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Avant Propos

Au cours de I'évolution, lors du passage des organismes unicellulaires procaryotes a
eucaryotes, on observe une complexification de la cellule. On distingue les cellules eucaryotes (du
grec ancien eu « vrai » et karyon « noyau ») des cellules procaryotes (« sans noyau ») par la présence
d’une membrane qui renferme I'information génétique constituant ainsi le noyau. D’autre part, alors
que les cellules procaryotes sont relativement simples et petites, les cellules eucaryotes deviennent
plus grandes, développent leur réseau membranaire, possédent de plus en plus d’organelles et de
compartiments cellulaires. En réponse a ces nouvelles contraintes physiques apparaissent alors les
protéines constituant le squelette cellulaire ou cytosquelette. Ce cytosquelette est formé par un
large réseau de polymeres protéiques ayant pour role la définition de I'architecture cellulaire et le
maintien de son intégrité. Il participe également a de nombreuses fonctions fondamentales telles
que le transport intracellulaire, la motilité ou la contraction cellulaire.

Chez la majorité des Eucaryotes pluricellulaires, ce squelette cellulaire est composé de trois

grands types de filaments aux propriétés mécaniques et dynamiques différentes (voir Figure 1) ;
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Figure 1 : Les trois composantes du cytosquelette eucaryote.



- Les filaments d’actine dit microfilaments : ils ont un diamétre d’environ 7 nm, sont polarisés et
extrémement dynamiques. lls jouent un réle central dans la motilité, I'adhésion cellulaire, la
cytokinése (séparation des cellules filles apres mitose), et la formation de I'axone des neurones,
|’axogenese.

- Les filaments intermédiaires : ils sont moins dynamiques et plus larges, de 10 a 12 nm de diamétre.
Les filaments intermédiaires adoptent de nombreuses configurations selon le type cellulaire et la
structure dans laquelle ils se trouvent. lls ont des fonctions proprement mécaniques telles que le
maintien des organites et du noyau au sein de la cellule et contribuent a la solidité cellulaire. Ils
interviennent également dans la cohésion des cellules dans les tissus. Les filaments intermédiaires
existent uniqguement chez les animaux pluricellulaires mais ne sont pas présents dans toutes les
cellules : les oligodendrocytes en sont par exemple dépourvus.

- Les microtubules, dernier type de filament, nous intéresseront plus particulierement dans ce
manuscrit. Les microtubules sont des polymeres creux de 25 nm de diamétre, dynamiques et
polarisés. Ce sont des éléments fondamentaux des cellules eucaryotes qui assurent des fonctions
essentielles. lls s’organisent soit en « réseau » soit en « fuseau ». Le « réseau » microtubulaire
constitue une armature solide permettant la définition de I'architecture cellulaire basique, mais il
participe également a I'extension et la migration cellulaire. Ce réseau contribue aussi au transport
intracellulaire puisqu’il constitue un véritable échafaudage pour les moteurs moléculaires qui
transportent des vésicules et autres cargaisons. D’autre part, en formant le « fuseau » mitotique, les
microtubules assurent la ségrégation des chromatides sceurs lors de la mitose et celle des
chromosomes lors de la méiose. Enfin, les microtubules sont également le constituant majoritaire de
structures appelées des axonemes qui forment les cils primaires - organelles impliquées dans la

signalisation cellulaire et le développement - ainsi que les cils motiles (ou flagelles).

Ces microtubules montrent une variabilité importante de structures et fonctions nécessitant
une régulation spatiotemporelle précise. Il existe deux degrés de régulation ; d’'une part au niveau
génétique avec la transcription de différentes isoformes de tubuline et d’autre part au niveau de la
protéine avec les modifications post-traductionnelles des microtubules. Les modifications post-
traductionnelles des protéines possédent deux avantages : elles sont rapides car elles ne nécessitent
pas la synthese de protéines et elles sont réversibles. Elles influencent ainsi instantanément la
fonction de la protéine. La tubuline est le substrat de nombreuses modifications trés variant qui
permettent I'existence simultanée de microtubules différents qui supportent la diversité de leurs
fonctions.

Durant ces quatre années, je me suis particulierement intéressée aux modifications de la

séquence primaire de la tubuline alpha dont les résultats seront présentés autour de deux articles. Le
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premier article, qui concentre la majorité de mes travaux de these, concerne le cycle de
détyrosination/tyrosination et plus précisément I'identification et la caractérisation des Tubuline
CarboxyPeptidases. Le second article, dont les travaux ont été réalisés en paralléle, présente la mise
en évidence de nouvelles modifications post-traductionnelles de la tubuline. Ces articles, précédés
d’une introduction générale, seront chacun suivi d’une discussion ainsi que d’une conclusion. Le

manuscrit sera cloturé par une discussion générale soulevée par I'ensemble des travaux décrits.



Sommaire

INTRODUCTION

Chapitre | : Les microtubules

1. Propriétés générales des MIiCrotUBUIES.........cviiiiiiiii i 15
1.1. Structure d’'un MICrotUBUIE .........ooiiiiie e 15
1.2, LES TUBUIINES ...ttt b e sttt e e b e snee e 16
1.30 NUCIBATION ettt st sttt et e b e sae e saee et eebeesneesnnenas 18
1.4. Dynamique intrinséque des MIiCrotUDUIES ........coovciiiiiiiiiie e e s 19

1.4.1. [ g <F=To ooV 1 11T = PRSP 19
1.4.2. L'instabilité dynamiqUE ......ceeiecuiiieieiiee et s srae e 20

2. Organisations structurales des microtubules et fonctions cellulaires associées....................... 21
2.1. Le réseau interphasiUE .......cocciiee ittt et e et e e e e rta e e e eeaba e e e e asae e e e nnaeeaean 21
2.2, Le fuSEAU MItOLIQUE.....iii et e e st e e e rabae e e e aaeeeeas 22
2.3, LTGXONEIME ..eiiiiiieiieeeiee ettt e ettt e st e st e e et e e s bt e e bt e e sabeesabbeesabeesabeesbteesabeeeateenabeesbeeenareens 23

3. Les partenaires protéiques des MiCrotUbUIES .........cccciviieiiiic e e 23
3.1, LeS MAPS SEIUCLUIAIES ....oouvieiieiieee ettt ettt as 25
A =T o I | USSR 25
R T =T I | USSR 25
3.4. Les protéines déstabiliSatriCes .......cucviiiiiiiiiiiiiiie e s 26

3.4.1. Les moteurs déPolYMETISANTS ......ccccuiiiieciiieeccieee et ectee e e e e e srae e e e naeeeeas 26
3.4.2. LES € SEVEIING PrOTEINS M cevieeieieiee e 26
3.4.3. [T o (U o = L o LR 26
3.5, Les MOteUrs MOIECUIRINES. ...cc.eiiuiiiiieiieeeeeeeree e s e 27
3.5.1. LES KINBSINES ...ttt ettt ettt ettt sttt et e bt e bt e s bt e sae e st e et e e nbeesbeesaeesanenas 27
3.5.2. [T e 1Y 0 1T T V=TT 27

4. Diversifications des microtubules comme élément de régulation ..........cccoeveeeiieeiecciieeccennen. 28
4.1. La diversification par 185 SENES.......cuivciiii i 28
4.2. Les modifications post-traductionnelles .........cccccveviiiiiii e 28

Chapitre Il : Le cycle de détyrosination/tyrosination

1. INtrodUCtiON GENEIAIE.......coo ottt et e e e et e e e e bt e e e e e bt e e e e ebeeeaeeeataeaesanes 33
D W T Y AV o Y=Y o ol o] [ o [0 =TSSR 34
P25 D 1= T I 1 OO OO OSSOSO U TSRO P U OUPRUPTURROPRPROO 34
2.1.1. Historique de 1a dECOUVEITE .......uiiiiiiiie et e aae e 34
2.1.2. Mécanismes, spécificité et caractéristiques biochimiques .........cccoccveeeeiiieeeecineenn. 35

2.2, LATCP e 36



2.2.1. Historique de 1a dECOUVEITE .......eiiieiiieeeceee et e e e e 36

2.2.2. Mécanismes, spécificité et caractéristiques biochimiques .........cccoccvveeiiiieeecciineen.n. 36
2.2.2.1. Caractéristiques bIOChIMIQUES .......coccuvieiieiiiee et 36
2.2.2.2. Action sur le polymeére, une caractéristique intrinSEque ?.......cccccevecveeeiicveeeennns 37
2.2.2.3.  ClasSE ' ENZYIME ..eiiiiiiiiei ittt e eettee et e e s st e e s sbee e e s s beeeessbeeeessstaeessnseeeessnes 37
2.2.2.4. Modulateurs de la détyrosination : pierre d’achoppement de la purification de Ia
TP ettt ettt b e bttt ettt e h e b e s bt e et e bt e bt e b e e abe e she e et e et e e beenneesane e 38

3. Lesimpacts du cycle de détyrosination/tyrosination ...........ccceeeveeeiieiecieecciee e 39
N T [0 Yo - T A3 o] 01V 2y [o] Fo =4 o [N 1= PSPPSR 39

3.1.1. Dérégulation en cellules CAaNCErEUSES ........uevvvciieeiiciieeeciiee e saaee e 39

3.1.2. La souris KO TTL, révélation du role vital de cette enzyme.........ccceeevvveeeccveeeecnnenenn. 41

3.1.3. Dans le coeur et la contraction MUSCUIQIre. .......c.eeuieiieiieiienieeeeee e 41

3.2, IMPlications CRIIUIAINES ...cccuiieee et e e bae e e et ae e e enreeas 43

3.2.1. Répartition et particularité des microtubules détyrosinés ..........cccccceeevvviiniveeeeeeennnn. 43

3.2.2. L'organisation intracellulaire........coccueeiieciiie i 45
3.2.2.1. Ancrage de l'appareil de Golgi et support du NOYau ?.........ceeeecviveeeeciieeeeciieeeeens 45
3.2.2.2. Organisation des filaments iNtermédiaires.......c..cceeecveeeeeciiee e 46

3.2.3. Le transport intracellulaire ......c.uveeicciiee e 47

3.24. La diviSioN CEIIUIAINE ..ciiuiiiiiiieieecee et s 47

3.2.5. La différentiation/morphogéneése cellulaire .......c.cooovveeeeiiciececiicceecee e, 49

3.2.6. LA MOTIIEE .ttt ettt 50

3.3. Impacts moléculaires de la détyrosination ..........ccceccieeeeiiieeeccciee e e e 51

3.3.1. Caractéristiques intrinSEQUES deS ESPECES.....uuiiviieiiiicieeeeciee e ceieee e ertre e srree e aaeeas 51
3.3.1.1. Vitesse de polymeérisation in Vitro........cccoecieeiiiiieei e 51
3.3.1.2. Stabilisation et détyrosination : I'ceuf ou la poule ? ......ccccvieeieciieeiciiieeeeeeeees 51

3.3.2. CaP-GlY +TIPS PrOtBINES...cccviieeeetiee ettt et e et e e e e tte e e e etre e e e bae e e eentaeeeenreeas 52

3.3.3. KINESINE-13 ...ttt sre e saeesane e 52

3.3.4. KINESINE-1 ..ottt s s s e et sreesaeesane e 53

3.3.5.  CENP-E/KINESINE-7 .ouititiieieieieeieet ettt sttt sttt sae i bt 53

3.3.6. VUE d'8NSEMDBIE ...ttt 54

4. Un cas particUlier : I8 NEUIONE .......oco ottt ettt e e eta e e e e bae e e eeabae e e enraeas 54
4.1. Organisation générale du cytosquelette microtubulaire neuronal..........cccccceeeviiieeennneen. 55
4.2. Répartition des microtubules tyrosinés et détyrosings .........cccecveeeevciieeeeccieeeecieee e, 56
4.3. Implication de ces modifications dans la physiolOgie .........cccceeeecieeiecciiiicccee e, 56

4.3.1. L'établissement de la polarisation et son Maintien .........cccceeeecveeeeccieeccccieee e, 56

4.3.2. L'initiation du transport rEtrograde ........ccueeeecieeeeeciiee e eecee et 58

4.3.3. Pousse axonale et régENEreSCeNCE NEIVEUSE ......ccccvveeeeiireeeriireeeeiereeesisreeesssneeeans 60

4.3.4, RV AT e =T 011 1 21 ] (=P 61



Chapitre Il : Les modifications consécutives a la détyrosination

1. Latubuling alpha de@a-2....cceiiieeeeee ettt e e e bee e e e e br e e e e e ntaeeeeanes 63
1.1. La découverte de la tubuline non-tyrosinable, [a NTT .......coocoiiiiiiiiie e 63
1.2. Lesenzymes impliquées dans la génération de la tubuline delta-2.........ccccocvvvevircieennnns 64

