES FILAMENTS DE 10 nm. (neurofilaments)

La préparation s'effectue 3 partir de la moelle,aprés

élimination des méninges et lavage par du sérum physiologique.

HOMOGENEISATION

250 g de moelle sont homogénéisés dans 400 ml de tampon Mes,
dans un Waring Blendor(3 x 10 sec & faible vitesse et 3 x 10 sec

d grande vitesse),en chambre froide.

=

L'homogénat est centrifugé 15 min & 30 OO0 g.Le surnageant obtenu

-

est recentrifugé 30 min & 110 000 g.
On décante soigneusement le surnageant et on y ajoute 20 % de
glycérol.

-

Aprés &lédvation de la température 3 37°C pendant 20 min,

= -

on centrifuge 45 min & 110 000 g & 30°C.

Le culot obtenu est homogénéisé dans 60 ml de tampon Mes & 4°C et

=~

1'homogénat est centrifugé 30 min & 110 000 g ,d 4°C.

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

aprés avoir ajouté 20 % de glycérol et chauffé la solution

-~ =

20 min 3 37°C.Aprés une centrifugation de 45 min & 110 00O ¢

-

d 30°C,le culot obtenu correspond aux neurofilaments de
deuxiéme cycle. (DELACOURTE et al.,1980,a).
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IIT ) ETUDE MORPHOLOGIQUE

Des colorations négatives sont cobtenues en
déposant une goutte de la suspension protéigque sur une grille
recouverte d'une membrane Piocloform F (STOCKEM,1968) ou de
Formvar.

Avant d'appliquer le contrastant sur la grille(20C mailles
en général) ,celle-ci est rincée avec environ 10 gouttes d'une
solution de KC1l 0,1 M,laquelle est éliminée ensuite avec du
papier filtre.

Une goutte d'acétate d'uranyle & 0,5% dans de 1l'éthanol & 50 &
est immédiatement ajoutée.Aprés 5 & 10 secondes,le contrastant
est é€liminé et la grille est séchée pendant 1 & 2 minutes.
Les préparations sont examinées au microscope é&lectronigue

(Philips 300,Je0cl 100 C ou Siemens 1A).

B)~Fixation et inclusion

Les culots de centrifugation & analyser sont
lavés dans un tampon cacodylate 0,1 M,pH 7,2 et fixés dans un
tampon cacodylate 0,1 M contenant 2% de glutaraldehyde,3a 4°C.
Le culot est ensuite lavé dans le tampon cacodylate et fixé
a nouveau dans un tampon cacodylate 0,1 M contenant 1% de
tétroxyde d'osmium(p/v) pendant 1 heure & température ambiante,
rincé avec Ie tampon cacodylate,deshydraté et inclus dans de
l'araldite.Les coupes ultrafines sont contrastées une minute
avec 1% d'acétate d'uranyle dans de l'alcool a 50 % et 10 minutes
avec du citrate de plomb,selon la méthode décrite par REYNOLDS
(1963).

Les coupes sont examinées avec le microscope &lectronigue
JEOL 100 C.



FIGURE 12

SOLUTION DE PROTEINES MICROTUBULAIRES A 4°C OBSERVEE
EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE (Contraste négatif).

Les protéines microtubulaires obtenues aprés deux cycles

de purification et &limination du matériél non-dépolymérisable ,
se présentent sous la forme d'anneaux simples,d'anneaux
doubles et de courts protofilaments spiralés lorsque

la température est inférieure & 10°C.

anneaux et protofilaments enchevétrés

méme observation 3 un grossissement supérieur.

Anneau double

Anneau simple(une fléche) et anneaux doubles(2 fléches).

U 0 w @

Chaque barre représente 50 nanométres.






FIGURE 13

OBSERVATIONS DE LA POLYMERISATION DE MICROTUBULES DE

TROISIEME CYCLE.

A) Microtubules aprés 2 minutes d'incubation & 37°C.

B) MTs aprés 4 minutes d'incubation.

C) MTs aprés 8 minutes d'incubation.

On peut observer notamment un allongement progressif

des microtubules.

Chague barre représente 5 0O nanométres.
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IV) ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE EN MILIEU SDS

. . o —_— ———— T —— o —— " T — —————— T ———— ] — " — " " " " — - —— ——

Cette technique permet de sé&parer les protéines uniquement

en fonction de leur poids moléculaire.

=~

Les mélanges protéiques & analyser sont traités par un détergent

ionique,le dodécyl sulfate de sodium(SDS)

Ce détergent se fixe trés fortement sur la protéine,principalement
par des liaisons hydrophobes,en modifiant sa conformation.

Le complexe protéine-SDS prend une configuratich stable
sous forme allongée(rodlike particle)dont la longueur est
unigquement fonction du poids moléculaire de la protéine.

De plus ,la présence du 2-mercapto-éthanol dans le tampon
peut réduire les ponts disulfures et permettre la libération
de sous-unitd@s protéigques encore rattachées entre elles par
des liaisons disulfures{(figure 14).

Le SDS se fixe dans un rapport de 1,4 gramme par gramme de
protéine.Cette fixation s'effectue en 24 heures 3 température

ambiante (et en 3 minutes & 100°C).La conformation des complexes
SDS-protéine a notamment &té étudiée par REYNOLDS et TANFORD({1970).

Le SDS comporte une chaine aliphatique de 12
carbones et posséde un groupement sulfate d& son extrémité.
En se fixant sur la protéine,le SDS apporte donc des charges
négatives & la protéine.

Le rapport SDS-protéine &tant constant,”"l'unité de charge”
pour les petites et les grandes protéines est identique.
Seule,la taille de la structure SDS-protéine variera en

fonction de la taille de la protéine.

Les proté&ines migrent d travers les mailles formées
dans le gel de polyacrylamide,en direction de 1'anode.
Les petites protéines migrent trés rapidement tandis
que les grosses protéines sont freinées par les

réticulations du gel de polyacrylamide(Figure 15).
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"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 affinée,si l'on
utilise un gradient de réticulation(5 & 15% pour nos études,
voir page77) au lieu d'utiliser un gel a réticulation

unique(7,5% en général).



FIGURE 14

1) TRAITEMENT DE LA SOLUTION PROTEIQUE

-

La solution protéique & analyser est traitée par une

solution réductrice qui coupe les ponts disulfures des
protéines,et un détergent ionique,le dodecyl sulfate de
sodium,qui se fixe trés fortement sur la chaine polypeptidique.
Il en résulte une destructuration des protéines.Celles-ci vont
perdre leurs conformations natives,se dérouler et prendre

une forme allongée dont la taille sera fonction uniguement

du poids moléculaire.

FIGURE 15

2) MIGRATION DES PROTEINES

Les protéines traitées par le SDS sont alors chargées
négativement et vont migrer vers l'ancde.Ces protéines,plus
ou moins freinées dans les réticulations du gel de
polyacrylamide,vont &tre séparées uniquement en fonction

de leur taille,c'est & dire de leur poids moléculaire.

La protéine A,destructurée,a un poids moléculaire supérieur

a celui de la protéine B.
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Toutes nos électrophoréses sont effectuées selon la technigue
classique décrite par LAEMMLI(1970).

B)METHODOLOGIE

Toutes les Eélectrophordses sur gel de polyacrylamide sont faites
sur des plaques rectangulaires,selon un systéme vertical.

Les compositions des gels et du tampon électrode sont celles
données par LAEMMLI(1970).L'appareillage et la méthodologie
utilisés sont &galement ceux décrits par LAEMMLI et FAVRE(1973).

Le gel comprend deux parties:une partie gel de séparation qui
est un gradient d'acrylamide de 5 & 15 %,pH 8,3 et une partie
supérieure constituée par le gel de concentration qui est

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

Avant la polymérisation du gel de concentration,on place un
peigne en matiére plastique qui délimite les petits puits

dans lesguels sont faits les dépots.

A) Constitution des gels.

————a— - ——— =00 D i o s o  — - —
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Les gels sont préparés a partir de différentes solutions que
l'on peut conserver & 4°C pendant plusieurs semaines.

Il s'agit des solutions suivantes:

I) Solution d'acrylamide & 5%

acrylamide 50 g
bis-acrylamide 1,33 g
Tris 45,3 g
SDS 1,0 g
Temed 300 ul
HC1 5,6 N pour ,obtenir le pH de 8,8
g.s.p H»O 1 litre
IT) Solution d'acrylamide & 15%
acrylamide 150 g
bis-acrylamide 3,99¢
Tris 45,3 g
SDS 1,0 g
Temed 300 ul
Saccharose 200 g HC1 5,6 N pour cbtenir pH §,8.

g.s.p H0 1 litre
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IIT) Solution de concentration
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Acrylamide 30 g
Bis~Acrylamide 0,8 g
Tris 15,1 g
Temed 500 ul
SDS 1,0 g
HCl1l 5,6 N pour.- cbtenir un pH de 6,8
g.s.p HpO 1 litre

Pour préparer simultanément 4 gels de séparation,il faut 55 ml
des solutions I et II.Lecatalyseur utilisé est le persulfate d'ammonium.
Le persulfate est ajouté extemporanément;Il faut 320ul d'une

-

solution & 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 n® III + 500 ul de persulfate.

Le gradient d'acrylamide est effectué 3 l'aide d'une pompe

péristaltique,selon la méthode décrite par Pharmacia (Bois d'ARCY )
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 matiére plastique,
le tout maintenu par 4 pinces.

Avant de couler le gradient d'acrylamide,i1l est nécessaire de
couler un bouchon d'acrylamide(5 ml de solution II + 125 ul

de persulfate) par gel.

Le tampon d'électrophorése utilisé se compose de:

Tris 12 g
Glycocolle 57,2g
SDS 20 g

HC1l 5,6 N ©pour obtenir un pH de 8,3.
g.s.p H,O0 1 litre

-

(A diluer au 1/4 au moment de 1l'emploi).