1.3. Caractéristiques physiologiques et implications cellulaires de la tubuline alpha delta-2.65

1.3.1. Localisation de la tubuline alpha delta-2.........ccooeviiiiieeciiiececeee e 65
1.3.2. Implication physiologique MOIECUIAIre .........cccvvviieiiiii e 65
1.3.3. La tubuline alpha delta-2, une modification irréversible ? .......cccccceeiiiieciiiieeeeeennnn. 65
2.  Etpourquoi pas une tubuling delta-3 2 ... 66

ODbjJECLifs dE th@SE....... ..ot esreaeeeeeete stesae s nsansasessssassaasensasases saseesssssssesnnssnsessnsnsennass OF
RESULTATS ET DISCUSSIONS

Article n°1:
« Vasohibins/SVBP are Tubulin CarboxyPeptidases (TCP) that regulate neuron differentiation »

R 151 o o 18 ot d o T o F USSP 71
D £ (=Y U L - | £ USRS 71
Stratégie de purification et identification d’un candidat « TCP » potentiel, la vasohibine-1........... 71
Les vasohibines sont capables de détyrosiner et déphénylalaniner la tubuline alpha...................... 72

Les vasohibines sont impliquées dans la différenciation neuronale et le développement cérébral.. 73

T B 1T of 13 o] g W = ol o 1] ] o =T 1YL= T SRR 74
A, CONCIUSIONS .. .eiiiiieeitie ettt ettt ettt ettt e st e ettt e s bt e s bbeesabeesabaeesabeesabteesabeesabaeesabaesabaesnbeesaseesnnees 79
LT AV i ol [N o o RO O O T O O TP P PO PPTOTPPOPPRRPP 79

Article n°2:
« Evidence for new C-terminally truncated variants of a- and B-tubulins»

1. T agoTe [3To AT ] o HU OO TSP TSOPPPI 117
2. RESUME ...ttt ettt b e b e s bt sat e e at e et e e be e s beesaeesatesabesabeebeenns 117
RYoLTol ol 1 (=Re [0 e [ 1A (ol g o X3 ] L C U 117
Etude de la présence et de la quantité physiologique de la tubuline delta-3............ccccccccevveennnnn. 117
Mise en évidence de la formation de tubuline delta-3 par certaines CCPs ............ccccooeeeeecveeeennen. 118
Régulation de la génération de la tubuline alpha delta-3..............cccooueeeeciiieecciieeeeccee e 118
Découverte d’une tubuling Beta trONQUEE...............cccueeeiecieeeeeciee e ecciee et e et e e e sae e e e srae e e e savaeas 119
3. DiSCUSSION B POISPECEIVES..cce i e e e e e 119
A, CONCIUSION ceeitiiitiitecie sttt sttt si e st st b e bt e bt e sbe e saee s e e eteenbeesneesnne e 121
A ol [ o USROS PUPTOPPOPPOt 122

CONCLUSION GENERALES......ccctttiitttannnestisnttissttsnsaisstesssassssssssassssssssssssssssssssssssssassssssss sssssnsssessssssanssssnssonss 143



ANNEXE

Complément d’information attaché a la partie « Article n°1 » :

1. Lesvasohibines, des protéines CONNUES .......cc.ueeeeiiiieeiiiiieeecree e eciree et e e e rae e e s saaeeeeeaaaeeeeas 147
1.1. Identification des vasohibings 1 €t 2.......c.cccceeriiriiiiiriierieseeree e 147
1.2. Des expressions tissulaires faibles mais ubiquitaires ? .....ccccoveeivviieeiiicie e, 147
1.3. Isolation de la Small Vasohibin Binding Protein (SVBP), un partenaire essentiel............ 148
1.4. Les souris invalidées pour chacune de ces protéines sont viables.........ccccceecvveeeeinnnnnn. 148
1.5. Roles des vasohibines dans 'angiogénese .........coocuveieeciiiieciiiee e 148
1.6.  Implication dans 1€ CANCEN .....uuiii it e e e srae e e s sraeeeeas 149
1.7. Une possible activité catalytiqUe.......coeciiiiiiiiiiiiciiic et 150

2. CONCIUSION 1ttt et ettt e st e e s ab e e s bt e s bee e sabe e s bt e e bbeesabeeennbeesaseesabaeesareesn 150

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES.............cciiniiiiiiniai s asasse st sesssssssssssassssass ssesss ssasss ssasessensssanssssassssns 153



INTRODUCTION






Chapitre | : Les microtubules
1. Propriétés générales des microtubules
1.1. Structure d’un microtubule

Les microtubules sont des polymeres cylindriques d’environ 25 nm de largeur et pouvant aller
de quelques microns a plusieurs centaines de microns de long. lls sont constitués par I'assemblage
d’une unité hétérodimérique formée de tubuline alpha et beta couramment appelée dimére de
tubuline. En s’associant longitudinalement, les diméres forment des protofilaments qui s’associent
ensuite de maniere latérale pour former un feuillet qui une fois recourbé sur lui-méme formera le
microtubule (Figure 2c). La rencontre des protofilaments de I'extrémité du feuillet lors de ce
recourbement forme ce qu’on appelle le sillon (Figure 2d, pointillés rouges). Le nombre de
protofilaments semble maintenu a 13 in vivo (Evans et al, 1985 ; Tilney et al. 1973) méme si la

variabilité du nombre observé in vitro est plus large (de 9 a 17, Chrétien and Wade 1991).

a) Dimérede  b) Protofilament  €) Microtubule en polymérisation d) Microtubule
tubuline

P
0,:': 3'0 bout "plus"
l,.}.,.,ﬂ_ )

bout "moins"

Figure 2 : Structure d’un microtubule. Les héterodimeres d’alpha et beta-
tubuline (a) s’associent longitudinalement pour former les protofilaments (b)
qui s’associent eux-mémes latéralement lors de la polymérisation pour
former le microtubule (c). La jointure des protofilaments est le sillon
représenté par les pointillés rouges (d). (Adapté de Essentials of Cell Biology,
Nature Education)
L'asymétrie du dimére de tubuline géneére la polarité du microtubule : il posséde une extrémité
dite « moins » exposant I'alpha-tubuline et une extrémité dite « plus » présentant la beta-tubuline

qui ont été désignées ainsi par leur propension a polymériser et dépolymériser. En effet, in vitro les

deux extrémités d’un microtubule peuvent croitre cependant le bout « plus » polymérise plus vite et
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dépolymérise plus souvent (Walker et al. 1988) tandis que I'extrémité « moins » montre une faible
dynamique. Dans la cellule, cette extrémité « moins» est généralement ancrée a un centre

organisateur limitant sa dynamique (voir paragraphe 1.3.).
1.2. Les tubulines

La super-famille des tubulines se compose de sept familles de génes: les tubulines alpha, beta,
gamma, delta, epsilon, zéta et éta. Parmi ces différentes familles, seules les tubulines alpha, beta et
gamma sont conservées chez les Eucaryotes et sont essentielles a la polymérisation de microtubules,
le dimeére de tubuline alpha et beta étant le constituant élémentaire des microtubules et la tubuline
gamma celle nécessaire a leur nucléation. Les familles de tubulines delta, epsilon, zéta et éta,
découvertes plus récemment semblent liées aux fonctions ou a la réplication des centrioles et des
corps basaux (Dutcher, 2001).

Au cours de I’évolution, la complexification des familles de génes des tubulines alpha et beta
coémerge avec la sophistication des structures microtubulaires (Luduefia, 2013). Chez les eucaryotes
supérieurs on dénombre par exemple huit alpha et sept beta contre deux alpha et une beta chez la
levure. Les tubulines alpha et beta sont des protéines d’environ 450 acides aminés qui présentent
des homologies superposables de leur structures (Lowe et al. 2001). Les tubulines alpha et beta
possédent un site de fixation pour le nucléotide GTP, cependant seule la tubuline beta est capable de
I’hydrolyser en GDP et phosphate inorganique (Figure 3a). Cette réaction est directement impliquée
dans la stabilité du microtubule (voir paragraphe 1.4.2).

Les homologies de séquences au sein d’une méme famille sont généralement supérieures a
90 %, la spécification des isoformes se situant principalement sur la séquence carboxy-terminale
(Figure 3b). Ces extrémités, qui forment ce que I'on appelle les queues C-terminales des tubulines,
sont flexibles et émergent de la structure microtubulaire constituant une sorte de peigne a sa surface
(Figure 3c). Elles sont particulierement riches en acides aminés chargés négativement et sont le socle
de la majorité de modifications post-traductionnelles des microtubules (Roll-Mecak 2015, voir
paragraphe 4.2). Ces queues C-terminales ont ainsi un réle prépondérant dans la régulation des
interactions des microtubules avec leurs partenaires protéiques et, par conséquent, pour leur

régulation fonctionnelle.
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Figure 3: Structure de la tubuline et variabilité des queues C-terminales. (a) Représentation en
ruban (gauche) et rendu de surface (droite) des tubulines alpha et beta sans leur queue C-
terminale.(b) Séquences C-terminales des tubulines alpha et beta humaines. Cette partie de leur
séquence primaire la moins conservée participe a la définition des isoformes. Elle est riche en acides
aminés négativement chargés (orange et rouge). (c) Modélisation d’un microtubule et de la queue C-
terminale émanant de la paroi. Les points en couleurs symbolisent différentes modifications post-
traductionnelles générant une diversité de surface (Adapté de Gadadhar et al. 2017; Roll-Mecak 2015)
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1.3. Nucléation

Dans les cellules, la nucléation des microtubules requiére généralement un centre organisateur
des microtubules ou MTOC. Dans les cellules de Mammiféres en interphase, le centrosome est le
centre organisateur majeur des microtubules. Celui-ci est constitué de deux centrioles, composés
chacun de neuf triplets de microtubules disposés de maniére orthogonale et englobés par du

matériel péricentriolaire amorphe (Figure 3).

complexe annulaire
de y-tubuline ;
g y-tubuline

2
¢ — Protéines accessoires

f-tubuline

«-tubuline

Centrioles
Matériel péri-centriolaire

Figure 3: Représentation schématique du centrosome. (a) Les centrioles
constitués de neuf triplets de microtubules sont entourés de matériel
péricentriolaire contenant les structures annulaires de gamma-tubuline ou
gamma-TuRC. Ces complexes sont le socle de la nucléation des microtubules.
Adapté du livre « La cellule et les tissu » de Gerard Tachdjian publié chez Elsevier
Masson.

Ce matériel péricentriolaire présente un grand nombre de structures appelées gamma-TuRC
pour gamma-Tubulin Ring Complex. Ce sont des structures en spirale conique formant des anneaux
de gamma-tubuline de 25nm de diameétre qui agissent comme échafaudage lors du processus de
nucléation des dimeres de tubulines. Retrouvés également a I'extérieur des centrosomes, ces
complexes gamma-TuRC constituent les éléments fonctionnels majoritaires de la nucléation des
microtubules des cellules mammiferes. Ce complexe couvre et stabilise les bouts « moins » des
microtubules alors que I'extrémité « plus » dynamique polymérise et dépolymérise, explorant le
cytoplasme. Deux modeles décrivent aujourd’hui la fonction nucléatrice des gamma-TuRC. Le modeéle

favori est celui du « template » dans lequel I'anneau imitant la structure d’un microtubule agirait

comme une amorce de polymérisation (Figure 3a). Un deuxiéme modele plus controversé propose
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gu’émane du gamma-TuRC un protofilament de gamma-tubuline sur lequel les dimeres viendraient

s’associer de maniere latérale (Figure 4b, Job et al. 2003).

a) "Template" b) Protofilament de y-tubuline

il
§ e

¥-TuRC TTURS

@ btibuline @ 1~ tubuiine

Figure 4 : Modeéles de nucléation d’un microtubule par le complexe gamma-TuRC. (a) Dans le modele
de « template » la tubuline gamma (vert) s’associe sur le complexe gamma-TuRC (violet/orange) et
forme un pattern sur lequel les dimeres de tubulines viendront s’associer via la tubuline alpha (bleu).
(b) Le second modeéle propose qu’émane de la structure gamma-TuRC un protofilament de tubuline
gamma sur lequel le dimére viendrait s’associer longitudinalement (Job et al. 2003).
In vitro, la nucléation et subséquente polymérisation de tubuline peut se faire spontanément
sans nécessiter de centre organisateur en conditions appropriées c’est a dire lorsque I'on se trouve a

pH proche de 7, autour des 35°C, en présence de GTP, magnésium, ainsi qu’a une concentration

supérieure a la celle critique pour les conditions expérimentales définies.
1.4. Dynamique intrinséque des microtubules

La dynamique du réseau microtubulaire est au cceur de la régulation fonctionnelle de celui-ci et
la régulation spatio-temporelle de la stabilité des microtubules est fondamentale a la physiologie
cellulaire. Deux théories basées sur les propriétés intrinseques des microtubules expliquant les
mouvements des microtubules en cellules coexistent ; le « treadmilling » ou effet de tapis roulant
décrit par Margolis et Wilson en 1978 et I'instabilité dynamique proposée par Mitchison et Kirschner

en 1984 (Desai and Mitchison 1997; Margolis and Wilson 1978; Mitchison and Kirschner 1984)

1.4.1. Le treadmilling

Le « treadmilling » est un phénomene expliqué par la différence de dynamique des extrémités
« moins » et « plus » des microtubules. Il s'observe lorsque une extrémité « moins » est générée par

détachement du MTOC ou apres une coupure. L'extrémité « moins » dépolymérise alors librement
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tandis que de nouveaux dimeéres s’associent au bout « plus ». La longueur du microtubule restant
constante, on observe un « déplacement » des diméres nouvellement ajoutés au sein des

microtubules du bout « plus » vers le bout « moins » faisant I'effet d’un tapis roulant (Figure 5a).
1.4.2. Ll’instabilité dynamique

Une autre propriété intrinseque des microtubules est leur instabilité dynamique. Il s’agit du
phénomeéne découvert en 1984 par Mitchison et Kirschner par lequel un microtubule croit et/ou
rétrécit par l'alternance de phases de polymérisation et dépolymérisation. Le passage de la
polymérisation a la dépolymérisation est appelé « catastrophe », le phénomene inverse est un
« sauvetage ». L’instabilité dynamique se mesure par les quatre parameétres que sont le taux de
polymérisation, celui de dépolymérisation, la fréquence des catastrophes et celle des sauvetages
(Figure 5b).