¢) COMPARAISON DE DEUX PROTEINES PAR LA TECHNIQUE DES CARTES
PEPTIDIQUES SUR GEL D' ACRYLAMIDE (CLEVELAND et al,1977).

Exemple donné pour une comparaison de deux proté&ines d'origine
différente ,de méme poids moléculaire mais de structure

chimique différente.

1) Traitement des deux solutions protéiques d'crigine différente,

la premilre contenant entre autres la protéine A,et la seconde
la protéine B.Les protéines A et B possé&dent le méme poids
moléculaire. Le traitement se fait en pré&sence de 2 3 5 %

de SDS et de 5 % de mercapto-&thanol ,en chauffant & 100 °C

pendant 3 minutes. (voir la description du principe page 69).

2) Gel préparatif

Chagque mélange protéigue est déposé sur un gel d'acrylamide
préparatif.Aprés la migration,les protéines sont repérées
sur le gel par une coloration discréte au Bleu de Coomassie.
Les bandes du gel d'acrylamide correspondant aux protéines

A et B sont découpées du gel .

Dépot protéine A +<£ Dépot protéine B +&
gel de concentration gel de concentration
5% 5%
gel de séparation gel de sé&paration
PROTEINE A PROTEINE B

o\@

15% 15

Chagque tranche d'acrylamide correspondant aux protéines
A et B est ensuite découpée en petits morceaux gui 2
seront utilisés pour 1l'étape suivante. %

AN L
(00000000000000000 0000ROOLLUBOUIOD

PROTEINE A PROTEINE B
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Les morceaux du gel d'acrylamide contenant les
protéines A et B sont déposés alternativement dans chaque
puits du gel.Dans ces mémes puits sont ajoutées des guantités
croissantes d'un enzyme protéolytique dissout dans le tampon
d'électrophorése(par exemple la papaine ou la pronase)

contenant 10 % de glycerol pour éviter la diffusion.

Aprés l'établissement du courant d'électrophorése,
les protéines A et B sortent des morceaux d'acrylamide et
migrent ainsi que l'enzyme,en direction de 1l'anode.

Dans le gel de concentration,les protéines A et B sont en
contact avec l'enzyme et elles sont protéolysées.

Cette protéolyse peut &tre 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.
Tampon d'électrophorése-Cuve supérieure

@ g @ @ 1) :Dépdt

E E 2xXE 2XE

Gel de concentration

2) :Protéolyse
A B A+E B+E A+2E B+2E

3): Séparation

Gel de séparation des

peptides
B - — . cm— . . 4) :Coloration
) ——
- =T
e

A:protéine A
LEGENDE: B:protéine B
E:Enzyme

5) Camparaison des produits
de protéolyse abtenus
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4) COMPARAISON DES PRODUITS DE PROTEQLYSE
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Aprés l'hydrolyse enzymatique,les peptides
migrent en direction de l'anode.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 1ibérés migrent différemment.

Généralement,l'expérience peut étre complétée
par 2 ou 3 comparaisons des hydrolysats obtenus avec des
enzymes différents.Chaque carte peptidique est spécifique
de l'enzyme utilisé.

Si les cartes peptidigues obtenues a partir de deux protéines
d'origine différente sont identiques aprés l'emploi de
trois enzymes différents,il est pratiquement certain que

ces protéines possédent une structure chimique identique.

Il a été montré que l'alpha- et la béta-tubuline sont deux
protéines trés voisines(voir page 24).Ces deux protéines
comparées par cette technigque montrent des cartes peptidigues
différentes.

Ces résultats indiguent donc que la technique est trés
spécifique (CLEVELAND et al.,1977).
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V) GEL-FILTRATION (Tamisage moléculaire).

1) Purification des filaments de 10 nm.

- . —— ——_—— — - T ——— A — —— - ——— | W . — —— — -

plus grande taille ne sont pas retenues par les trames du
gel et sont exclues.Elles sortent donc en premier au cours
de 1'élution.

Dans le cas d'un mélange protéigue contenant
des filaments de 10 nm,ces derniers sont exclus tandis gue
les protéines (ou les associations de protéines) ayant un
poids moléculaire inférieur & 50 millions de daltons sont
retenues en fonction de leur poids moléculaire,si l'on

travaille avec un Bio Gel A 50-m.

L'intérét de cette technique est de séparer
facilement les filaments des autres constituants protéiques
(BERKOWITZ et al.,1977).

En utilisant un tampon Mes-NaCl 1 M,on dissocie
les polyméres de tubuline se trouvant dans la solution
de départ(comme les anneaux simples et doubles)qui sont
exclus et viennent contaminer la fraction contenant les

filaments de 10 nm.

Méthodologie: NQOus avons utilisé une colonne "Pharmacia”
g

de 1 métre de haut et de 2,5 cm de diamétre,remplie par

un Bio-Gel A 50-m(50-100 mesh) .Le tampon d'élution est un
tampon Mes-NaCl 1M et le débit est de 12 ml par heure.

Nous avons déposé de 50 & 100 mg de protéines.Les proté€ines
gluées sont repérées par une mesure de la densité& optique
de 1'éluat 3 la sortie de la colonne,d une longueur

d'onde de 280 nm.
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Nous avons choisi un gel trés stable,le
Sépharose CL 4B (Pharmacia) pour séparer les protéines
en milieu dénaturant.Dans un tampon Tris 0,1 M,chlorhydrate
de guanidine 5 M,dithiotréitol 2 mM ,pH 8,3 gui sert
également de tampon d'élution,on dissout 150 mg de
neurofilaments.La solution est portée & 60°C pendant

30 minutes pour dissocier totalement les neurofilaments.

Nous utilisons 2 colonnes de 1 métre de haut
et 2,5 cm de diamétre en continu.Le dé&bit est de 12 ml

par heure et la densité optique de 1'éluat est lue & 280 nm.

La séparation s'effectue 3 température ambiante.



y

RESULTATS




~77=

I) MISE EN EVIDENCE DE L'ISOLEMENT DE FILAMENTS DE 10 nm

AU COURS DES CYCLES DE PREPARATION DES MICROTUBULES.

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 nm de diamétre dans les culots

de microtubules obtenus aprés les cycles de polymérisation,
et dans les culots de matériel sédimentable,non-dépolymérisable
des deux premilres étapes de dépolymérisation 3 4°C(voir la

figure suivante).

Ces filaments ont été& observés pour la premiére fois par KEATES
et HALL(1975) .Nous pouvions supposer qu'ils correspondaient

3 des protofilaments de tubuline plus ou moins dénaturée.
Cependant, la quantité tré&s importante de ces filaments collectés
aprés les étapes de dépolymérisation d'une part,et leur forme
tr&s réguliére d'autre part, laisse présager gue ces filaments
correspondent & autre chose gqu'a des associations de protéines
dénaturées.

Pour préciser leur origine et éventuellement leur rdle,nous

avons purifié la fraction contenant ces filaments et nous avons

ensuite déterminé leur composition en protéines.

Aprés l'étape de dépolymérisation des microtubules,
le matériel non~dépolymérisable est centrifugé a haute vitesse.
‘Parmi ce matériel,il v a les filaments de 10 nm mais é&galement
des associations de tubuline 3 4°C,notamment des anneaux 368
et des petits protofilaments(voir figure 12,page 67).

En milieu NaCl 1,0 M, les associations de tubuline sont

dépolymérisées alors que les filaments de 10 nm ne le sont pas.

Aprés homogénéisation de la fraction non-dépolymérisable dans

un tampon NaCl 1M, le matériel centrifugé correspond alors a

une fraction enrichie en filaments de 10 nm,dépourvue des protéines
microtubulaires solubles.

Cette fraction a été é&tudiée en microscopie électronique

Nous avons également é&tabli sa composition en protéines.
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Préparation de la fraction contenant des filaments de 10 nm.
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Les observations en microscopie &lectronique par
constraste négatif montrent gue les filaments de 10 nm possédent
un diamétre régulier,qu‘ils’éont longs, flexibhles,
et qu'ils ne possédent pas de ramifications ou de points de
branchements (Figure 17).

Ces filaments ne sont pas "décorés'par les chaines lourdes

de la myosine(H.M.M:Heavy Mero Myosin),ce gqui indigue que
l'actine n'interagit pas directement avec les filaments de 10 nm
et qu'elle n'est pas intégrée dans la structure du filament
(Etude effectuée par F.H.HILDEBRAND,selon la technique

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

Les filaments de 10 nm observés aprés les cycles de dépolymérisation
semblent parfois étre décorés de petits granules tandis que

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

Ces filaments,observés au cours des différentes étapes de
préparation des microtubules,et aprés l'étape ultérieure

de purification dans le tampon Mes-NaCl 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

Partie inférieure:grossissement 120 000.






FIGURE 18

Filaments de 10 nm observés au cours des étapes de préparation

des microtubules et aprés l'étape de purification des filaments

dans le tampon Mes-NaCl 1 M.

a) Etape de polymérisation.On 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-NaCl 1 M.

Grossissement:120 000.
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COMPQOSITION _EN PROTEINES

La composition en protéines de la fraction
purifiée contenant les filaments de 10 nm a &té é&tudiée par
électrophorése en gel de polyacrylamide en milieu SDS(voir
chapitre technique page 66 ).

Comme le montrent les é&lectrophoréses figure 19,les filaments

sont constitués d'une protéine majeure qui migre comme la

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'électrophorése permettent de séparer
l'alpha et la béta tubuline,la protéine majeure des filaments
~de 10 nm se sépare en deux bandes gqui migrent comme les
sous-unités de tubuline. (figure 19,B).

De méme,cette protéine migre comme la tubuline lorsque cette
derniére ne donne qu'une bande 55 K (figure 19,2).

Les conditions électrophorétiques qui permettent une bonne
séparation de l'alpha et la béta tubuline ne sont pas encore
bien @finiesPour cette expérience,nous avons utilisé une carboxy-
-méthylatiocn,selon les conditions décrites par EIPPER(1972) ,

qui permet . la séparation des deux tubulines.

Les protéines qui possédent un poids moléculaire de 300 00O

sont les MAPs 1 et 2 (Microtubule Associated Proteins) appelées
également Facteur TAU 2 par l'équipe de KIRSCHNER( CLEVELAND

et al.,1977,a et b).

Il nous restait donc & déterminer l'origine des trois protéines
de poids roléculaires 210 000, 160 000 et 70 OO0 daltons que nous appellerons
les protéines 210 K,160 K et 70 K.

Au cours des deux premiers cycles de préparation,la composition
en protéines des fractions de filaments de 10 nm est identique.
Cependant,au troisiéme cycle,les microtubules sont trés purifiés
et les filaments de 10 nm ont pratiquement disparu.
Simultanément,on observe la disparition des protéines 210 K,160 K

ét 70 K. Ces 3 protéines ssmblent donc associées 3 la présence

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




FIGURE 19

COMPARAISON DES PROTEINES DE LA FRACTION MICROTUBULAIRE ET

DE LA FRACTION DE FILAMENTS DE 10 nm.Les solutions protéiques F ez MI' ont été déposées

en quantité croissante pour permettre une comparaison des prot€ines majeures et mineures.

I\ . La fraction de filaments de 10 nm est constituée d'une protéine

majeure qui migre comme la tubuline,et de 3 proté&ines 210 K,160 K et 70 K.

B : Les protéines ont é&té carboxyméthylées pour favoriser la séparation
entre l'alpha et la béta tubuline(EIPPER,1972).
Nous pouvons observer que la protéine majeure des filaments de 10 nm
donne,dans les mémes conditions,2 bandes qui migrent comme 1'alpha
et la béta tubuline.

: Filaments de 10 nm.
MT: Microtubules
MAPs: Microtubule Associated Proteins

Ac: Actine

_gg—
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Par contre,la présence de la tubuline et des MAPs dans

la fraction contenant les filaments de 10 nm peuvent

correspondre & un agrégat de protéines microtubulaires.

Nous avons remarqué qu'au troisiéme cycle de préparation des

microtubules,une petite quantité de matériel non-dépolymérisable

dans le tampon Mes-NaCl 1M est constituéeuniquement de

tubuline et de MAPs et ne contient pas de filaments de 10 nm.
Il s'agit donc trés probablement d'agrégats de protéines

microtubulaires.

Ces résultats semblent indiquer que la fraction de filaments

de 10 nm est constituée de deux éléments différents:

les filaments de 10 nm et les agrégats de tubuline.

Nous avons donc essayé de solubiliser spécifiquement la tubuline
se trouvant dans cette fraction.

Pour cela nous avons homogénéisé la préparation de filaments

dans des tampons de force ionique élevée suceptible de solubiliser
spécifiquement la tubuline. (tampon phosphate 0,05 M,iodure de
potassium 1 M,ou avec des doses progressives de chlorure de

[

sodium jusqu'd la saturation,et cela & différents pH entre 4 et 9).

Nous avons également essayé les détergents non-ionigues
comme le Triton X 100 ou le Nonidet P 4O(X)qui dissolvent

tré&s bien la tubuline et les membranes.

Les tampons dénaturants comme l'urée ou le chlorhydrate
de guanidine ont également été utilisés a des concentrations

progressives.

Dans tous les cas,nous n'avons jamals obtenu de solubilisation
sélective d'une des protéines qgui composent la fraction des
filaments de 10 nm.

Ces expériences ne nous ont donc pas permis de dire si la
tubuline est liée trés fortement aux filaments de 10 nm

ou si elle se trouve sous forme d'agrégats insolubles dans

les différents tampons essayés.

La similitude entre les filaments de 10 nm gque nous avons 1isolés
et les filaments intermédiaires du cerveau(ANDERTON et al.,1976)
est évidente.
()

Polyoxyéthyléne octyl phénol( n=10 : Triton X 10C
n=7,5: Nonidet P 40 )



Nous avons remarqué gque nos filaments de 10 nm possédent

un diamétre et une forme similaires aux neurofilaments et
aux filaments gliaux.De plus,leur stabilité dans des tampons
de force ionique élevée est une des caractéristiques des

neurofilaments de Mammiféres.

Cependant les sous-unités protéiques des filaments intermédiaires
du cerveau sont décrites comme possédant un poids

moléculaire voisin de 50 K(voir pages 39 & 41).

Seules ,les études de LASEK et HOFFMANN (1976) indiquent
qu'au transport axonal des neurofilaments sont associfes
trois protéines de poids moléculaire 200 K,145 K et 68 K
(chez le Rat).

Nous avons eu la chance de pouvoir collaborer avec Brian
ANDERTON et nous avons pu comparer les filaments de 10 nm
isolés au cours deé préparations de microtubules avec

sa préparation de neurofilaments gquil contenait certes une
protéine majeure 50 K,mais également trois protéines 210 K

160 K et 70 K en quantité appréciable.
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Dans un premier temps,nous avons comparé le
comportement &lectrophorétigue des protéines de neurofilaments

et des filaments de 10 nm,sur gel d'acrylamide-S$DS.

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 neurcfilaments,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 méme
comportement électrophorétique dans les deux structures
filamenteuses,rien ne prouve gqu'il s'agit de protéines

chimiquement identiques.

Nous avons donc entrepris une"comparaison chimique" de ces
protéines,en utilisant la technique trés fine des cartes peptidicues
en gel d'acrylamide(voir la description de la technique

page 72-74).

Pour chaque protéine,nous avons donc comparé les produits

de protéolyse obtenus par hydrolyse enzymatique
(pronase,subtilisine et papaine) & ceux obtenus dans

les mémes conditions a partir de la protéine de méme poids
moléculaire mais d'origine différente.

Les conditions expérimentales utilisées, notamment le rapport
enzyme/substrat et les temps de protéolyse dans le gel, sont
celles décrites par CLEVELAND et al.1977.
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Les résultats sont présentés dans les figures 21 et 22.
Ils indiquent sans ambiguité que les trois protéines 210 K,
160 K et 70 K des préparations de filaments de 10 nm et de
neurofilaments sont identiques.
Nous avons également pu montrer que la protéine majeure
des préparations de filaments de 10 nm était identique
a la tubuline.

Cette &tude a été continuée par Brian ANDERTON qui acomparé
la béta-tubuline des microtubules & la protéine 50 K

des préparations de neurofilaments et qui a démontré gque ces
protéines sont différentes.De plus, 1la protéine 5C K
pourrait é&tre un produit de protéolyse de la protéine 70 K
(THORPE et al.,1979 a).

La comparaison des neurofilaments avec les filaments de 10 nm
isolés au cours de préparations nous a montré gque trois

protéines de 210 K,160 K et 70 K sont communes d ces

deux types de filaments.

Par contre, la protéine 50 K gue l'on retrouve dans les

préparations de neurofilaments est différente de la tubuline

isolée avec les préparations de filaments de 10 nm.

Qu'elle est l'origine de la protéine 50 K?

Cette protéine est d'origine gliale (BIGNAMI et DAHL,1977).
Cependant, les travaux d'ANDERTON montrent que la protéine

50 K pouvait &tre un produit de protéolyse de la protéine 70 K
des neurofilaments.(THORPE et al.,1979-a).

I1 semble donc bien établi gque cette protéine 50 K n'entre pas

dans la constitution des neurofilaments natifs
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FIGURE 21
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Comparaison par la technigue de CLEVELANDet al.,(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 papaline et la
subtilisine.

De la méme maniére, la carte peptidigue de la protéine 160 K
des neurofilaments et des filaments de 10 nm,obtenus par
action de la pronase ,sont identiques(B).Il en est de méme

avec la mpaine et la subtilisine.

Avec la protéine 70 K provenant des neurofilaments et
des filaments de 10 nm,on obtient &galement des finger-
prints comparables aprés la digestion par la subtilisine(C),

la papaine et la pronase.
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FIGURE 22

A) COMPARAISON DE L'ALPHA~TUBULINE ET DE LA PROTEINE 57 K
- DES FILAMENTS DE 10 nm.

Les produits de protéolyse obtenus avec la papaine(A),

la pronase et la subtilisine sont identiques.

B) COMPARAISON DE LA BETA-TUBULINE ET DE LA PROTEINE 53 K
DES FILAMENTS DE 10 nm.

Les produits de protéclyse obtenus avec la papalne(B),

la pronase et la subtilisine sont identiques.

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

Les produits de protéolyse obtenus avec la pronase(C),

la papalne et la subtilisine sont différents.
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Ces deux résultats présentés par ANDERTON et al. et par
BIGNAMI et DAHL ne sont pas contradictoires,car la protéine
50 K est hétérogéne aussi bien en isoélectrofocalisation
(THORPE et al.,1979%a)qu'en électrophorése-SDS ol nous
avons pu observer que cette protéine peut se dédoubler.
Une de ces protéines peut donc correspondre a la protéine

gliale et l'autre au produit de protéolyse.
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Les résultats obtenus sur la composition en protéines
des neurofilaments isolés 3 partir du systéme nerveux
périphérique (ol la contamination par les cellules gliales
est nettement moins importante,voir pages 46-50)confirment
d'une manié&re définitive gque seules les protéines 210 K,160 K
et 70 K sont les protéines constitutives des neurofilaments
(ANDERTON et al.,1978 ; SCHLAEPFER et al.,1978 ;LIEM et al.,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

protéines constitutives des neurofilaments gue nous appellons
NF 210 K,NF 160 K et NF 70 K.

Une question se pose alors: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 neurofilaments,comme l'ont suggéré
RUNGE et collaborateurs (1979,a et b) ¢ SHELANSKI et LIEM(1979)
DELACOURTE et al., 1979 et WANG et al.,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 & le démontrer

d'une maniére nette.