Deux parameétres influencant cette instabilité dynamique in vitro ont été mis en évidence; la
concentration locale en tubuline et I'hydrolyse du GTP. L’hydrolyse du GTP en GDP et phosphate
inorganique par la sous-unité beta est un évenement stochastique dont la probabilité d’occurrence
augmente avec le vieillissement des microtubules. La conformation du dimére est modifiée selon que
la tubuline beta fixe un GTP ou un GDP. En effet, lorsque celle-ci fixe un GTP, la configuration droite
du dimere favorise la polymérisation. A I'inverse, le relargage du phosphate impose une tension de
courbure au dimere. Ainsi, lorsque I'hydrolyse du GTP est plus lente que I'ajout de dimére a
I'extrémité « plus », la partie polymérisée présente une « coiffe » de tubuline-GTP qui maintient
I’état de polymérisation. A l'inverse, lorsque I'hydrolyse du GTP est plus rapide que I'addition de
dimeéres, la perte de la coiffe GTP entraine la courbure des dimeres et la déstabilisation de leurs
interactions latérales au bout « plus » résultant en la dépolymérisation « en peau de banane » du
microtubule. L’hydrolyse du GTP est un facteur majeur de ce phénomeéne puisque lorsque I'on
remplace du GTP par un homologue non-hydrolysable, le GMPCPP, les microtubules ne subissent
plus de catastrophes et I'instabilité est abolie (Hyman et al. 1992).

Physiologiquement, le phénomeéne d’instabilité dynamique ou cycle de polymérisation-
dépolymérisation est impliqué dans le mécanisme de « recherche et capture ». Il s’agit de
I’exploration du cytoplasme par les microtubules a la recherche de partenaires fonctionnels
permettant leur persistance. C’'est le cas par exemple des microtubules mitotiques qui polymérisent
et dépolymérisent jusqu’a entrer en contact avec les kinétochores, structures permettant aux
microtubules de tracter les chromosomes lors de la mitose (voir paragraphe 2.2). De maniere plus
générale, cette instabilité dynamique donne une réelle plasticité a I'organisation des microtubules
cellulaires, le réseau microtubulaire, en autorisant son réarrangement rapide et efficace lors de

changement d’état de la cellule.
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a)

Figure 5: Dynamique intrinseque des microtubules. (a) Schématisation de I'effet de « tapis
roulant » observé in vitro lors de la polymérisation du bout « plus » et la dépolymérisation du bout
« moins ». (b) Instabilité dynamique des microtubules. (Adapté de Steinmetz and Akhmanova 2008)

2. Organisations structurales des microtubules et fonctions cellulaires associées
2.1. Le réseau interphasique

Dans les cellules interphasiques, les microtubules sont organisés en réseau. La majorité des
cellules de Mammiferes présentent des microtubules centrosomaux - émanant des complexes
gamma-TuRC localisés au centrosome - qui forment un réseau radial rayonnant sur I’'ensemble de la
cellule, et exposant leurs extrémités « plus » vers la périphérie. Cependant, certains types de cellules
polarisées comme les cellules épithéliales, les neurones et les cellules musculaires possédent des
microtubules dits non-centrosomaux (pour revue voir Dammermann et al. 2003). Ces microtubules
qui n"émanent pas du centrosome arborent une organisation propre a chaque type cellulaire. Les
cellules épithéliales par exemple montrent une organisation apico-basale avec I'extrémité « moins »
des microtubules orientés vers le pole apical (Figure 6). Bien que de certains travaux révelent
I'implication des gamma-TuRC, les mécanismes de nucléations et d’ancrages des microtubules non-
centrosomaux restent encore mal connus. Ces microtubules non-centrosomaux auraient un réle dans
le transport polarisé et seraient particulierement impliqués dans la polarisation cellulaire (pour revue

voir Nishita et al. 2017).
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Figure 6: Représentation
Apical schématique de I’organisation
microtubulaire interphasique de
cellules fibroblastiques et épithéliales.
En vert sont représentés les
microtubules, en rouge le centrosome
et en bleu le noyau. Contrairement aux
cellules fibroblastiques (a gauche) qui
. ne sont pas polarisées, les cellules
épithéliales (a droite) possedent des
microtubules  non  centrosomaux.
Basal (Adapté de Tang and Marshall, 2012)

L’'ensemble des microtubules interphasiques participent a diverses fonctions vitales de la cellule.
lls jouent tout d’abord un role structural en participant a la définition de la forme cellulaire et a
I’organisation intracellulaire en positionnant le noyau, les mitochondries, I'appareil de golgi, le
réticulum endoplasmique, les endosomes et les lysosomes. Le réseau interphasique permet
également le transport intracellulaire de cargaisons et vésicules via les moteurs moléculaires. Enfin,
comme évoqué précédemment, les microtubules peuvent former une sous-structure appelée
«bundles » ou faisceaux. Il s’agit d’un assemblage parallele de microtubules organisés par les
Microtubules Associated Proteins (MAPs, voir paragraphe 3) générant une stabilité et une rigidité
accrues qui favorisent alors le transport intracellulaire. Cette organisation en « bundle » est
notamment retrouvée dans les neurites des neurones ou encore dans le corps intermédiaire de

cellule en division.
2.2. Le fuseau mitotique

Lorsque la cellule entre en mitose, le réseau interphasique dépolymérise. Les centrosomes se
dupliquent et se séparent pour former deux plles ou « aster ». A partir de ces centrosomes
polymérise le fuseau mitotique. Celui-ci est constitué de trois types de microtubules. Premierement,
les microtubules dits kinétochoriens qui s’associent solidement aux kinétochores des chromosomes
et permettent la séparation et ségrégation des chromatides sceurs. Ensuite, les microtubules polaires
qui se chevauchent au centre du fuseau et via les moteurs moléculaires maintiennent séparés les
deux poles et régulent I’élongation du fuseau lors de I'anaphase. Enfin les microtubules dits astraux
qui dirigés vers la membrane orientent et positionnent le fuseau lors de la mitose (Figure 7a). En plus
d’assurer la bonne séparation du matériel génétique, le fuseau mitotique, par son positionnement
régule également I'orientation de la division dans le tissu. Cette orientation contréle I'asymétrie de la
division qui impacte le devenir des cellules filles. Enfin, lors de la cytokinese les microtubules

participent a la formation du « corps intermédiaire », une structure transiente et contractile
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nécessaire a I'abscission des cellules filles.
2.3. L’axonéme

Les cils et flagelles sont des organelles composées d’'un axonéme. Cette structure microtubulaire
particuliére polymérise a partir d’un corpuscule basal (Figure 7b). Elle est constituée de 9 doublets de
microtubules A et B, A étant un microtubule complet de 13 protofilaments et B incomplet, n’en
comptant que 10 a 11. Ces doublets sont associés entre eux par des bras de dynéines qui sont des
moteurs moléculaires (voir paragraphe 3.5.2). L'activité de ces dynéines génére un « glissement » des
microtubules engendrant alors le mouvement de I'organite. Le flagelle est purement moteur et
permet aux protozoaires et spermatozoides par exemple de se déplacer dans un liquide grace au
mouvement ondulatoire de I'axonéme. Les cils eux, se distinguent en deux catégories, les cils
primaires et les cils motiles. Les cils primaires sont des organelles senseurs présents a la surface des
cellules interphasiques. lls recoivent des stimuli mécaniques ou chimiques et les transmettent au
noyau. Les cils motiles, généralement nombreux a la surface cellulaire tels que sur les cellules
épendymaires ou les cellules ciliées des voies respiratoires, battent en rythme permettant la

circulation efficace de liquide, ici céphalorachidien ou muqueux.

a) b) Paire centrale

Microtubules
astériens

Centrioles

Microtubules Bras de dynéine

kinétochoriens

Microtubules Lien de nexine

polaires
Pont radiaire

Tubule B
Tubule A

Corps basal

Figure 7 : Représentation schématique de I’organisation microtubulaire du fuseau mitotique (a)
et d’un flagelle (b). (a) lllustration de Georges Dolisi et (b) adaptation d’illustration de Wikipédia.

Les microtubules soutiennent un large nombre de fonctions qui nécessitent des structures ainsi
que des dynamiques variant au sein méme d’une cellule. Ces structures sont en grande parties

modulées par leurs partenaires protéiques.
3. Les partenaires protéiques des microtubules

Des protéines étaient initialement définies comme Microtubules Associated Protein ou MAP,

par leur capacité a co-purifier avec la tubuline (Olmsted et al. 1984). Aujourd’hui, le terme de MAP
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s’applique a toute protéine interagissant spécifiquement avec la tubuline ou les microtubules. On les
distingue en cinq grandes familles: les MAPs dites structurales ou stabilisatrices, les protéines
déstabilisatrices, les « + » End Tracking Protein ou + TIPs, les « - » End Tracking Proteins ou - TIPs et

enfin les moteurs moléculaires (Figure 8).

MAP
déstabilisatrices

Déstabilisent les MTs

Stathmine
“+” TIPs

Séquestre la tubuline libre
Régulent la dynamique du
bout “+” et lient les MTs a
Kinésine-13 d’autres structures
Augmentent les

catastrophes au bout “+”

Moteurs
Enzyme de coupure moléculaires
Fragmentent les MTs
Kinésines

Transport antérograde

Dynéines
Transport rétrograde

MAP
stabilisatrices

Stabilisent les MTs
Forment des bundles

“ TIPs

Inhibent la dynamique
du bout “-”

Figure 8: Vue d’ensemble des grandes familles de MAPs : les MAPs déstabilisatrices, les MAPs
stabilisatrices, les « + » TIPS, les « - » TIPS et les moteurs moléculaires. (A partir d’éléments de Janke

etal., 2012)
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3.1. Les MAPs structurales

Les MAPs stabilisatrices ou structurales sont des protéines capables de s’associer le long de la
paroi des microtubules. Elles affectent directement la stabilité en modifiant au moins I'un des quatre
parametres de leur dynamique. Certaines MAPs sont également capables de co-organiser des
microtubules parallelement en « bundles ». Les MAPs structurales présentent de maniére générale
des domaines d’interactions aux microtubules redondants et leur association avec la paroi est
généralement régulée par leur état de phosphorylation. Parmi les MAPs dites « classiques », les
membres des familles de Tau/MAP2 et de MAP1 sont les plus étudiés. Nous pouvons retrouver
également la famille des MAP6 qui possede la particularité de protéger les microtubules de la
dépolymérisation a froid (pour revue voir Amos and Schlieper 2005). Il faut noter que s’il est
traditionnellement accepté que les MAPs structurales aient pour réle de stabiliser les microtubules,
des preuves s’accumulent suggérant que ces protéines pourraient également soutenir d’autres
fonctions. Tel est le cas de TPX2 ou Doublecortin qui générent la nucléation de nouveaux
microtubules (Brunet et al. 2004; Gruss et al. 2002; Moores et al. 2004), ou de Tau capable de co-
organiser les réseaux d’actine et microtubules par exemple (Elie et al. 2015). Elles peuvent également
intégrer des cascades de signalisation indépendamment de leurs fonctions microtubulaires telle que

MAP6 qui intervient dans la signalisation de la sémaphorine3E (Deloulme et al. 2015).
3.2. Les +TIPs