Nous avons alors réé&tudié les préparations de filaments de 10 nm,
en observant notamment des coupes ultra-fines des culots de
centrifugation obtenus au cours de la préparation des filaments,

aprés leur fixation,inclusion dans de 1l'araldite et coloration.
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De plus,nous avons remarqué que les préparations
de neurofilaments sont toujours effectuées a partir de 1la

substance blanche qui est riche en axones,donc en NFs.

Par contre,les filaments de 10 nm ainsi que les microtubules,
sont préparés a partir de cerveaux entiers ou d'hémisphéres
cérébraux:ce gui veut dire que le substrat de départ est
alors riche en substance grise,et donc en corps cellulaires

de neurones.

Dans les préparations 3 partir de la substance blanche,

la protéine 50 K est toujours présente,méme abondante.

Avec les hémisphéres cérébraux,la protéine 50 K est absente
des préparations de filaments,mais c'est la tubuline qui

est abondante.

A partir de toutes ces observations,nocus avons entrepris une
étude comparative des préparations de filaments de 10 nm
obtenus 3 partir de deux substrats différents riches en
substances blanche(tronc cérébral et moelle) et grise

(hémisphéres cérébraux).

Les conditions de préparation des filaments de 10 nm sont
celles décrites dans le chapitre expérimental,page 60.
Ces préparations sont effectuées simultanément,donc

exactement dans les mémes conditions.
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Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 23 .

Ils montrent

- que les préparations de filaments de 10 nm faites i

partir des hémisphéres cérébraux sont en fait constituées d'une
majorité de matériaux d'origine membranaire.

A cette préparation correspond,comme nous l'avons déja montré,
une composition en protéines avec la tubuline comme proté&ine
majeure(60%) et le triplet de protéines de neurofilaments(

moins de 15 % de la composition en protéines totale) (£ig.23,A4).

- gqu'd partir de la substance blanche,les préparations présentent

un aspect complétement différent.

A partir du tronc cérébral,les préparations sont . moins
contaminées. par les membranes et vésicules et on peut distinguer
nettement les filaments(figure3,B).

En électrophorése-SDS,nous observons que les préparations
contiennent moins de tubuline mais gu'elles possédent par contre
une proportion beaucoup plus grande de protéines de neurcfilaments
(30% a 40%).

La protéine 50 000 est &galement 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'aprés ces résultats,il semble qu'au fur et & mesure gue

l'on travaille avec des substrats riches en axones

-on améliore les rendements en neurofilaments

-on observe une diminution trés nette de la contamination
membranaire,et,simultanément,la proportion de tubuline dans les

préparations diminue.

Etant donné gue CARON et BERLIN(1979)¥ont montré que les
protéines microtubulaires pouvaient s'attacher trés fortement

aux membranes naturelles et artificielles,il semble donc

X et de FEIT et SHAY(1980)
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que l'amélioration de la préparation des neurofilaments
consiste,en partie,d 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 gque la tubuline n'interagit pas avec
neurofilaments,nous avons préparé des neurofilaments
d partir de la moelle de boeuf et,au cours des étapes
de préparation,nous avons ajouté de la tubuline
provenant de microtubules trés 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 (533)
. wile
et lavés dans le tampon Mes indique que cette fraction N

n'est pas enrichie en tubuline.Elle est identique 7™~

e ————3—1a- préparation de la figureA23—C,4ww~nm e e e

11 n'y a donc pas d'interactions évidentes entre les
neurofilaments et les protéines microtubulaires (DELACOURTE
et al.,1980 a,b;PLANCKE et DELACOQURTE,1980).



FIGURE 23

PREPARATION DE FILAMENTS DE 10 nm A PARTIR DES HEMISPHERES 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 66),d un grossissement de 60 000 , et composition en protéines correspondantes,

établies par électrophorése-SDS.

A) La préparation a partir des hémisphéres 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 a partir de la substance blanche(tronc cérébral).

La préparation contient moins de membranes et est enrichie en filaments de 10 nm.
On observe parallélement une diminution de la quantité de proté&ines microtubulaires
et une augmentation des protéines NF 210 K,NF 160 K et NF 70 K.

C) Préparation a 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 a8 partir des é&lectrophorégrammes) .

-00T1-
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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 latubuline(protéine majeure) et des

protéines de neurofilaments.

o CesLrésultats sont en faveur d'une interaction forte

entre les filaments de 10 nm et ;a tubu%ine.

Mais il reste & démontrer que cette préparation n'est

pas contaminée par du matériel membranaire.

Nous avons donc refait la méme 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 &té observées en microscopie électronique

Les résultats présentés figure 24 indiquent que la

préparation purifiée contient encore de grandes quantités

de membranes sur lesquelles sont probablement liges les

protéines microtubulaires.

Il est vraisemblable gue les contaminants membranaires
gue l'on trouve dans les préparations possé&dent des
coefficients de sédimentation et des poids moléculaires
apparents trés voisins des filaments de 10 nm,qui sont
eux-mémes un matériel trés hétérogéne.

Ceci expliquerait pourquoi les techniques de centrifu-
~gation et de gel-filtration ne permettent pas

d'amélioration nette de la gqualité de la préparation.
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FIGURE 24
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Les filaments de 10 nm sont isolés dans le pic d'exclusion

d'une gel-filtration sur Bio-Gel A-50m .

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 1isolées les protéines microtubulaires (MAPs 300 K,
l'alpha~-tubuline 57 K et la bé&ta-tubuline 53 K),le
triplet de protéines des neurofilaments (NF 210 K,NF 160 K
et NF 70 K),.ainsi que l'actine (44 K).

Les protéines solubles de l'homogénat de cerveau se trouvent
dans le pic de séparation.
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Les préparations de filaments de 10 nm & partir
de la moelle ne sont pas contaminées par du matériel
membranaire(voir le chapitre précédent) et sont

constituées essentiellement des protéines de neurofila-

-ments.

Le dosage des protéines par enregistrement densitométrigque
des gels d'acrylamide-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 totale,la tubuline

environ 11% et la protéine 50_K environ 8 8 9 %.

La préparation observée en microscopie électronique,

aprés une coloration par contraste négatif,est présenté

sur la figure 25.

Nous observons la présence de nombreux filaments d'un
diamétre régulier de 10 nm,longs, flexibles,lisses,

sans point de branchement,et gui sont identigues

aux neurofilaments décrits par de nombreux auteurs qui

ont travaillé sur les NFs du systéme nerveux central

et périphérique (SCHLAEPFER,1977;SCHLAEPFER et FREEMAN,1978).

Nous pensons donc que la préparation faite & partir de
la moelle,et qui est basée sur le protocole expérimental
décrit dans le chapitre précédent,est mieux gu'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 1l'aspect.
Notre préparation est d'ailleurs une amélioration nette

par rapport & ce qui est proposé dans la littérature.

A partir du systéme nerveux central,les préparations
décrites contiennent au maximum 20% de protéines de
neurofilaments et elles contiennent une protéine

50 K gul représente entre 25% et 50% de la composition
totale( YEN et al,1976; THORPE et al,1979,a).
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Les préparations de neurofilaments obtenus a partir du
systéme nerveux périphérique semblent plus pures

( MORTI et KUROKAWA,1979).

En utilisant les techniques décrites par ces auteurs,
nous avons observé qu'il v a une contamination
importante par du collagéne.De plus,le substrat de
départ &tant constitué par des nerfs périphériques,on devine
aisément que les rendements ne sont pas tré&s bons

(peu de substrat au départ,doublé d'un mauvais rendement

car les nerfs sont difficiles & homogénéiser).

La préparation gue nous proposons présente beaucoup
d'avantages :

-elle est rapide(moins de 8 heures).

~elle donne d'excellents rendements (300 mg pour 300 g
de moelle)~-Travail effectué en une journée avec une
centrifugeuse Beckman Spinco L 50.

-I1 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 &tre obtenue
tré&s fraiche,et certainement au fait que ce matériel
contient beaucoup moins d'enzymes protéolytiques que
les hémisphéres cérébraux.

Cette absence de protéolyse se concrétise par des bandes
d'électrophorése qui ne sont pas dédoublées et,dans
1'hypothése ol la protéine 50 000 serait un produit de
protéolyse de la protéines 70 OOO (THORPE et al,1979,a),
par la faible proportion de cette protéine.dans la

préparation.

- la moelle peut &tre conservée & -20°C,sans altérer la

qualité de la préparation

-1l'aspect cristallin des culots de neurofilaments
obtenus ,ainsi que les contrdles en microscopie
électronique indiquent 1'absence de contamination

membranaire.
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FIGURE 25

PREPARATION DE NEUROFILAMENTS A PARTIR
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Partie supérieure: Electrophoregramme de la préparation

de neurofilaments .(Electrophorése-SDS).

Les protéines de neurofilaments (NF 210 K + NF 160 X + NF 70 K)
représentent 64 % des protéines totales.

La tubuline (55K) et la protéine 50 K représentent

respectivement 10,1 & et 8,6%.

Partie inférieure: Neurofilaments observés aprés un coloration

négative 3 l'acétate d'uranyle & deux grossissements différents.

Chague barre représente 100 nanomeétres.
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V) SEPARATION DES PROTEINES DU TRIPLET PAR GEL FILTRATION
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La quantité et la qualité des neurofilaments obtenus
par notre méthode nous ont permis de séparer le triplet de
protéines par gel-filtration et d'étudier ensuite la recons-

=

-tituion des neurofilaments 3 partir des sous-unités protéiques.

Les neurofilaments sont des structures trés stables gui ne
sont dissociées que dans des tampons dénaturants.

Les neurofilaments ont donc é&té dissociés dans un tampon
chlorhydrate de guanidine 5 M ,Tris 0,1 M ,pH 8,3 qui

est utilisé également pour la gel-filtration.Toutes ces
opérations sont é&galement effectuées en milieu légérement
réducteur (2 mM de dithiothréitol).

Nous avons essayé également la stabilité de différents gels
dans le tampon chlorhydrate de guanidine 5 M,Tris 0,1 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 Q0O
C) la protéine 70 000 avec la protéine 160 000 3 1'état
de traces.
D) Une fraction qui rassemble les 3 protéines a &galement
&té reconstituée(Fraction A + Fraction B + Fraction C)

Cette fraction est appelée la Fraction D.

Ces quatre fractions ont été dialysées contre le tampon Mes,
glycerol 4 M & 4°C,pendant 5 jours ,en changeant le tampon
de dialyse tous les jours.

Les agrégats qui se sont formés pendant la dialyse sont
ensuite é€liminés par centrifugation et le surnageant est
utilisé& pour les expériences de reconstitution.

Chaque fraction est chauffée & 37°C pendant 20 minutes et

observée en microscopie électronique.
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Les résultats présentés (figures27,28,29) montrent qu'd partir
des différentes fractions protéiques,plusieurs types de
filaments peuvent &tre reconstitués.

La fraction A donne des filaments trés longs,bien définis

et d'un diamétre moyen de 6 nm(figure7).

La fraction B(protéine 160 000 et 70 000)reforme des filaments

de 10 nm qui sont comparables. aux filaments normaux.

La fraction C(protéine 70 000 + traces de protéines 160 000)
reforme des filaments courts,peu définis et d'une largeur
de 15 3 20 nm.

La fraction D{(NF 210 + NI' 160 + NF 70) reforme des filaments

corparables aux neurofilaments natifs.

Ces résultats préliminaires indiquent:

-que les protéines dénaturées dans le tampon guanidine-HCl
peuvent &tre renaturées et reformer des filaments.

Celles ci sont identicues 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 gui semble indiquer que chagque protéine joue un rdle

complémentaire dans la constitution du neurofilament.

-ils indiquent que la méthodologie que nous avons employée
pour l'étude de reconstitutiocn des neurofilaments donne
de bons résultats.Des renseicnements plus précis pourront &tre
obtenus en utilisant des fractions NF 210,NF 160 ou NF 70

pures,ce qul semble réalisable si l'on utilise plusieurs

étapes de gel-filtration pour isoler ces protéines.

L'étude de reconstitution des neurofilaments pourra également
&tre 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 0,1 M,pH 8,3.

Les fractions obtenues ont &té anlysées par &lectrophorése~SDS.

La distribution des protéines dans 1'é&luat est représentée au dessus de la courbe d'élution:
Trois fractions différentes ont é&té collectées.Il s'agit de la fraction A(NF 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 &té& récupérées

Excl:Pic d'exclusion.Cette fraction est opalescente.Elle correspond probablement & du

matériel non-dissocié dans le tampon chlorhydrate de guanidine.

-601-



210 SEPHAROSE CL 4B
60 o

FRACTION A B
500

VoL T ' E D ' - ‘
d
¢
{
5
i
Ya
T “ “ ‘ ' ’ <o ¢ !'
D I . oerea - - .




-11

FIGURE 27

RECONSTITUTION DES NEUROFILAMENTS
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Filaments obtenus a partir de la fraction A(NF 210 + NF 160).

Ces filaments longs et flexibles ont un diamétre de 6 nm.

Grossissement: 100 00O
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FIGURE 28

ETUDE DE LA RECONSTITUTION DES NEUROFILAMENTS

Filaments obtenus & partir de la fraction B(NF 160 k + NF 70 K)

Les filaments repolymérisés présentent un diamétre et une

forme comparahles 3 ceux des neurofilaments natifs(voir page 82)

Grossissement :100 0O0O0.
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FIGURE 29

ETUDE DE LA RECONSTITUTION DES NEUROFILAMENTS

Filaments réassociés 3 partir de la fraction C(NF 70 K).

La majorité des filaments obtenus sont courts et peu définis.
Ils possédent un diamétre de 15 a 20 nm.Ces filaments sont
marqués par des fléches »

Nous observons également des filaments de 10 nm gui proviennent
probablement de l'association des protéines 70 K avec

la protéine 160 K qui se trouve & l'état de trace.

Des anticorps spécifigques nous permettraient de voir si une

ou deux protéines entrent dans la constitution de ces filaments
(marqués par une fléche é

D'autre part ,nous observons également un filament plus fin
(margué d'une fléche == )qui posséde un diamétre voisin des

filaments présentés figure 27.

Grossissement: 100 000
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COMPARAISON DES FILAMENTS OBTENUS A PARTIR DES FRACTIONS A,B,C.

(comparaison des figures 27,28 et 29).

Grossissement: 100 0QO0O0.
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vI) MISE AU POINT D'UNE METHODE D'EXTRACTION DES PROTEINES
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Les neurofilaments ne sont dissociés et solubilisés
que dans des tampons dénaturants ayant une concentration en
urée 8M ou en chlorhyvdrate de guanidine 5M.

Cette propriété/trés spécifique, a été mise a profit pour

extraire rapidement les protéines de neurofilaments.

Pour cela, la substance blanche(la moelle par exemple) est
homogénéisée dans un tampon de force ionigque é&levée (tampon
phosphate 0,05 M,NaCl 1M ,pH 8,0) et l'homogénat est centrifugé
3 110 000 g pendant une heure 3 4°C.Le surnageant est &liminé
et le culot gqui contient les neurofilaments est homogénéisé
dans un tampon phosphate-urée 8 M ou chlorhydrate 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 hémisphéres cérébraux et la moelle.

A partir des hémisphéres cérébraux,l'extrait est constitué

d'abord par de la tubuline,puis nous trouvons en quantité
égale la protéine 50 K .,l'actine,et les protéines NF 210,160 et

NF 70.Un doublet de protéine de 250 K est é&galement présent,

L'extrait urée 8 M de la moelle est particuliérement riche

en protéine 50 K .Il contient un peu d'actine et de tubuline.
et une proporticn notable de protéines de neurofilaments

(10 3 20 % environ).

Nous avions mis cette méthode au point pour essayer de résoudre
le probléme de la composition en protéines des neurofilaments
quand celle-ci n'était pas encore bien établie.

Elle montre que"l'extrait urée"de la substance blanche,obtenu
dans des conditions ou il y a trés peu de protédolyse(extraction
rapide faite sur un substrat trés frais,en présence d'inhibiteur
d'enzymes protéolytigues comme 1'EDTA 10 mM et le pCMéxg

5 mM) contient une grande quantité de protéines de

210 K , 160 K et 70 K ;et que la protéine 50 K est

trés abondante dans l'extrait.Cecl montre que cette derniére

protéine ne peut pas provenir entiérement d'une protéolyse

(X) :+ para-chloro mercuribenzoate
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Elle doit correspondre a la GFA(Glial Fibrillary Acidic
protein) qui est la protéine constitutive des filaments
gliaux.

D'aprds RUEGER et al.,1979 ,la GFA est une protéine que
l'on trouve en abondance sous forme soluble dans le

systéme nerveux central.

Or,l'extrait contenant les proté&ines 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 guantités extrémement importantes.

D'aprés ces résultats,il semble gque les filaments
gliaux soient aussi stables que les neurofilaments et

gu'il y ait trés peu de GFA sous forme soluble(dans les

conditions expérimentales ol il n'y a pas de protéolyse).

L'extrait urée 8 M des hémisphéres cérébraux(figure 31,3)

contient une grande gquantité de tubuline gqui n'a pas

été solubilisée au cours de la prémiére extraction dans
un tampon non-dénaturant.

Aprés dialyse de l'urée,la tubuline reste sous forme
insoluble.Il est probable que cette tubuline reste liée &

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 & appliquer cette technique aux
tissus nerveux pathologiques(tumeurs neuronales et gliales,

maladie d'Alzeihmer (démence précoce) ,etc.

Elle peut également &tre utilisée pour la préparation
d'antig®nes,aprés isolement des protéines par électrophorése
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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La fraction A est riche en tubuline.Elle contient également
la protéiné 50 K,l'actine (43K) et les protéines de
_neurcfilaments (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
€galement les protéines de neurofilaments,la tubuline et

e

l'actine. ifyf

I
iR S

MTs:Microtubules



VII ) DETERMINATION DE LA COMPOSITION EN PROTEINES DES
NEUROFILAMENTS D'OISEAUX.

Nous avons signalé gue deux types de neurofilaments
avaient &té décrits.Il s'agit des neurofilaments de Mammiféres
constitués de trois protéines d'un poids moléculaire voisin
de 210 K,160 K et 68 K , et des neurofilaments d'Invertébrés
gui possédent des axones géants faciles a isoler:les neurofilaments
de Calmar sont constitués de deux sous-unités protéiques
de 200 K et 65 K;les neurofilaments de Myxicola sont constitués

de deux sous-unités protéigues 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,phylogéniguement
assez éloignés des Mammiféres,tout en possé&dant quand méme

quelgues points communs (Vertébrés hom&othermes).

D'autre part,le seul laboratoire francais gqui travaille sur le
transport axonal lent(Equipe du Professeur DROZ,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 8tude a 8té réalisée avec Ghislaine FILLIATREAU,du C.E.N
de Saclay,qui travaille sur ce théme 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 premidre technique utilisée a consisté & isoler l'axoplasme
de 15 grammes de nerf sciatique de Poulet et 3 essayer la

technique d'isolement des neurofilaments de boeuf décrite page 60.

Les résultats ont &té& négatifs et les rendements nuls.Ceci
provient probablement de la consistance différente des nerfs

driphériques qui sont constitués d'une grande partie de fibres
-
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de collagéne.Ces fibres leurs donnent une grande résistance

-

mécanique et l'axoplasme est trés difficile & extraire.