Les protéines +TIPs sont une catégorie de MAPs constituée de sous-familles fonctionnellement
et structuralement différentes qui se rassemblent par leur capacité a s’accumuler de maniere
spécifique au bout « plus » des microtubules. De maniere générale les + TIPs ciblent les microtubules
en polymérisation et forment ce que I'on appelle des cometes. Ces protéines se répartissent en une
vingtaine de familles dont les principales sont les End-Binding proteins ou EBs, les protéines a
domaine CAP-Gly (Cytoskeleton-Associated Protein Glycine-Rich), les protéines a séquence SxIP, et
les protéines a domaine TOG et TOG-like (désignées par homologie a la protéine ch-TOG). De
maniere générale les +TIPs assurent deux grandes fonctions; elles régulent positivement ou
négativement la dynamique des microtubules et permettent les interactions avec d’autres structures
telles que le cortex cellulaire, le réseau d’actine ou encore les kinétochores (pour revue voir

Akhmanova and Steinmetz, 2010).
3.3. Les -TIPs

Nous I'avons vu, les deux extrémités d’un microtubule sont structuralement différentes et ne
présentent pas le méme taux de polymérisation/dépolymérisation. Il est généralement accepté que

dans une cellule I'extrémité « moins » du microtubule ne polymérise jamais et lorsque les
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microtubules sont relachés des centres organisateurs elles restent stables ou dépolymérisent. Cette
faible dynamique peut-étre expliquée par la présence des —TIPs, dont seule une petite famille
composée des protéines CAMSAPs est aujourd’hui connue. En s’associant a la paroi des microtubules
les CAMSAPs inhibent spécifiquement la polymérisation et les catastrophes et figent donc les bouts
« moins » qui serviront de racine stable pour la pousse ou I'élongation de microtubules non-

centrosomaux (Hendershott and Vale 2014, pour revue voir Akhmanova and Hoogenraad 2015).
3.4. Les protéines déstabilisatrices

A l'inverse des MAPs favorisant une dynamique de croissance, les protéines déstabilisatrices ont
pour mission de diminuer la longueur d’un microtubule ou la vitesse d’élongation, d’augmenter la
fréquence des catastrophes ou de réduire celle des sauvetages. Selon leur mode d’action, les

protéines déstabilisatrices se distinguent en trois grandes familles bien différentes.
3.4.1. Les moteurs dépolymérisants

Tout d’abord, la famille des kinésines-13 dont font partie MCAK pour Mitotic Centromere-
Associated Kinesin et KIF2A présente la capacité de déstabiliser les bouts « plus » des microtubules.
Ces kinésines possédent une fonction ATPase nécessaire a leur activité de dépolymérases mais sont
cependant incapables de naviguer de maniere autonome le long du microtubule. Elles se déplacent
uniquement par diffusion. Lorsque les domaines catalytiques fixent de I’ATP, les kinésines s’associent
aux microtubules, I'hydrolyse de cet ATP géneére alors un changement de conformation entrainant
une courbure du microtubule qui favorise fortement la dépolymérisation du microtubule en « peau

de banane » (pour revue voir Howard and Hyman 2007)
3.4.2. Les « severing proteins »

Les protéines de la famille des « severing proteins » ou protéines de coupure dans laquelle nous
retrouvons la spastine, la katanine et la fidgetine, agissent d’une toute autre maniére pour réduire la
longueur du microtubule. Ces enzymes font partie de la famille des protéines AAA (adenosine
triphosphatase associated with various cellular activities). En s’associant a la paroi du microtubule,
elles génerent un clivage de celui-ci en deux microtubules plus courts. En exer¢cant une force
mécanique tirant sur la queue C-terminale, les enzymes déstabilisent les interactions tubuline-
tubuline locales ce qui entraine la cassure du microtubule (Roll-Mecak and Vale, 2008). Ce processus
essentiel intervient notamment dans la génération de microtubules non-centrosomaux et lors de la

cytokinése (Yang et al. 2008, pour revue voir Roll-Mecak and McNally 2010; Sharp and Ross 2012).
3.4.3. Les séquestratrices

Enfin, comme nous I'avons évoqué plus tot, la concentration locale en tubuline est un élément

26



de régulation de leur dynamique. Ainsi, en réduisant la concentration en tubuline libre, la famille des
stathmines dites protéines de séquestration régule négativement le taux de polymérisation et
favorise les catastrophes (Howell, Larsson, Gullberg, and Cassimeris, 1999). L'interaction des
stathmines avec la tubuline libre est directement dépendante de leur taux de phosphorylation (pour

revue voire Cassimeris 2002).
3.5. Les moteurs moléculaires

La majorité du transport intracellulaire actif est médiée par trois groupes de moteurs
moléculaires. Les kinésines et les dynéines qui naviguent respectivement en direction des extrémités
« plus » ou « moins » des microtubules, et les myosines non-conventionnelles qui se déplacent le

long des filaments d’actine dont nous ne parlerons pas dans ce manuscrit.
3.5.1. Les kinésines

Les kinésines forment une trés vaste famille de protéines qui sont pour la grande majorité des
moteurs antérogrades et donc transportent les cargaisons vers la périphérie cellulaire. Les kinésines
sont généralement dimériques et constituées de trois domaines : un domaine moteur possédant une
activité ATPase nécessaire a la génération du mouvement, une superhélice centrale ou domaine
coiled-coil impliqué dans la multimérisation ainsi qu’un domaine de liaison aux protéines
adaptatrices nécessaires au recrutement de cargaisons. Tous les membres de la famille des kinésines
possédent un domaine moteur dont la position a l'intérieur de la séquence indique la direction de
son déplacement. Ainsi, lorsque le moteur se situe en N-terminal celui-ci sera antérograde, c’est le
cas de la majorité des kinésines dont les kinésines-1 dites conventionnelles. Lorsque ce domaine est
codé en position C-terminal, les kinésines seront rétrogrades, c’est le cas de certaines kinésines-14B.
Enfin lorsque le moteur est codé au centre de la séquence, cas des kinésines-13, celles-ci ne sont plus
motiles et adoptent des fonctions de déstabilisation des microtubules (voir paragraphe 3.4.1, pour

revue voir Hirokawa et al. 2009; Miki et al. 2005).
3.5.2. Les dynéines

Les dynéines sont des protéines multimériques qui appartiennent a la superfamille des
protéines AAA. Elles sont généralement constituées d’'une chaine lourde portant 'activité ATPase, et
de deux chaines (une légere et une intermédiaire) permettant les interactions protéiques. Les
dynéines se séparent en deux classes, les dynéines axonémales et les dynéines cytoplasmiques. Dans
les axonemes, les bras des dynéines sont responsables du mouvement des flagelles et des cils. En
effet, deux rangées de dynéines sont associées solidement aux tubules A et « courent » de maniéere
coordonnée et le long des tubules B des doublets voisins. Cela génére une torsion des microtubules

et en conséquence l'oscillation du flagelle. Les dynéines cytoplasmiques sont quant a elles
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responsables du trafic intracellulaire rétrograde. On trouve deux formes, la dynéine-1 qui assure le
transport cytoplasmique et la dynéine-2 impliquée dans le transport intra-flagellaire (IFT) (pour revue

voir Cianfrocco et al. 2015; Hou and Witman 2012; Jha and Surrey 2015).
4. Diversifications des microtubules comme élément de régulation

La diversité des roles et des structures des microtubules pose la question de leur spécialisation
individuelle au sein des cellules. Nous pouvons distinguer deux niveaux de diversification qui
interviennent dans leur régulation fonctionnelle : au niveau génomique avec I'existence de plusieurs
isoformes de tubulines alpha et beta et au niveau protéique avec les modifications post-

traductionnelles des diverses tubulines.
4.1. La diversification par les génes

Au cours de I'évolution, la famille des genes des tubulines s’est amplifiée. On trouve chez la
levure Saccharomyces Cerevisiae, seulement deux genes de I'alpha et un géne de beta-tubuline, alors
gue ce nombre dépasse généralement six chez les vertébrés. La complexification de cette famille de
génes multicopies coémerge avec la sophistication des structures microtubulaires. L’hypothese selon
laquelle un isotype possede une ou des fonctions distinctes participant a la spécialisation
microtubulaire est proposée en 1976 par Fulton et Simpson sous le nom d’ « hypothése multi-
tubuline ». Cette idée est soutenue par lI'observation de profils d’expressions spatiotemporels
différents des isoformes (pour revue voir Luduefia 2013).

Au niveau moléculaire, I'existence de ces isoformes trouve deux explications. Premiérement,
I’étude d’isoformes de beta montre que celles-ci peuvent posséder des caractéristiques conférant
des propriétés dynamiques différentes aux microtubules (Panda et al. 1994). D'autre part, les
isoformes peuvent montrer de maniere intrinséque par leur séquence primaire, ou extrinseque par
leur susceptibilité aux modifications post-traductionnelles, des affinités différentes avec les
partenaires des microtubules (Larcher et al. 1996; Redeker et al. 1998; Redeker 2010; Silva et al.
2017; Sirajuddin et al. 2014). Néanmoins, les informations accumulées ne permettent pas encore
d’établir un schéma clair des caractéristiques et fonctions spécifiques a chaque isoforme et de
nombreuses questions sur I'expression de ces génes, la spécificité d’association des tubulines alpha
et beta en dimére, ou encore la coexistence de ces formes au sein d’'un microtubule restent

aujourd’hui en suspend.
4.2. Les modifications post-traductionnelles

Le second degré de diversification des microtubules passe par leurs modifications post-
traductionnelles ou MPTs. Il s’agit de modifications rapides et réversibles ayant pour objet la

modification des propriétés d’une protéine par I'ajout ou la suppression d’un groupement chimique

28



ou acide aminé sur un résidu défini d’une protéine cible. Il peut également s’agir de protéolyse
irréversible. La tubuline est sujette a de nombreuses MPTs dont la nature est trés variable. En cellule,
la majorité de ces modifications est observé sur le polymere et préférentiellement sur des
microtubules dits stables. Ces modifications et polymodifications créaient une importante diversité
microtubulaire. Une grande partie de ces modifications a lieu sur la queue C-terminale des tubulines
qui est donc exposée a la surface des microtubules. L’ajout ou la suppression d’acides aminés va alors
impacter les interactions avec les partenaires protéiques des microtubules.

Les modifications post-traductionnelles de la tubuline comprennent le cycle de
détyrosination/tyrosination et la génération de tubuline delta-2 et delta-3, la polyglutamylation, la
polyglycylation, la phosphorylation, la polyamination ainsi que I'acétylation (Figure 9). Les enzymes
responsables de ces modifications ainsi que les principales implications moléculaires et
physiologiques connues sont résumées sous forme de tableau (Tableau 1, pour revue voir Gadadhar
et al. 2017; Hammond et al. 2010; Yu et al. 2015).

L’objet principal de ce manuscrit qu’est le cycle de détyrosination/tyrosination sera détaillé en
profondeur dans le chapitre suivant, et nous aborderons les modifications consécutives ; la tubuline

delta-2 et delta-3 dans le chapitre Ill.

Figure 9: Vue d’ensemble des
modifications post-traductionnelles
des tubulines alpha et beta les plus
étudiées. La tyrosination (GEEY,
rouge), la détyrosination (-GEE,
vert), la déglutamylation du C-
terminus de l'alpha tubuline
générant les tubulines delta-2 (-GE,
rose) et delta-:3 (-G, gris),
I'acétylation (Ac), la polyamination
(Am), la polyglutamylation (E, bleu),
et la polyglycylation (G, vert) sont
représentées sur les tubulines alpha
(gauche) et beta (droite). (Adapté
de Namba et al. 2015)

Tableau 1 : Récapitulatif des modifications post-traductionnelles des tubulines alpha et beta, des
enzymes responsables et de leurs implications physiologiques connues.
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Chapitre Il : Le cycle de détyrosination/tyrosination
1. Introduction générale

Historique de la découverte du cycle

La tyrosination a été décrite pour la premiére fois en 1973 par I'’équipe argentine de Caputto. lls
observerent I'incorporation d’une tyrosine radiomarquée sur une séquence peptidique indépendante
de l'activité des ribosomes. Cette tyrosination prédominante dans le cerveau (Barra et al. 1973) est
alors décrite comme réversible. La méme année cette équipe identifie un unique substrat
tyrosiné qui peut également étre phénylalaniné mais dont les deux réactions sont exclusives et
s’'inhibent réciproquement (Barra et al. 1973a). La tubuline alpha est finalement identifiée comme le
substrat de ces réactions en 1975 (Barra 1974; Arce et al. 1975a; Arce et al. 1975b). De plus, alors
gu’il avait été proposé dans un premier temps que les réactions d’ajout et de clivage de la tyrosine
soient réalisées par une méme protéine (Hallak et al.1977), les enzymes effectuant ces réactions
furent finalement séparées par I'utilisation de protocoles de purifications distincts (Argaraia et al.,
1978). Ces travaux permettront la description du premier élément de régulation de ces enzymes:
I’état de polymérisation de la tubuline.

Vue d’ensemble du cycle

Le cycle de détyrosination/tyrosination s’effectue sur I'extrémité C-terminale de I'alpha
tubuline. La majorité des geénes de l'alpha-tubuline code pour une tyrosine C-terminale (voir Figure
3b). Cette tyrosine peut étre clivée par une enzyme appelée Tubuline CarboxyPeptidase ou TCP,
enzyme dont la découverte et la caractérisation ont été |'objectif de mes travaux. Ce clivage génere
de la tubuline dite détyrosinée (précédemment appelée Glu-tubuline) exposant alors un glutamate C-
terminal sur lequel la TTL ou Tubuline Tyrosine Ligase ou TTL pourra de nouveau ajouter une tyrosine
(Figure 10).

On admet aujourd’hui que dans les cellules, les microtubules sont les substrats préférentiels de
la TCP et que la TTL agit uniquement sur le dimere de tubuline nouvellement dépolymérisé. Cette
régulation différentielle des enzymes résulte en une absence totale de tubuline détyrosinée libre. La
tubuline détyrosinée se trouve alors uniquement sur des microtubules persistants et en

conséquence, en est un marqueur de stabilité.
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Figure 10: Cycle de détyrosination/tyrosination. Le dimére de tubuline dont I'alpha est
néosynthétisée avec une tyrosine C-terminale, est polymérisé en microtubule. Lorsque celui-ci
persiste suffisamment longtemps, la Tubuline CarboxyPeptidase (TCP) clivera cette tyrosine
générant la tubuline détyrosinée. La dépolymérisation libere le dimere qui sera le substrat de la
Tubuline Tyrosine Ligase qui ajoutera a nouveau une tyrosine en position C-terminale. (Construite a
partir d’élément de Janke et al., 2012)

2. Les enzymes impliquées
2.1. LaTTL
2.1.1. Historique de la découverte

Rabin et Flavin seront les premiers a publier une purification partielle de la TTL a partir de
cerveau en 1977 suivis de Murofushi en 1980 qui décrira une préparation proche de ’lhomogénéité
(Raybin and Flavin 1977.; Murofushi 1980). Aprés amélioration de cette purification, des anticorps
monoclonaux furent générés contre la TTL permettant I'établissement d’une purification d’affinité
plus efficace (Schroder, Wehland, and Weber, 1985). L'étude des caractéristiques de cette protéine a
alors démontré que la TTL avait comme substrat sélectif la tubuline sous sa forme dimérique (Raybin
and Flavin 1977). L'enzyme sera définitivement identifiée et clonée apres séquencage peptidique de
la TTL de cochon (Ersfeld et al. 1993 pour revue voir Erck et al. 2000). La souris invalidée pour le gene
de la TTL sera rapidement générée et soulignera I'importance de cette protéine et du cycle de
détyrosination/tyrosination in vivo puisque les animaux meurent peu apres leur naissance (Erck et al.
2005, voir paragraphe 3). Finalement, I'enzyme sera cristallisée en 2011 ainsi qu’en 2013 éclairant
alors les mécanismes de sélectivité pour le dimére et de spécificité pour I'alpha-tubulin détyrosinée

(Prota et al. 2013; Szyk et al. 2011).
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2.1.2. Mécanismes, spécificité et caractéristiques biochimiques

Si la TTL a pour substrat préférentiel la tyrosine, la phénylalanine ainsi que la DOPA peuvent
également étre ajoutées in vitro au C-terminus de I'alpha-tubuline (Barra et al. 1973b; Rodriguez et
al. 1975). Cependant, la TTL ayant une trés faible affinité pour les autres acides aminés, il est
raisonnable de penser que la tubuline cellulaire sera principalement tyrosinée, trés peu
phénylalaninée et qu’elle ne présentera quasi jamais de DOPA en position C-terminale. En conditions
physiologiques la quantité de tubuline phénylalaninée ne dépasserait d’ailleurs pas les 4% de
tubuline totale du cerveau de rat nouveau né (Rodriguez and Borisy 1979). Une seule étude récente
montre que dans les neurones, la phénylalanine peut effectivement étre intégrée sur la tubuline et
gu’une augmentation de sa concentration dans le milieu de culture induit une phénylalanination
anormale de la tubuline et résulte en une perturbation de la physiologie cellulaire (Ditamo et al.
2016).

La TTL est une ATPase qui possede un domaine N-terminal, un domaine central et un domaine
C-terminal avec le site actif situé entre ces deux derniers domaines (Szyk et al. 2011). La spécificité de
la TTL pour l'alpha tubuline sous forme dimérique s’explique de deux maniéres. Premierement, elle
s’associe de facon contigué a la jointure des deux sous-unités reconnaissant alors la courbure du
dimeére libre (Figure 11). Elle interagit principalement avec l'alpha tubuline positionnant alors
idéalement le site actif pour recevoir la queue C-terminale de cette sous-unité. De plus,
contrairement a la beta tubuline, seule la queue C-terminale de I'alpha posséde deux glutamates
nécessaires a la fixation et au maintien de la séquence peptidique dans le site actif (Prota et al. 2013,
Figure 11b). Ce modeéle explique également l'insensibilité de la TTL a la polyglutamylation de la
tubuline, qui tyrosine indifféremment la tubuline polyglutamylée ou non (Eddé et al. 1992).
Aujourd’hui, aucun autre substrat physiologique de la TTL n’a été identifié, définissant le cycle de

détyrosination/tyrosination comme exclusif a la tubuline alpha.
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Figure 11 : La TTL tyrosine spécifiquement I’alpha tubuline détyrosinée dimérique indifféremment
de son état de polyglutamylation. (a) Représentation de la TTL (bleu) associée a un dimere courbé
(gauche) ou droit (droite). La TTL s’associe majoritairement avec |'alpha-tubuline (bas) permettant le
positionnement de la queue C-terminale de cette derniére proche du site actif de I'enzyme. La fleche
noire indique la séquence de la TTL (B3—B4 loop, en rouge) responsable de I'incompatibilité avec la
tubuline polymérisée. (b) Schématisation de la séquence C-terminale des tubulines tyrosinée,
détyrosinée et delta-2. La TTL nécessite les deux acides glutamiques C-terminaux permettant
I’ancrage de la séquence dans le site actif. Le taux de polyglutamylation n’a pas d’effet sur I'activité de
la TTL. (Adapté de Prota et al. 2013).

2.2. LaTCP
2.2.1. Historique de la découverte

En 1978, Argarafia et ses collaborateurs séparent les activités de ligase et de carboxypeptidase
de cerveau de rat en améliorant les protocoles de purification ( Argarafa et al. 1978). Débute alors
I’étude des caractéristiques biochimiques et des spécificités de la TCP. En 1980, ils proposent un
nouveau protocole de purification a partir de cerveau de poulet et distinguent la TCP de la
CarboxyPeptidase A, peptidase pancréatique également capable de cliver des tyrosines C-terminales,
en démontrant leurs différences de sensibilité a de nombreux composés. De nouvelles tentatives de
purifications furent proposées par la suite mais aucune n’aboutira a l'identification de I'enzyme
(Kumar and Flavin 1981; Martensen 1982). Cependant, accompagnant ces recherches infructueuses,
de nombreux travaux décrivant des caractéristiques de la TCP se sont accumulés permettant

d’appréhender la complexité de la recherche de cette enzyme.

2.2.2. Mécanismes, spécificité et caractéristiques biochimiques

2.2.2.1. Caractéristiques biochimiques

Dans un extrait enrichi en activité passé a travers une colonne de gel filtration, 'activité TCP
semble posséder un poids moléculaire de I'ordre de 90 kDa (Argarana et al. 1980). Quelques années

plus tard la méme équipe refit I'expérience en présence d’une forte concentration de sel (chlorure de
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sodium) ayant pour conséquence la dissociation des interactions protéiques faibles. Ils décrivirent
alors une protéine d’'une masse d’environ 45-56 kDa, capable de s’associer avec une autre protéine
pour former un complexe de 75 kDa possédant également |'activité (Weizetfel et al. 1997). Cette
enzyme possederait un pH isoélectrique aux alentours de 9.

L'activité enzymatique de la TCP est également sensible au pH qu’elle préféere aux alentours de
6,8, ainsi qu’au sel de sodium, les faibles concentrations favorisant son activité. Notons que la force
ionique est un élément connu de modulation de I'association des MAPs avec les microtubules : au

plus celle-ci est forte, au plus les MAPs se détachent du polymeére (Vallee, 1982).

2.2.2.2. Action sur le polymére, une caractéristique intrinséque ?

L'ensemble des données accumulées depuis 1977 concordent a proposer un mécanisme
d’action préférentiel de la TCP sur le polymeére. La toute premiére corrélation entre activité de
détyrosination et polymérisation de la tubuline a été évoquée en 1977 (Hallak et al. 1977). L’ajout de
sel, de calcium ou de colchicine, favorisant I'état dépolymérisé de la tubuline, stoppait I'activité de
relargage de la tyrosine (Hallak et al. 1977; Arce et al. 1978; Arce and Barra 1985). Thompson et
collaborateurs montrerent que la quantité de tyrosine présente dans les microtubules des cellules
était plus faible que dans la fraction de tubuline soluble, et que la présence de microtubules était
nécessaire pour le clivage rapide de la tyrosine (Thompson et al. 1979). Plus tard, une fraction
enrichie en TCP ajoutée a un mélange de tubuline libre ou polymérisée réveleront une détyrosination
deux a dix fois plus importante sur le polymére que sur le dimere (Kumar and Flavin 1981; Arce and
Barra 1983). L’association de la TCP avec les microtubules a également été démontrée par des
successions de polymérisation et dépolymérisation de la tubuline, lors desquelles I'activité TCP
cosédimente majoritairement avec les microtubules (Arce and Barra 1983; Webster et al. 1992).
Enfin, lorsque la membrane cellulaire est perforée laissant s’échapper la fraction cytoplasmique, une
apparition de microtubules detyrosinés est observée démontrant |’association de I'enzyme aux
microtubules dans des cellules vivantes.

La détyrosination apparait alors préférentiellement sur la tubuline polymérisée. Cependant, la
sélectivité intrinseque de la TCP pour les microtubules reste hypothétique en I'absence de
préparation purifiée (et cristallisée). Il pourrait en effet s’agir d’'un élément de régulation ne

dépendant pas directement de I'activité catalytique, telle qu’une protéine régulatrice par exemple.

2.2.2.3. Classe d’enzyme

Une question capitale dans I'étude de la TCP concerne le mécanisme de son site actif ou
autrement dit, sa famille enzymatique. Il existe six grandes familles de peptidases principalement

définies par I'’élément initiateur de I'attaque nucléophile générant la coupure. Nous distinguons les
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protéases a sérine, a cystéine (ou a thiol), a acides aspartique ou glutamique, a thréonine et les
métalloprotéases. Dans le cas des métalloprotéases, ce n’est donc pas un acide aminé (sérine,
cystéine, thréonine, aspartate ou glutamate) qui initie I’attaque mais un cation métallique divalent
qui activera une molécule d’eau qui elle-méme attaquera le substrat. Il s’agit généralement d’un ion
de zinc mais cela peut étre également du cobalt, du manganése ou du cuivre.

La TCP est aujourd’hui classée dans la famille des métallocarboxypeptidases (nomenclature
IUPAC EC3.4.17.17). Cependant, I'activité de détyrosination est augmentée en présence d’EDTA, un
chélateur de cations divalents (Argarafia et al. 1978; Argarafia et al. 1980) et I'addition de zinc, cobalt
ou cuivre abolit complétement I'activité de 'enzyme (Webster and Oxford 1996). D’autre part, des
éléments soutiennent I'importance d’une cystéine dans I'activité détyrosinase. Le premier élément
se base sur l'inhibition irréversible de I'enzyme par deux composés réagissant avec les thiols : le N-
éthylmaléimide et I'iodoacétamide (Webster and Oxford 1996). De plus, le parthénolide, inhibiteur
de l'activité cellulaire de la TCP, possede une structure appelée alpha-beta lactone connue pour
réagir avec les nucléophiles et plus particulierement avec les groupements sulfhydriles ainsi qu’une
fonction epoxide réagissant irréversiblement avec les cystéines nucléophiles. Lorsque I'un ou l'autre
de ces groupements est absent I'inhibition en cellule est perdue (Fonrose et al. 2007). Si 'ensemble
des informations obtenues aujourd’hui est insuffisante pour affirmer qu’il s’agit d’une cystéine

peptidase, il est cependant manifeste que la TCP n’est pas une métalloprotéase.

2.2.2.4. Modulateurs de la détyrosination : pierre d’achoppement de la purification de

la TCP ?