Nous avons alors utilisé la technique d'extraction
des protéines de neurofilaments, en utilisant la moelle de
Dindon comme substrat de départ (THORPE 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 &galement 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 Mammiféres.

Nous avons également utilisé une technique
décrite par SCHLAEPFER et FREEMAN(1978) qui consiste a 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).
Chague fraction obtenue a été examinée en microscopie &lectronique
et la fraction riche en neurofilaments a été &tudiée par

électrophorgse analytigue en milieu SDS (Figures 33 et 34).

La composition en protéine de cette fraction,présentée figure 33
montre la présence de bandes de collagéne(colorées en rouge

par le Bleu de Coomassie G 250,3 pH acide(MICKO et SCHLAEPFER,
1978) .Nous trouvons &galement les protéines solubles de l'axoplasme,
notamment une protéine tré&s abondante de 68 K,une autre de 60 K,
la tubuline et l'actine.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 Mammiféres.

D'autres &tudes biochimiques seront nécessaires pour préciser

les similitudes et les différences entre ces deux structures.



Ces études nous ont montré que l'isolement des
neurofilaments & partir du syst@me nerveux périphérique est
difficile 3 réaliser.Ceci provient d'abord des faibles quantités
de substrat gui sont disponibles.Ceci résulte également de
la gquantité importante de fibres de collagéne formant une gaine
autour des axones,qui rendent l'extraction de 1l'axoplasme

difficile,et qui,de plus,contaminent la préparation.

Le systéme nerveux périphérique posséde cependant l'avantage

d'étre pauvre en matériel d'origine gliale,donc pauvre en

filaments gliaux qui peuvent contaminer la préparation de
neurofilaments.Il existe en effet des cellules de Schwann

gqui forment une gaine de myé&line.Ces cellules sont de la méme
origine que les cellules gliales(neurcectoderme) mais elles

se trouvent en quantité moindre .. .

A notre connaissance, rien n'a été fait sur 1'dtude du cytosquelette

de ces cellules.

La méthode d'extraction des protéines du
cytosquelette (notamment des protéines de neurofilaments)par
des tampons dénaturants s'est donc révélée la plus déterminante
pour une premiére approche sur 1l'étude du cytosquelette des
cellules nerveuses d'Oiseaux.Elle nous permettra vraisembla-

-blement d'étudier la constitution des neurofilaments

provenant du tissu nerveux d'autres espéces.



FIGURE 32

COMPARAISON DES NEURCFILAMENTS DE BOEUF AVEC L'EXTRAIT
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Les neurofilaments de Boeuf(A) sont constitués de 3 protéines
210 K,160 K et 70 K.

L'extrait de la moelle de Dindon contient la protéine 50 K,
la tubuline(55K) et l'actine(43 K).Il contient également

3 protéines d'un poids moléculaire voisin du"triplet" des
neurofilaments de boeuf.Il s'agit des protéines 205 K,

156 K et 69 K.
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FIGURE 33

DETERMINATION DES POIDS MOLECULAIRES DES PROTEINES

——— v - — ——— — ——— ——— —————— — i — ———— —— ———————————————

A) Electrophorégramme des neurofilaments de Boeuf

B) Electrophorégramme de l'extrait urée 8 M de la moelle

de Dindon.

Nous pouvons distinguer la présence d'un"triplet"de
protéines de 205 K(et un dédoublement & 200 K),156 K et 69 K.

C) Protéines correspondant & une fraction enrichie en
neurofilaments.La préparation est faite & partir
du nerf sciatique de Poulet.
Les protéines 205 K,156 K et 69 K sont présentes.
Les autres protéines correspondent au collagéne (CO),

d la tubuline(Tu) et & 1l'actine.
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FIGURE 34
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Présentation de trois 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.
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VIII) ISOLEMENT ET ETUDES DES MICROFIBRILLES FORMEES A
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Les filaments de 10 nm contaminent nettement les..
microtubules obtenus au cours des deux premiers cycles
de préparation.
Pour améliorer les préparations de microtubules,nous
avons pensé gu'il était possible de centrifuger plus efficacement
les contaminants au cours des étapes de dépolymérisation.
Mais si 1l'on augmente la force de centrifugation,on
risque d'éliminer en méme temps les associations de
tubuline & 4°C qui seront également dans le culct de
centrifugation,notamment les anneaux 36 S et les

petits protofilaments.

Nous avons alors dépolymérisé les microtubules par
un tampon Mes-NaCl 1 M,afin de dépolymériser é&galement
les anneaux 36 S.Ceci devait nous permettre de centrifuger
les: filaments de 10 nm sans perdre de matériel d‘'origine
microtubulaire.

-~

Effectivement,aprés une centrifugation a8 140 000 g max
pendant 1 heure 3 4°C,on peut éliminer une plus grande
quantité de filaments(Figure 35-A).

Ensuite nous avons dialysé le surnageant contenant les
protéines microtubulaires contre du tampon Mes afin
d'éliminer le NaCl,pour réinduire un cycle de
polymérisation(Figure 35-B).

Au cours de cette dialyse,nous avons remargué une
gélification trés nette de la solution protéique.
L'observation en microscopie électronique nous a indiqué
gu'il s'était formé un réseau microfibrillaire.

Les images les plus significatives de ce réseau sont
présentées figure 36.

Cet arrangement microfibrillaire semble assez hétérogéne

mais il posséde néammoins un aspect caractéristique
gue nous avons toujours retrouvé chaque fois que nous

avons reproduit l'expérience.
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HOMOGENEISATION
(pANS UN TAMPON Mes-NaCL 1 M)

CENTRIFUGATION

FIGURE 35-A

FORMATION DES MICROFIBRILLES:Etape de
dépolymérisation des microtubules de e cyle

dans un tampon de force ionique élevée.
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FIGURE 35-B

FORMATION ET ISOLEMENT DES MICROFIBRILLES.
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Lorsque les protéines microtubulaires sont en.solution
dans le tampon Mes-NaCl 1M,nous n'observons aucune
structure particuliére,sauf peut &tre quelques rares
filaments de 10 nm.Dé&s que le NaCl est é&liminé,nous

observons l'apparition progressive mais rapide de
ce réseau(DELACOURIE et al.,1977-b;.1978).

Les microfibrilles peuvent &tre isolées facilement ,

par centrifugation a 4°C .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 méme temps une grande

quantité de membranes (figure 37 ).

I1 semble donc gue la formation des microfibrilles
corresponde a& une gélification non spécifique des
différentes protéines du milieu.La quantité de
microfibrilles représente 30% de l'ensemble des protéines
de la solution de départ gqui 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 lewrs formations Il est possible que le
NaCl,en dépolymérisant totalement les associations de
tubuline,permette un nouvel arrangement des protéines

microtubulaires , aprés élimination du NaCl par dialyse.

La formation des microfibrilles résulte peut &tre
d'un réarrangement désordonné des protéines du milieu,
dd & une perturbation de l'environnement des protéines

i

dont le rdle est de se polymériser,ou de s'agréger

lorsque les conditions ne sont plus favorables.

La formation des microfibrilles peut egalement refleter

une activité partlcullere de la cellule nerveuse. En effet

des recherches sur le cytosquelette semblent indiquer
que les différents élements de ce cytosquelette(
microtubules, filaments d'actine,filaments intermé&diaires)

sont en fait. reliés entre eux pour former un ré&seau



tridimensionnel dans la cellule(voir la conclusion .
générale)

Seule,une investigation plus poussée de ces recherches
permettra de déterminer l'importance et l'intérét du

phénomeéne.
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OBSERVATION DES MICROFIBRILLES PAR COLORATION NEGATIVE.
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Les microfibrilles sefblent constituées d'un réseau de
filaments d'un diamétre approximatif de 6 nm,reliés
entre eux par des pontages.

Ce réseau est é&galement décoré d'éléments granuleux.

Chaque barre représente 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 &galement la présence de nombreuses vésicules
dentelées. X 60 000.

B) Méme observation mais & 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.
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IX) CONCLUSTION GENERALE

LES FILAMENTS DE 10 nm ISOLES AU COURS DES PREPARATIONS
DE MICROTUBULES SONT DES NEUROFILAMENTS

Au cours des préparations de neurotubules,nous avons
été intrigués par la quantité importante de filaments de 10 nm
gue l'on isole au cours des cycles de dépolymérisation.

Ces filaments peuvent étre le reflet d'une activité
physiologique de la cellule nerveuse.Nous avons essayé d'en

déterminer leur rdle et leur origine.

L'analyse par électrophorése a montré que la fraction enrichie

en filaments de 10 nm est toujours constituée d'une protéine

majeure possédant le méme caractére électrophorétique que
la tubuline,et de trois protéines mineures de poids moléculaire
210 K,160 K et 70 K.

Ces filaments ressemblent beaucoup aux neurofilaments,qui sont

les filaments intermédiaires des cellules nerveuses.

Ils présentent notamment un diamétre 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 et dodecyl
sulfate de sodium).

-

Ceci nous a amené 3 entreprendre une étude comparative

entre les filaments obtenus au cours des préparations de

microtubules,et des neurofilaments préparés & partir du tronc

cérébral de Boeuf,selon la technique classique de "flottaticon"
mise au point par SHELANSKI et al., (1971) et améliorée par
ANDERTON (THORPE et al.,1979)
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En collaboration avec Brian ANDERTON,nous avons observé:

- que la préparation de neurofilaments est constituée
d'une protéine majeure 50 K et d'un triplet de protéine
210 K,160 K et 70 K.

- gque la fraction purifiée de filaments de 10 nm est
constituée du méme triplet(comparaison par la technigue
trés fine des cartes peptidiques en électrophorése-SDS),
et de la tubuline.