De maniere générale lors de I'établissement d’'un protocole de purification, les différentes
étapes sont validées par le taux de purification et dans le cas d’'une enzyme celui-ci est généralement
estimé par mesure de I'activité de celle-ci (celui de la TCP est le taux de détyrosination). La difficulté
de la purification de la TCP est principalement liée aux éléments copurifiés lors des étapes
d’enrichissement qui influencent les mesures d’activité et faussent I'estimation de la quantité
d’enzyme lors du test. Le taux de détyrosination observé n’est alors pas un bon révélateur de la
guantité absolue de TCP présente dans l'extrait ce qui rend |'établissement des étapes de
purifications biochimiques de la TCP particulierement difficile. De trés nombreux modulateurs de
I'activité de la TCP ont été décrits. Pour la plupart, il s’agit de modulateurs non spécifiques
découverts lors d’étapes de purifications. Ces modulateurs agissent de maniere indirecte en agissant
sur I'état de polymérisation des microtubules ou directement en interagissant avec les microtubules
et faussent ainsi I'appréciation de la quantité d’enzyme dans la fraction testée. Il s’agit alors :

- d’éléments modifiant I’état de polymérisation des microtubules. Tout d’abord, la préférence

de la TCP pour les microtubules résulte en une activité augmentée en conditions favorisant la
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polymérisation de la tubuline. C'est le cas lors de I'ajout de GTP (Hallak et al. 1977) ainsi qu’en
présence des polyamines spermine, spermidine et putescine dont on connait aujourd’hui la propriété
de stimulation de polymérisation (Barra and Argarafia 1982). Au contraire, les conditions favorisant la
dépolymérisation comme une forte force ionique ou la présence de colchicine, inhibe Ia
détyrosination. Les premiers tests de détyrosination étaient réalisés sur de la tubuline libre. On
comprend alors que lors de la purification de la TCP, la co-purification aspécifique d’éléments
modulant la polymérisation aura un impact critique sur 'activité TCP lors des tests in vitro.

- d’éléments interagissant de maniere aspécifique avec les microtubules ou la TCP. Les
polyanions, les ARNSs, et les protéoglycanes, trés négativement chargés ont été identifiés comme des
éléments diminuant fortement et de maniére non-spécifique I'activité de la TCP in vitro. (Argaraia,
et al. 1981; Modesti et al. 1984). D’un autre coté, les polycations tels que la Myelin Basic Protein
(MBP), la polylysine ou la protamine ont également un impact négatif sur la détyrosination. Ces
polycations s’associeraient de maniere aspécifique a la tubuline chargée négativement a sa surface
ce qui créerait une géne stérique pour l'association de la TCP aux microtubules ou générer
I'agrégation de la tubuline tel que c’est le cas pour la MPB (Modesti et al. 1986).

- d’éléments interagissant spécifiquement avec les microtubules. La fructose-bisphosphate
aldolase, par exemple, a été identifiée comme régulatrice négative de I'activité (N. M. Modesti et al.
1984). Les enzymes de la glycolyse sont connues pour interagir avec les microtubules et de maniére
surprenante, l'interaction de celles-ci avec le polymeére est dépendante de la présence de la queue C-
terminale de I'alpha-tubuline (Vértessy et al. 1997; Volker and Knull 1997). Il est donc probable que
la GAPDH et autres enzymes de la glycolyse en interagissant avec ces queues C-terminales de la

tubuline modifient les résultats des tests de détyrosination in vitro si elles se trouvaient copurifiées.
3. Les impacts du cycle de détyrosination/tyrosination
3.1. Impacts physiologiques

Malgré le fait que I'on connaisse le cycle de détyrosination/tyrosination depuis presque quarante
ans et que l'identité de la Tubuline Tyrosine Ligase e(t été révélée en 1993 (Ersfeld et al., 1993), trés
peu d’informations concernant les impacts physiologiques de ces modifications au niveau de
I'organisme ou du tissu ont été décrits. Les implications connues des dérégulations du cycle
concernent le cancer et la contraction musculaire. Ces impacts physiologiques ainsi que le phénotype

de la souris invalidée pour la TTL sont abordés dans les prochains paragraphes.
3.1.1. Dérégulation en cellules cancéreuses

L'une des premieres observations révélant l'importance physiologique du cycle de

détyrosination/tyrosination a été faite lors de l'isolation de clones de cellules 3T3 ayant, par
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mutation spontanée, perdu la TTL. Greffées dans une souris « nude », animal immunodéficient qui
présente l'avantage de n’engendrer aucun rejet, ces cellules déficientes en TTL génerent des
sarcomes. Lorsque ces cellules stablement retransfectées avec la TTL sont injectées dans ces souris
« nude », on observe de nouveau la perte systématique de cette protéine lors des développements
de sarcomes. La suppression de la TTL et I'accumulation subséquente de tubuline détyrosinée ont été
révélées dans différents types de tumeurs telles que les cancers du sein (Figure 12, Mialhe et al.
2001), dans les neuroblastomes (Kato et al. 2004), ou encore dans le cancer de la prostate (Soucek et
al. 2006). L’accumulation de tubuline détyrosinée serait un marqueur d’agressivité tumorale et le
reflet d’'un mauvais pronostic vital. Ces résultats suggérent ainsi un processus de sélection strict

supprimant I'activité de la TTL lors de la croissance tumorale.
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Figure 12 : L'accumulation de tubuline détyrosinée est associée a un mauvais pronostic dans les
cancers du sein. Immuno-histochimies réalisées sur des tissus de sein marqués pour la tubuline
détyrosinée (marron) ou pour les noyaux (bleu). A, tissu sain puis B, C ,D, tissu respectivement de
Grade |, Il ou lll. Les grades évaluent I'agressivité de la tumeur, le stade Ill étant le plus agressif et de
ce fait ayant le plus mauvais pronostic (Adaptée de Mialhe et al. 2001).

D’autre part, Whipple et collaborateurs montreront que la transition épithélio-
mésenchymateuse, premiére étape rendant les cellules invasives et menant a la formation de
métastases, s’accompagne de 'augmentation de tubuline détyrosinée par la perte d’expression de la
TTL. Les microtubules détyrosinés participeraient, via la coorganisation des filaments intermédiaires,
a I'élaboration de microtentacles. Les microtentacles, décrits la premiére fois en 2008 par Whipple et
collaborateurs (Whipple et al., 2008) sont des protrusions membranaires sont caractéristiques des
cellules métastasiques provenant de tumeurs du sein. lls constituent des sortes de « bras » qui
facilitent le réattachement des cellules tumorales circulantes a un nouveau tissu. Lorsque la quantité
de tubuline détyrosinée est diminuée, la proportion de ces microtentacles est également diminuée
ce qui réduit le ré-attachement des cellules tumorales et donc leur potentiel métastasique (Whipple
et al. 2010; Whipple et al. 2013; Whipple, Cheung, and Martin, 2007). Linhibition de I'activité de
détyrosination est ainsi proposée comme une opportunité thérapeutique permettant de réduire le

potentiel métastasique des cancers du sein.
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3.1.2. Lasouris KO TTL, révélation du réle vital de cette enzyme

Afin d’investiguer I'importance du cycle de détyrosination/tyrosination in vivo, la souris
déficiente en TTL a été générée (Erck et al. 2005). On observe chez ces souris une large majorité de
tubuline alpha sous forme détyrosinée, seule une petite quantité provenant de la néosynthése de la
tubuline se retrouve sous forme tyrosinée uniquement dans les cellules se divisant.

Les conséquences de cette importante diminution de tubuline tyrosinée sont dramatiques
puisque les souriceaux meurent quelques heures aprés leur naissance. lls ne présentent aucune
malformation morphologique externe mais on observe néanmoins une anomalie de connectivité
cérébrale et de I'organisation des couches du cortex. La mort des souris est trés certainement due
aux défauts de formation de la boucle thalamo-corticale. En effet, cette boucle a pour principale
fonction le relais et I'intégration des afférences sensitives et sensorielles du thalamus vers le cortex
et des efférences motrices du cortex vers le thalamus. L’établissement des connections entre les
projections thalamo-corticales et cortico-thalamiques est requis pour générer la différenciation
cytoarchitecturale du cortex et I’'hypoplasie de cette boucle chez I'embryon est généralement |étale
(voir revue Lépez-Bendito and Molnar 2003; Vue et al. 2013). Au niveau cellulaire, les fibroblastes
présentent des défauts architecturaux et de positionnement du fuseau mitotique (Peris et al. 2006).
D’autre part, les neurones déficients en TTL mis en culture exhibent des anomalies
morphogénétiques telles qu’une pousse neuritique erratique et accélérée et une différentiation
axonale prématurée (Erck et al. 2005). Nous détaillerons dans la partie « impacts moléculaires de la
détyrosination » I'ensemble des mécanismes moléculaires pouvant sous-tendre ces phénotypes

cellulaires.
3.1.3. Dans le coeur et la contraction musculaire

Dans les myocytes cardiaques, les microtubules jouent un rble prépondérant dans la
fréquence de contraction et donnent une résistance mécanique interne a la fibre. Les microtubules
des fibres musculaires sont particulierement enrichis en tubuline détyrosinée, les autres
modifications post-traductionnelles étant peu présentes (voir revue Robison and Prosser 2017). La
détyrosination permettrait I'ancrage des microtubules au niveau des disques-Z, qui délimitent les
sarcomeres, par son association avec une protéine des filaments intermédiaires, la desmine. En effet,
I’ablation de tubuline détyrosinée ou celle de la desmine entraine des baisses notables de la rigidité
musculaire et la suppression simultanée des deux protéines n’aggrave pas ce phénotype (Figure 13).
De plus, une augmentation artificielle de la détyrosination par la diminution de I'expression de la TTL
dans des myocytes murins provoque un défaut de leur rétrécissement couplé a une augmentation de
sa rigidité.

D’un autre c6té, Robinson et collaborateurs mettrons en évidence que les patients atteints
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de cardiomyopathie dilatée ou hypertrophique montrent une quantité de tubuline détyrosinée
significativement supérieure aux patients controles. Chez ces patients souffrant de
cardiomyopathies, la quantité de tubuline détyrosinée correle avec le déclin de la fonction systolique
(insuffisance cardiaque). Enfin, chez les souris, la réduction de tubuline détyrosinée des cellules
musculaires dystrophiques par traitement au parthénolide, le seul inhibiteur cellulaire de la
détyrosination connu a ce jour, restore la signalisation mécanique démontrant ainsi encore une fois
I'importance de la régulation de la quantité de tubuline détyrosinée pour une activité contractile

normale. (Kerr et al. 2015; Robison et al. 2016).
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Figure 13 : La détyrosination permet I'ancrage des microtubules dans les disques-Z des fibres
musculaires qui participent leur résistance lors de la contraction. (a) Lorsqu’un cardiomyocyte se
contracte, les microtubules compressés se courbent. (b) Cela est di au fait que les microtubules
(MT, verts) sont ancrés au niveau des Z-disques (gris) par une protéine d’ancrage, la desmine
(fushia). Lorsque la détyrosination est diminuée, I'ancrage des microtubules est ainsi moins
important ce qui entraine une réduction anormale de la longueur du sarcomere lors de la
contraction musculaire (Adapté de Robison et al. 2016).

Depuis la découverte du cycle de détyrosination/tyrosination, I'étude de ces modifications
fut principalement tournée vers le systéme nerveux dans lequel la tubuline détyrosinée est

extrémement enrichie. L'ensemble de ces travaux souligne I'importance de ces modifications dans un
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autre tissu et dans certaines maladies cardiaques ce qui ouvre de nouvelles perspectives d’études
pour la compréhension de I'importance physiologique du cycle.

Au travers de ces impacts on observe que I'accumulation excessive de tubuline détyrosinée
dans les cancers, dans les neurones ou encore dans les fibres musculaires est fortement associée a
des phénotypes pathologiques. Ces données soulignent I'importance de la régulation précise du cycle
de détyrosination/tyrosination et par conséquent celle des enzymes responsables. Dans la prochaine

partie, nous allons nous intéresser aux fonctions cellulaires gu’impliquent ces modifications.
3.2. Implications cellulaires
3.2.1. Répartition et particularité des microtubules détyrosinés

Les premieres études d’'immunofluorescence utilisant des anticorps spécifiques de la tubuline
tyrosinée ou de la tubuline détyrosinée ont révélé des populations de microtubules distinctes mais
superposées dans différents types cellulaires en culture (Gundersen et al. 1984; Geuens et al. 1986).
Des études d’ultrastructure révéleront que les microtubules sont en fait constitués des ces deux
formes de tubulines de maniére plus ou moins enrichie (Figure 14, Geuens et al. 1986). On considére
alors que les microtubules dit tyrosinés sont constitués majoritairement mais pas exclusivement de

tubuline tyrosinée. Il en est de méme pour les microtubules détyrosinés.
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Figure 14: Composition des microtubules cellulaires en tubuline tyrosinée et détyrosinée.
Microscopie électronique sur microtubules de cellules PtK2 double marqués avec des particules de 5
nm révélant la tubuline tyrosinée et de 8 nm révélant la tubuline détyrosinée. (Adapté de Geuens et
al. 1986).

A l'inverse des microtubules tyrosinés qui sont dynamiques, les microtubules detyrosinés se

montrent extrémement stables (Kreis 1987; Bré et al. 1987; Schulze et al. 1987; Gundersen et al.

1987; Khawaja et al. 1988). Dans des fibroblastes, les microtubules détyrosinés ne polymérisent
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presque plus mais deviennent compétents lorsqu’ils sont fragmentés, c'est-a-dire que I'extrémité
« plus » nouvellement générée peut de nouveau polymériser (Infante, Stein, Zhai, Borisy, and
Gundersen, 2000; Kreis, 1987). lls sont également résistants a la dépolymérisation par le bout
« plus » induite par la présence de nocodazole -qui s’associe au dimere et diminue la concentration
critique- ainsi que par la dilution. A contrario, ces microtubules sont sensibles a la fragmentation par
le froid de la méme maniere que les microtubules tyrosinés (Khawaja et al. 1988). De ces
observations émanera alors I'hypothése de I'existence d’une « coiffe» qui protéegerait I'extrémité et
en figerait la dynamique. Ce microtubule stabilisé se verrait alors substrat de la détyrosination
(Khawaja et al. 1988 ; Infante et al. 2000).

La détyrosination est une modification ubiquitaire tres régulée spatialement et temporellement.
Elle se localise de maniére générale dans les populations de microtubules particulierement stables
comme dans les centrioles, les cils primaires, et les microtubules neuronaux (Kreis 1987, voir Figure
15) et intervient dans différents processus physiologiques qui seront exposés dans la suite de cette

partie.
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Figure 15: Enrichissement de la détyrosination dans certaines sous populations microtubulaires.
Les microtubules enrichis en tubuline détyrosinée sont dessinés en bleu et indiqués par une ligne en
pointillés. On retrouve la détyrosination dans les centrosomes, certains microtubules
cytoplasmiques, les microtubules kinétochoriens du fuseau mitotique, dans le corps intermédiaire,
les flagelles et les cils ainsi que sur les microtubules neuronaux (Adapté de Janke and Bulinski 2001).
La présence de la tubuline détyrosinée dans ces structures localisées sous-tend fortement que
celle-ci possede des fonctions cellulaires spécifiques. Nous aborderons dans les prochaines parties

I'importance de la détyrosination pour la physiologie cellulaire avant de décrire ses impacts

moléculaires.

3.2.2. L’organisation intracellulaire

3.2.2.1. Ancrage de I'appareil de Golgi et support du noyau ?

Dans les cellules en interphase, les microtubules enrichis en tubuline détyrosinée sont
généralement plus rares, d’apparence sinueuse, organisés prés du noyau et de I'appareil de Golgi
(Burgess et al. 1997; Skoufias et al. 1990; Thyberg and Moskalewski, 1993, Figure 16). Dées les années
1980, I'importance des microtubules dans I'organisation et le maintien structural de I'appareil de
Golgi a été démontrée par l'utilisation de la colcémide, qui en dépolymérisant les microtubules
entraine une relocalisation disparate des vésicules provenant de I'appareil de golgi fragmenté (
Wehland et al. 1983). Des études montreront que I'appareil de Golgi s’associe préférentiellement sur
des microtubules stables et que son organisation spatiotemporelle suit fidelement la répartition des
microtubules détyrosinés, notamment lors de traitement des cellules au taxol, un composé qui

stabilise les microtubules (Burgess et al. 1991; Letourneau and Wire, 1995; Skoufias et al. 1990).

tubuline Tyrosinée tubuline déTyrosinée superposition Tyr / deTyr

Figure 16 : Dans un fibroblaste les microtubules détyrosinés sont courbés et enrichis prés du noyau.
Immunofluorescence sur fibroblaste primaire issu d’embryon de souris (MEF) marqué pour la tubuline
tyrosinée (gauche, sur superposition en rouge), détyrosinée (milieu, sur superposition en vert) et le noyau
(bleu) (acquisitions personnelles).

Afin de déterminer la pertinence de I'aspect bouclé des microtubules détyrosinés observé en
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culture 2D, Prescott et collaborateur observérent |'organisation en 3D du réseau de microtubules

stables des cellules du tissu épithélial intact de grenouille. De maniere intéressante, ils démontrerent
que ces microtubules sont effectivement ondulés mais également que ceux-ci forment alors une
large structure en forme de panier émanant du centrosome et enrobant le noyau. Cette organisation
dont le réle fonctionnel reposerait sur des propriétés mécaniques protectrices est également
retrouvée autour des noyaux des neurones sensitifs (Letourneau and Wire, 1995; Prescott et al,
1991).

Malgré I'’énorme intérét que ces questions posent sur la structuration tridimensionnelle des

microtubules détyrosinés (et stables) et sur leur importance dans I'organisation intracellulaire, les

avancées sont encore malheureusement trés peu nombreuses.

3.2.2.2. Organisation des filaments intermédiaires

Aprés dépolymérisation du réseau microtubulaire par traitement au nocodazole, Gurland et
Gundersen observérent une rétractation des filaments intermédiaires en direction du noyau
(Gurland and Gundersen 1995). lls montrerent que la détyrosination anormale des microtubules de
cellules fibroblastiques par traitement avec du taxol entraine la réorganisation des filaments
intermédiaires. De plus, I'injection en cellule d’anticorps anti-tubuline détyrosinée (et qui vont donc
s’associer fortement a celle-ci) entrainent la rétractation des filaments de vimentine. Cette
rétractation est également générée par l'injection de tubuline détyrosinée non compétente a la
polymérisation (Kreitzer et al. 1999). L’ensemble de ces résultats présuppose fortement un amarrage
des filaments intermédiaires sur les microtubules détyrosinés (Figure 17, Gurland and Gundersen
1995). L'interaction ne serait cependant pas directe car une kinésine pourrait agir en tant que pont
moléculaire entre les deux types de filaments. En effet, la kinésine cosédimente avec les filaments
intermédiaires mais également avec les microtubules détyrosinés. De plus, I'injection d’anticorps
anti-kinésine entraine la rétractation des filaments intermédiaires (Gyoeva and Gelfand, 1991;

Kreitzer et al. 1999; Liao and Gundersen, 1998).
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Figure 17: Co-alignement des filaments intermédiaires avec les microtubules détyrosinés au
front de migration de cellule de 3T3 observé par Immunofluorescence. Imnmunomarquage de la
vimentine (a) de la tubuline détyrosinée (b) et de la tubuline tyrosinée (c) (Adapté de Gurland
and Gundersen 1995)
A I'exception du muscle ou I'association des microtubules détyrosinés avec une protéine des
filaments intermédiaires, la desmine, a été démontrée comme cruciale pour la résistance de la

contraction de la fibre musculaire et malgré I'intérét de la question biologique peu de travaux sur la

co-organisation des ces éléments du cytosquelette ont été poursuivis.
3.2.3. Le transport intracellulaire

La détyrosination des microtubules intervient dans le transport intracellulaire par I’affinité que
lui démontrent les kinésines-1. Cette association préférentielle, que nous décrirons dans la partie
concernant les impacts moléculaires (voir paragraphe 3.3.3), a une importance particuliére dans le

transport directionnel ciblé impliqué lors de la polarisation ou de la migration cellulaire.
3.2.4. Ladivision cellulaire

Les proportions de tubuline tyrosinée et détyrosinée ne varient pas au cours de la division
cellulaire. De maniere générale, la tubuline tyrosinée est abondante et le marquage se superpose a
celui de la tubuline alpha alors que la présence de tubuline détyrosinée est beaucoup plus restreinte.

On la trouve sur les fibres kinétochoriennes, est enrichie dans la zone intermédiaire et le corps
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intermédiaire lors de la télophase et la cytocinese mais est indétectable sur les microtubules astraux
(Gundersen et al. 1984; Gundersen and Bulinski 1986).

Les premiers éléments fonctionnels montrant I'importance de la ségrégation de ces especes de
tubulines dans le fuseau mitotique viendront de I'étude de la division des cellules issues des souris
déficientes en TTL (MEFs enrichies en tubuline détyrosinée). Ces fibroblastes possedent un défaut de
polarisation, des anomalies morphologiques et établissent un positionnement anormal du fuseau

mitotique (Figure 18, Peris et al. 2006).
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Figure 18: Défaut d’orientation du fuseau mitotique des cellules MEFs TTL KO sur micro-pattern
de fibronectine. A gauche, les cellules issues de souris sauvages (WT) orientent leurs fuseaux
mitotiques selon le modele sur lequel elles adherent alors que les cellules déficientes en TTL (TTL
KO), a droite, montrent une orientation aléatoire du fuseau mitotique. (a/d) Immunofluorescence
de la tubuline tyrosinée et détyrosinée (Glu-tubulin), (b/e) Exemple représentatif de I'orientation
du fuseau et (c/f) et quantification des angles. (Adapté de Peris et al. 2006)

De plus, la diminution du taux de tubuline détyrosinée, par I'usage de parthénolide inhibant la
TCP ou par la surexpression de la TTL, génere un défaut d’alignement des chromosomes a la plaque
équatoriale (lors de la congression). Les chromosomes des pdles proximaux ne migrent pas a la
plaque et restent donc aux pdles. Dans le cas contraire d’'une augmentation de la détyrosination par
traitement avec des ARNs interférants dirigés contre la TTL, les chromosomes sont transportés de

maniére désordonnée et aléatoire dans différentes directions (Figure 19, Barisic et al. 2015).
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Figure 19: La perturbation du taux de détyrosination lors de la mitose

génere des défauts de congression des chromosomes. La diminution de

tubuline détyrosinée (parthénolide) contraint les chromosomes polaires

aux poles cellulaires alors que I"'augmentation de tubuline détyrosinée (TTL

RNAI) entraine leurs transports désordonnés et aléatoires. Les kinétochores

sont marqués par CENP-A en vert et les microtubules par la tubuline-

mCherry en rouge. (Adapté de Barisic et al. 2016)
En d’autres termes, I'altération des taux de tubuline tyrosinée et détyrosinée non seulement génére
un probléeme d’orientation du fuseau mitotique mais perturbe également la congression
chromosomale c'est-a-dire |'alignement des chromosomes sur la plaque équatoriale durant la

métaphase. Les acteurs moléculaires identifiés dans ces mécanismes seront présentés dans la partie

concernant les impacts moléculaires (voir paragraphe 3.3).
3.2.5. La différentiation/morphogénése cellulaire

La morphogénese cellulaire ainsi que I'établissement de la polarité chez les Eucaryotes
supérieurs sont des processus dépendant des microtubules. Depuis la découverte du cycle de
détyrosination/tyrosination, de nombreuses corrélations entre changements morphologiques et taux
de détyrosination ont été décrites dans différents types cellulaires. Dés 1987, des modifications
distinctes des activités de la TTL et de la TCP avait été observées dans le cerveau et les cellules du
muscle squelettique et les pics d’activités semblaient étre synchronisés avec la génération des
asymétries cellulaires (Deanin 1977; Rodriguez and Borisy 1978; Gundersen and Bulinski 1986;
Gundersen and Khawaja 1989; Chang et al. 2002, pour revue voir Bulinski and Gundersen 1991). De
maniere générale, les cellules en prolifération possédent trés peu de microtubules détyrosinés mais
lorsque la différentiation est déclenchée, une augmentation du nombre de microtubules détyrosinés
s’observe avant méme que des modifications morphologiques aient lieu. C’est le cas pour les cellules

musculaires, les neurones ou encore les cellules épithéliales (Wehland and Weber 1987; Gundersen
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and Khawaja 1989; Quinones et al. 2011; Zink et al. 2012; Witte et al. 2008; Konishi and Setou 2009).
Les microtubules détyrosinés des cellules qui se différencient, contrairement a ceux observés dans
les cellules interphasiques, ne sont pas sinueux mais rectilignes et souvent organisés dans le sens de
la polarisation. La détyrosination peut étre un signal permanent tel que dans les neurones ou les
fibres musculaires qui présenteront au cours de leur vie une quantité importante de microtubules
modifiés, ou temporaire tel que dans les cellules épithéliales dans lesquelles le signal de
détyrosination disparait lorsque la polarité apico-basale est mise en place (Quinones et al. 2011).
L'hypothese du role de la détyrosination lors de la polarisation cellulaire réside principalement
dans l'aiguillage de certains moteurs moléculaires dans le maillage complexe de microtubules
permettant alors un transport directionnel, ciblé et efficace de cargaisons spécifiques et nécessaires

a la polarisation.
3.2.6. La motilité

Dans les certaines cellules telles que les fibroblastes les microtubules détyrosinés semblent avoir
un réle important lors du processus de la migration. Les stimuli extracellulaires, et notamment les
acides lysophosphatidiques ou LPA, entrainent I'activation de la GTPase Rho présente a la
membrane. Celle-ci activera alors mDial qui formera une plateforme pour l'interaction d’APC
(Adenomatous Polyposis Coli) et d’EB1. Localisé au bout « plus » des microtubules et capturé au
cortex, ce complexe permet la stabilisation des microtubules qui favorise I'apparition de
détyrosination (Palazzo et al. 2001; Wen et al. 2004; Bartolini et al. 2008; Dunn et al. 2008).