Il nous reste & expligquer la présence de la tubuline

associée aux filaments de 10 nm.. S'agit t-il d'une

interaction trés forte entre la tubuline et ces filaments?
Cette interaction peut s'expliquer puisqu'il semble
y avoir des pontages entre les microtubules et les neuro-
-filaments dans l'axoplasme.Ces deux structures peuvent
former un réseau dans l'axone, et servir de support
structural au transport axonal lent comme 1l’'ont suggéré
LAZEK et HOFFMAN(1976).
Plusieurs &quipes américaines observent ce phénoméne,
sans toutefois pouvoir y apporter une explication
précise( RUNGE et al.,1979 a et b;SHELANSKI et LIEM,1979;
WANG,ASAI'étrLAZARIDES,l9SQ).

Des coupes ultra-fines de culots de filaments de 10 nm
sédimentés aprés leur purification ont été examinées.
Simultanément,nous avons effectué une &tude comparative

des préparations de filaments obtenus a partir de différents
substrats:les hémisphéres cérébraux,le tronc cérébral

et la moelle.

Les résultats obtenus indiquent que les préparations

contiennent en fait deux types de matériaux distincts:

des filaments de 10 nm et des contaminants membranaires.
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Les préparations de filaments de 10 nm & partir des
hémisphéres 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'UNE INTERACTION TUBULINE-MEMBRANE

a) Contamination des préparations de microtubules et de neurofilaments

T o o et o e . " ———— T~ - o — ———— i " > o T o ‘ot o o o -

La présence de la tubuline dans les préparations
de filaments de 10 nm est trés probablement associée
d la contamination membranaire.
Cette interaction tubuline-membrane a été& observée par
plusieurs équipes (CARON et BERLIN,1979 ; FEIT et SHAY,

s

1980) .Ces auteurs montrent gu'd 37°C,les protéines
microtubulaires(tubuline et MAPs) s'attachent trés

fortement aux membranes.

Ce phénoméne est important car il retentit sur la
qualité des préparations de microtubules et de filaments

de 10 nm.Au cours des cycles de polymérisation & 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 &tre confondu avec
les anneaux 36 S qui sont les sites initiateurs de la

polymérisation.

En effet,dans des conditions expérimentales non-
dénaturantes,les membranes semblent fixer des quantités

importantes de protéines microtubulaires.Les protéines
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propres & la constitution des membranes ne représenteraient

alors qu'une faible proportion du complexe membrane-

protéines microtubulaires.Donc,globalement,les membranes

possédent la méme 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,c'est 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 membranaire n'est pas

facilement quantifiable.La technique d'observation

en microscopie électronique aprés coloration négative,

sous évalue sérieusement cette estimation.

Il reste alors une autre technique plus guantitative,

qui est l'observation de coupes fines de préparations
centrifugées.Il faut bien reconnaltre gque 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 neurofilaments,les culots sont transparents,voir
cristallins.

D'autre part,la présence de membranes dans une préparation
de microtubules ou de neurofilaments semble pouvoir

étre facilement détectable par &lectrophorése en

milieu SDS.Les protéines constitutives des membranes,qui
mssédent des poids moléculaires trés variés,se
répartissent uniformément au cours de l'électrophorése

et forment un fond coloré uniforme aprés la coloration -
spécifique des protéines par le Bleu de Coomassie.
L'absence de ce fond coloré sur les gels d'électrophorése

a toujours été associée avec des préparations "propres".
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Le matériel insoluble obtenu 3 partir d'un homogénat de

cerveau,non-incubé & 37°C,contient une grande quantité de

tubuline ,qui se trouve probablement liée aux membranes.

Il v a donc deux pools de tubuline ,1'un qui est en équilibre

dynamique avec les microtubules,et l'autre qui fait partie
du matériel insoluble.

Une gquantification précise de ces deux pools reste a faire.

Nous avons montré que la tubuline insoluble,extraite avec des

tampons dénaturants,se trouve en grande quantité dans les

hémisphéres 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 &tre plus en

relation avec l'activité des corps cellulaires ou des dendrites,

gui sont situés principalement au niveau du cortex,qu'avec
l'activité de l'axone(gui constitue principalement la substance
blanche).

Le rdle de la tubuline "insoluble" reste a établir. Il est
vraisemblable gqu'elle corresponde & une activité importante

de la cellule nerveuse.



2) PREPARATION DES NEUROFILAMENTS

La préparation que nous avons décrite 3 partir
de la moelle est en fait une préparation de neurofilaments
puisque le matériel gue nous obtenons présente le méme
aspect et la méme composition en protéines gque les
neurofilaments décrits dans la littérature.

En fait,nous confirmons que la qualité du substrat de

départ joue un rdéle considérable sur la qualité des

neurofilaments obtenus.La moelle senble &tre le sibstrat iddal
La technique de flottation 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“fkniatioﬁ3

est en cours.

La technigque gque nous utilisons pour préparer les

neurofilaments - 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 obtenus,n'est pas

utilisé. L'étape d'élévation e la température 3 37°C et de »
centrifugation & 20°C est commme aux deux techniques.Mais dans:le cas
de la préparation des neurofilaments,y a t-il une vEritable
polymérisation? ’

Peut-on trouver les protéines de neurofilaments sous

forme soluble,comme on le voit pour la tubuline et l'actine?

Il semble que non:les protéines de neurofilaments extraites

d partir du systéme nerveux central et périphérique se trouvent
sous forme  d'agrégats ou de filaments courts possédant

des poids moléculaires apparents supérieurs 4 5 millions

de daltons.En effet,les protéines de neurofilaments extraites
dans des conditions non-dénaturantes,se trouvent dans

le volume d'exclusion de gel-filtrations possédant une

zone de travail entre 4 millions et 400 0Q0 daltons.
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Lorsque l'on chauffe la solution protéigue contenant

les protéines de neurofilaments,il est possible que les

petits - fragments de neurofilaments s'assemblent (ou

s' agrégent).Il en résulte une augmentation de la taille

des particules,ce qui permet ensuite de les centrifuger.

Nous pensons qu'il s'agit d'une polymérisation
plutdt que d'une agrégation puisque les filaments obtenus

sont identiques aux neurofilaments natifs isolés et

décrits par d'autres auteurs{SCHLAEPFER,1977; SHELANSKI et LIEM,

(1979)
En collaboration avec Brian ANDERTON,nous avons commencé

une étude gui a pour but d'expliquer les mécanismes de

polymérisation des neurofilaments.

Les grandes quantités de matériel obtenu nous ont
permis d'aborder d'autres é&tudes physico-chimiques sur
les neurofilaments,&tudes qui étaient limitées au préalable
par les faibles quantités de matériel obtenu et les
grandes gquantités de contaminants présents dans les

préparations.
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INTERACTION NEUROFILAMENTS-TUBULINE.

La présence de la tubuline dans les préparations

de filaments de 10 nm résulte en fait d'une contamination

membranaire.En éliminant les membranes,le pourcentage de

tubuline passe de 60 % & 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 tubuline,se juxtaposent é&galement
d'autres bandes protéiques.

es techniques courantes d'enregistrement densitométrigue
et d'intégration d'électrophorégramme ne sont pas
suffisamment résolutivespour faire la différence entre
la tubuline et les protéines possédént un comportement
€lectrophorétique trés proche.Ces protéines peuvent étre,
par exemple,le facteur TAU 1 qui migre comme 1l'alpha-
tubuline (CLEVELAND et al.,1977,a-b).

Cependant,bien gque le pourcentage de tubuline soit
faible,il serait intéressant de pouvoir le quantifier avec
exXactitude.En effet,cette tubuline peut provenir des
derniéres traces de la contamination membranaire qui est
difficile & éliminer totalement avec un protocole de
préparation aussi simple.

Nous devons Egalement envisager que la faible fraction

de tubuline restant dans la préparation interagit avec

les neurofilaments.

L'immunclogie nous apportera probablement la réponse
puisque,dans le cas d'une interaction NFs-tubuline,les
neurofilaments de notre préparation seront décorés par
les anticorps anti-tubuline.Nous envisageons de faire

prochainement cette expérimentation.
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Dans le cas ol la tubuline présente dans la préparation
est liée aux neurofilaments,nous pouvons envisager deux
cas extrémes:

situés sur les neurofilaments.Ces neurofilaments n'auront
donc plus d'affinité pour d'autres molécules de tubuline

ajoutées au milieu.

———— i — - - —— ——— ————— —————— ——————————— —— i ——————

-~

Dans ce cas,en ajoutant de la tubuline a la préparation
de neurofilaments,nous devrions isoler des neurofilaments

fixant une plus grande quantité de tubuline.

Nous avons montré que c¢es neurofilaments,incubés en

présence d'une forte concentration de protéines microtubulaires

(dépourvue de toute contamination membranaire)ne
réagissaient pas avec celles-ci.

Il semble donc gqu'il n'y ait pas d'interaction é&vidente

entre la tubuline et les neurofilaments,du moins in wvitro.

Nos résultats indiguent que leg filaments de 10 nm

isolés au cours des préparations de microtubules sont

des neurofilaments,mais qu'ils ne représentent pas un bon

modéle d'étude pour une interaction neurcfilament-tubuline

ou neurcofilament~-microtubule,comme cela a été suggéré par
SHELANSKI et LIEM, 1979 et RUNGE et al. 1979 a-b)

In situ,m peut observer des pontages entre les
microtubules et les neurofilaments ( RICE et al.,1980).

Ces pontages observés chez Loligo Paletii sont en faveur

d'une interaction microtubule-neurofilaments.

Par contre,les axones géants de Myxicola contiennent une
grande quantité de neurofilaments,mais les microtubules
y sont absents(GILBERT et al.,1975).
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LASEK et HOFFMANN (1976) ont suggéré que les
microtubules et les neurofilaments forment un réseau
dans l'axoplasme et que ce réseau se déplace dans
l'axoplasme 3 la vitesse du transport axonal lent.
Cette théorie suppose gu'il y a des interactions entre
les microtubules et les neurofilaments.

Les travaux les plus récents semblent indiquef,par des
analyses fines du transport axonal lent,que les
microtubules et les neurofilaments se déplacent & des
vitesses légérement différentes,et que l'on peut bloquer
le déplacement des microtubules sans modifier le dépla-
-cement des neurcofilaments (FILLIATREAU, 1980 ; KOMIYA
et KUROCKAWA, 1980).

Nos résultats montrant qu'il n'y a pas d'interaction
entre les microtubules et les neurofilaments in vitro
semblent en accord avec les travaux récents.

I1 est donc probable gue les microtubules et les
neurofilaments se déplacent séparément dans l'axone.
Cependant,des méthodologies nouvelles ou affinées
seront nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes

moléculaires du transport axonal lent.
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RECONSTITUTION DES NEUROFILAMENTS IN VITRO

Le meilleur moyen pour comprendre comment se polymérise
un neurofilament,pour connaltre .sa sous-structure,

et pour mieux étudier son interaction é&ventuelle

avec d'autres structures,est d'isoler chaque protéine
du triplet et d'étudier ensuite la recombinaison de

ces protéines.

Les résultats que nous avons eus aprés séparation des
protéines par gel-filtrration sont préliminaires.

En effet,nous avons pu séparer les deux protéines
210 K et 160 K de la protéine 70 K.Cependant nous
n'avons pas réussi & ‘isoler chaque protéine & l'état
pur.

Ta formation de structures différentes a
partir des protéines 210 K et 160 K(filaments longs
et fins) et a partir de la protéine 70 K(filaments
courts,peu définis et larges),et la formation de
filaments de 10 nm a& partir des protéines 160 K + 70K,

indigquent que la protéine 70 K et les deux hauts poids

moléculaires 210 K et 160 K jouent des rdles

complémentaires et différents dans la constitution

du neurofilament ..

La préparation de polypeptides purs est en cours

dans notre laboratoire, (ainsi gue dans plusieurs
laboratoires américainst!).

Les connaissances sur les mécanismes de polymérisation
des neurofilaments devraient donc évoluer trés

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 Mammiféres,du Calmar et de l'Annélide
Myxicola.Les neurofilaments de Mammiféres é&tant treés
différents des neurofilaments d'Invertébrés,nous avons
voulu les comparer & des neurofilaments du tissu nerveux

d'un groupe plus proche,d savoir celui des Oiseaux.

D'autre part ,le Poulet est un bon mod&le g'atude

du transport axonal.Pour suivre les protéines se déplagant:
avec le transport axonal lent,notamment les neurofilaments,
il était indispensable de connaitre leur composition en
protéines.

Pour isoler les neurofilaments de nerfs sciatiques de
Poulet,nous avons tout d'abord essayé notre méthode

de préparation qui donne de bons résultats avec la moelle
de Boeuf.Les résultats ont &té trés médiocrescar les

nerfs contiennent beaucoup de fibres de collagé&ne et il

est trés difficile d'extraire l'axoplasme.

Il nous a donc fallu utiliser d'autres techniques,notamment
celles mises au point pour extraire rapidement les
protéines du neurocytosquelette avec des tampons
dénaturants (THORPE et al.,1979,b).

Nous avons é&galement isolé des fractions enrichies de
neurofilaments natifs dans un gradient discontinu de

sucrose centrifugé & haute vitesse.

Ces deux technigues ne nous ont pas permis d'obtenir des
filaments aussi purs gque 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 K,156 K et 69 K

et gu'ils semblent donc trés proches des neurofilaments

de Mammiféres.
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La technique d'extraction des proté&ines de neurofilaments
par des tampons dénaturants nous a éermis de déterminer
rapidement la composition en protéines des neurofilaments
d'Oiseaux.Elle pourra é&tre appliquée & d'autres espéces
et nous permettra de mieux comprendre la transformation
de ces filaments au cours de 1l'évolution.

L'actine et la tubuline,qui sont des
protéines globulaires,possédent de nombreux sites
d'interactions,et n'ont pas évolué au cours du temps.

Par contre,les protéines de neurofilaments sont

des protéines & structure fibreuse gqui,apparemment,
P

se sont modifiées considérablement au cours de l'évolution.

Nous rappellerons gue les neurofilaments de Myxicola
sont constitués de 2 protéines 160 et 152 K

et que ceux de Loligo Palelii sont formés de 2 proté&ines
200 et 65 K.

Les neurofilaments sont donc un bon substrat pour 1l'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 3 tous les filaments intermédiai:es

car il existe un anticorps monoclonal qui reconnalt
tous les filaments intermédiaires (B.ANDERTON,communication

personnelle)..
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LES NEUROFILAMENTS SONT-ILS DES STRUCTURES DYNAMIQUES?

La technigue d'extraction des protéines du neuro-
cytosquelette va &galement nous permettre d'étudier
la distribution des protéines de neurofilaments et de
la tubuline,dans les différentes parties du systéme

nerveux central et périphérique.

Les protéines de cvtosquelette peuvent &tre classées
en 2 parties en fonction de leur solubilité.

-il vy a d'abord les protéines solubles dans des tampons

de force ionique élevée et contenant des détergents non

polaires.Il s'agit essentiellement de la tubuline,de

l'actine et de la myosine.

-ensuite il y a les protéines solubilisées par des

tampons dé&naturants {(urée 8 M,chlorhydrate de guanidine

5 M).Ces protéines sont essentiellement les protéines
de neurofilaments,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 3 une question importante
soulevée par RUEGER et al. (1980) .qui pensent qu'a

trés faible force ionigue,les filaments gliaux se dépolymérisent.
Les travaux de ZACKROFF et GOLDMAN(1979) semblent
confirmer cette hypothése. (revue cénérale:ANDERICN,B. (1980) .
Ces auteurs montrent gue les filaments intermédiaires
dialysés contre un tampon de faible force ionique se
dépolymérisent.

Tls concluent donc que les filaments intermédiaires,
en général,ne seraient pas aussi stables gu'on a bien
voulu le décrire (ANDERTON et al.1975) et qu'ils powrraient é&tre
,comme les microtubules, dans un équilibre dynamique

entre la forme polymérisée et la forme dépolymérisée.

Nous avons remarqué gue les conditions de dialyse
de ZACKROFFet GOLDMAN n'évitent pas du tout la protéolyse.
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D'autre part,RUEGER et al., (1980) ne font pas trés bien
la distinction entre les protéines solubles et les surnageants
d'une centrifugation effectuée 3 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"soluble"

devrait passer par des techniques qui permettent la détermination
du poids moléculaire apparent et du coefficient de sédimentation

(gel-filtration et ultracentrifugation).

Nous avons cormencé l'étude permettant la quantification
des protéines de neurofilaments et de filaments gliaux
sous forme soluble ou dissocide.Les premiers résultats semblent
indiquer que ces filaments intermédiaires du tissu nerveux

sont trés stables,et exclusivement sous forme polymérisée.

Il s'agit de résultats préliminaires,mais ces é&tudes
devraient permettre de mieux préciser si les filaments
intermédiaires sont des structures stables ou non.

Dans le cas d'une trés grande stabilité,nous pourrons donc
penser que ces filaments Jjouent avant tout un rdle architectural.
Dans le cas d'un équilibre dynamique permanent entre la forme
polymérisée et la forme dépolymérisée,le r8le des neurofilaments
pourrait alors &tre comparé & celui des microtubules et des

filaments d'actine.



FORMATION DES MICROFIBRILLES

Nous avons modifié le protocole de préparation
des microtubules pour mieux éliminer les filaments de
10 nm.Pour cela,nous avons dépolymérisé totalement

-

les microtubules par un tampon Mes-NaCl 1M 3 4°C

et centrifugé- les filaments 3 haute vitesse.

Le surnageant obtenu,qui contient nettement moins de
filaments,est dialysé& contre le tampon de polymérisation
pour réinduire un cycle de polymérisation de microtubules.

Au cours de la dialyse,nous avons observé la formation

d'un réseau microfibrillaire.Ces microfibrilles,isolées par

centrifugation,sont constituées de protéines microtubulaires,

d'actine,de protéines de neurofilaments et de membranes.

Quel est le mécanisme de formation des microfibrilles?

Actuellement,nous ne pouvons qu'émettre des hypothéses.
Nous avons remarqué gque la proportion d'actine dans les
microfibrilles est importante.Il est probable gue
l'actine joue un rdle déterminant dans la formation

de ce réseau.Mais &tant donné qu'il y a quatre constituants
différents isolés avec le réseau:les protéines
microtubulaires,l'actine,le triplet des neurofilaments

et les membranes,il nous faudra d'abord isoler les
structures réellement impliquéesdans la formation du

réseau pour comprendre le mécanisme d'assemblage.

Si,comme le suggéreWOLOSEWICK etPCRTER(1979),il existe
des filaments microtrabéculaires qui lieraient entre
eux les différents &léments du cytosplasme,il est possible
gue la sous-unité protéique de ces filaments soit
présente dans la préparation.Cette protéine lierait
alors entre eux les membranes avec les autres &léments

du cytosquelette.pour former les microfibrilles.

GRIFFITH et POLLARD (1978) ont observé des interactions
entre les protéines microtubulaires et 1l'actine.
Ces interactions pourraient participer & la formation

du réseau microfibrillaire.



De nombreux auteurs s'orientent vers 1l'étude
des interactions entre les différents éléments du cytosquelette

et entre celles du cytosguelette et des membranes.

L.a formation des microfibrilles pourrait alors &tre un
bon modéle 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 probléme.

Une voie de recherche est donc ouverte ,qui devrait déboucher
sur une reilleure connaissance des mécanismes du transport axonal

et sur une meilleure connaissance de la biologie du neurone.

-

Nous souhaitons continuer 3 travailler sur ce théme de recherche,
qui ménera 3 une amélioration de la connaissance générale,

et qui devrait aboutir &galement 3 mieux comprendre certains

aspects pathologiques du tissu nerveux .
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