Comme lors de la polarisation cellulaire, le modéle de Dunn et collaborateurs (schématisé sur la
Figure 20) propose que ces microtubules détyrosinés soient des voies spécialisées pour le transport
de vésicules. En effet, comme nous le verrons dans le paragraphe suivant (paragraphe 3.3), les
kinésines conventionnelles s’associent préférentiellement avec les microtubules détyrosinés. La
détyrosination permettrait alors le transport directionnel de membranes et de cargaisons spécifiques

a la migration.

50



1) Signal extracellulaire

2) Activation de Rho,
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Figure 20: Modéle du rdle physiologique des microtubules détyrosinés
proposé par Dunn et collaborateur. Microtubules dynamiques (tyrosinés,
rouge) et stables (détyrosinés, vert).

3.3. Impacts moléculaires de la détyrosination

3.3.1. Caractéristiques intrinséques des espéces

3.3.1.1. Vitesse de polymeérisation in vitro

Lors de la découverte du cycle, la premiére question fonctionnelle concernant les especes
tyrosinée et détyrosinée concerna leur capacité intrinseque a polymériser, dépolymériser et former
des filaments stables. Plusieurs éléments de réponses furent apportés par différentes équipes (Arce
et al. 1978; Kumar and Flavin 1982) mais c’est avec la purification séparée des deux espéces par
I’équipe de Didier Job que la question fut résolue (Paturle, Wehland, Margolis, and Job, 1989). Les
microtubules constitués entierement de tubuline tyrosinée ou de tubuline détyrosinée ne révelent
alors aucune différence de dynamique. Ces résultats suggerent que la détyrosination seule ne

modifie pas la dynamique intrinséque des microtubules.

3.3.1.2. Stabilisation et détyrosination : I'ceuf ou la poule ?

La corrélation entre détyrosination et stabilité pose également la question de leur causalité
qui est longtemps restée en suspend. Est-ce la détyrosination qui génére la stabilité du microtubule
ou est-ce la stabilité qui entraine la détyrosination des microtubules ? Les éléments précoces
répondant a cette question se baserent sur I’étude de la dynamique des microtubules détyrosinés de
maniere artificielle et non spécifique. Cette détyrosination est générée en traitant des cellules

perméabilisées avec la Carboxypeptidase A ou en leur injectant un anticorps bloquant I'activité de la
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TTL. Ces microtubules détyrosinés ne démontreront pas de modification significative de la résistance
a la dépolymérisation et possedent une dynamique similaire aux microtubules tyrosinés (Khawaja et
al. 1988; Webster et al. 1990). Associées aux résultats obtenus in vitro sur les espéeces tyrosinée et
détyrosinée purifiées ne montrant pas de différence, ces expériences semblent révéler que la
détyrosination per se ne modifie pas la dynamique des microtubules in vitro.

Puisque la détyrosination ne semble pas modifier la dynamique des microtubules, une autre
hypothese serait qu’elle agisse comme marqueur des microtubules stabilisés pour certains
partenaires protéiques. On dénombre en effet aujourd’hui quatre partenaires spécifiquement et

directement impactés par I'état de tyrosination des microtubules.
3.3.2. Cap-Gly +TIPs protéines

Les domaines CAP-Gly (pour cytoskeleton-associated protein-glycine-rich), sont des modules
protéiques de 80 acides-aminés tres conservés chez les Eucaryotes. Une des fonctions principales de
ces domaines est leur liaison spécifique aux séquences C-terminales EEY/F présentes sur la tubuline
ainsi que sur certaines +TIPs telles que EB1. Les protéines a CAP-Gly sont incapables de colocaliser ou
de cosédimenter avec les microtubules détyrosinés (Badin-Larcon et al. 2004; Peris et al. 2006;
Vaughan et al. 1999), et une relocalisation anormale de ces protéines est observée lorsque le taux de
tyrosination est perturbé (Erck et al, 2005).

Parmi les protéines a CAP-Gly étudiées dans le cadre de la détyrosination on retrouve
notamment Clip170, impliquée dans la capture des microtubules mitotiques au cortex cellulaire (Lu
and Johnston, 2013). Dans les cellules déficientes en TTL les défauts de tyrosination générent une
altération de linteraction entre CLIP170 et les microtubules et entrainent des anomalies de
I'orientation du fuseau mitotique (Peris et al. 2006). La seconde protéine a CAP-Gly qui montre une
association préférentielle avec les microtubules est p150Glued, la grande sous unité du complexe de
transport rétrograde appelée dynactine (Peris et al. 2006). Les interactions de CLIP170 et p150Glued
avec les microtubules sont impliquées dans l'efficacité du processus d’initiation du transport

rétrograde dans les neurones (voir paragraphe 4.3.1, McKenney et al. 2016).
3.3.3. Kinésine-13

La tyrosine des microtubules est également requise pour leur dépolymérisation par les kinésines
dépolymérisantes de la famille des kinésines-13, MCAK et son homologue neuronal KIF2A (Peris et al.
2009). La détyrosination réduit I'affinité du domaine moteur de ces kinésines pour les microtubules
diminuant alors le taux de dépolymérisation in vitro et en cellules des microtubules détyrosinés
d’environ 2 a 3 fois par rapport aux microtubules tyrosinés (Peris et al. 2009; Sirajuddin et al. 2014).

La régulation de la dépolymérisation des microtubules par MCAK est particulierement
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importante lors de la mitose et des dérégulations de la tyrosination ou de I'activité de MCAK sont
fortement liées a la transformation des cellules (Ritter et al. 2016).

On observe ici que méme si les microtubules détyrosinés ne conferent pas d’eux méme une
stabilité aux microtubules (voir paragraphe 3.3.1) ils y contribuent in vivo. En effet dans les cellules,
les microtubules stabilisés seront détyrosinés. lls seront par conséquent moins sensibles aux moteurs
dépolymérisants ce qui consolide alors leur stabilité. Il s’agit d’'une boucle renforcant la stabilité des

microtubules.
3.3.4. Kinésine-1

Contrairement aux protéines a CAP-Gly et aux kinésines-13 qui nécessitent la tyrosine C-
terminale, les kinésines-1 s’associent de maniéere préférentielle avec les microtubules détyrosinés. En
effet, la tyrosination diminue ['affinité d’association des kinésines-1 avec les microtubules, la
constante de dissociation étant de 81 nM sur microtubules tyrosinés contre 29 nM sur microtubules
détyrosinés (Liao et al. 1998). In vitro, sur microtubules purifiés détyrosinés la processivité (longueur
moyenne parcourue) et la vélocité des kinésines-1 sont largement diminuées (Dunn et al. 2008;
Sirajuddin et al. 2014) traduisant une affinité plus importante des domaines moteurs pour ces
microtubules. La composante moléculaire responsable de la répulsion par la tyrosine se situe sur une
boucle du domaine moteur de la kinésine (boucle-8-beta5, Konishi and Setou 2009).

Comme évoqué précédemment, cette affinité préférentielle est impliquée dans le transport
directionnel par les kinésines-1, ce mécanisme tenant une place particuliere lors de la migration et de

la différentiation cellulaires.
3.3.5. CENP-E/Kinésine-7

CENP-E, pour Centromere-Associated-Protein E, est une kinésine-7 naviguant sur les
kinétochores requise pour la congression chromosomale. Celle-ci posséde une affinité accrue pour la
détyrosination lui permettant de maintenir son association aux microtubules dans les cas particuliers
de fortes contraintes mécaniques (Barisic et al. 2015). La modification du taux de détyrosination,
extrémement régulé lors de la mitose, altere les trajectoires de CENP-E et par conséquent le

déplacement de ces cargaisons, les chromosomes (voir paragraphe 3.2.4).
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3.3.6. Vue d’ensemble

Préfé
Partenaires tur:f;:-::w pour Impacts physiologiques
Protéine a CAP-Gly . Dialogue entre microtubules et cortex
Tyrosinée L
(CLIP-150, p150Glued) Initiation du transport retrograde
Kinésine-13
Tyrosinée Maintien de la dynamique microtubulaire
(MCAK, KIF2A) y ynamiq
Kinésine-1 Détyrosinée Transport directionnel
CENP-E/Kinésine-7 Détyrosinée Congression des chromosomes polaires

Tableau 2: Récapitulation des MAPs  sensibles au statut de

détyrosination/tyrosination de la tubuline et I'impact physiologique de ces affinités.

L'élément central de cette régulation est donc la présence de la tyrosine qui est favorable a
I'activité des kinésines-13 et a I'association des protéines a CAP-Gly et qui repousse les kinésines-1
ainsi que CENP-E (voir tableau 2). Il a été récemment décrit que la kinésine-2 KIF3C pourrait
également posséder une affinité préférentielle pour la tubuline détyrosinée (voir paragraphe 4.3.3.).
Enfin, certains résultats négatifs semblent montrer que MAP6, MAP4, ou encore la dynéine ne
distinguent pas quant a elles le statut de tyrosination des microtubules et s’associent indifféremment
avec les microtubules tyrosinés et détyrosinés (Paturle et al. 1989; Chapin and Bulinski 1994;
Sirajuddin et al. 2014). L'importance de ces affinités différentielles prend un sens physiologique
particulierement crucial dans les cellules riches en tubuline détyrosinée comme le neurone. C'est ce

gue nous allons aborder dans le chapitre suivant.
4. Un cas particulier : le neurone

Les microtubules neuronaux sont I'un des principaux composants des neurones et constituent
une structure critique pour la stabilité de la morphologie neuronale. lls servent de rails sur de
longues distances pour le transport intracellulaire, pourvoient des propriétés mécaniques rigides ou
dynamiques et peuvent participer localement a la signalisation cellulaire. La majorité des
microtubules neuronaux sont particulierement stables donc trés enrichis en modifications post-
traductionnelles telles que la polyglutamylation, I'acétylation et la détyrosination. Dans cette partie,
apres avoir décrit I'organisation générale des microtubules et la répartition des tubulines tyrosinées
et détyrosinées au sein du neurone, nous aborderons les différents éléments sous-tendant le réle

fondamental du cycle de détyrosination/tyrosination dans la physiologie neuronale.
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4.1. Organisation générale du cytosquelette microtubulaire neuronal

Les neurones possedent une morphologie extrémement polarisée comprenant des
compartiments structuralement et fonctionnellement définis, les dendrites et I'axone, qui émanent
du corps cellulaire. De maniére générale les dendrites sont courtes, branchées et recoivent les
informations afférentes alors que I'axone plus fin et plus long est responsable de la transmission du
signal électrique aux neurones efférents. Lors de I'élongation des neurites, il se forme une extension
transitoire appelée cone de croissance qui percoit les signaux extracellulaires et oriente la pousse
neuritique (Figure 21). Il s’agit d’une structure extrémement labile principalement constituée
d’actine et de microtubules dynamiques. A I'exception du céne de croissance, la majorité des
microtubules neuronaux présentent une extréme stabilité et on estime leur temps de demi-vie a
plusieurs heures contre quelques minutes pour les microtubules dynamiques (pour revue voir Conde
and Caceres 2009).

La plupart des microtubules neuronaux sont non-centrosomaux, c'est-a-dire non ancrés a un
centre organisateur des microtubules et peuvent observer des orientations différentes.
L’organisation des microtubules dans les dendrites et dans I'axone présente certaines différences.
Alors que l'axone possede des microtubules paralléles ayant les bouts « plus » exclusivement
orientés vers la périphérie, les dendrites comprennent des microtubules a orientation non-
homogéne avec une majorité de bout « moins » vers I'extérieur. De plus, les MAPs se répartissent
différemment, c’est le cas par exemple de la MAP2 qui est enrichie dans les dendrites ou de Tau et
CRMP2 qui sont principalement axonales. En plus des modifications post-traductionnelles, ces
différences génerent une véritable variabilité cytosquelettique des extensions neuronales (pour

revue générale voir Kapitein and Hoogenraad 2011).
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Dendrite Axone Cone de croissance
Distal Distal ‘

Figure 21: Organisation des microtubules dans un neurone. Alors que les dendrites montrent des
microtubules a orientations non-homogenes, les microtubules de I'axone sont organisés avec leur
extrémité « plus » orientée du c6té distal. Au bout des neurites en croissance on retrouve le céne de
croissance, une structure labile qui sonde I’environnement et oriente la pousse neuritique.
Majoritairement constitué d’actine, le cOne de croissance est également envahi par les microtubules
dynamiques qui émanent du faisceau axonal. (Adapté de Namba et al. 2015)

4.2. Répartition des microtubules tyrosinés et détyrosinés

Alors que les microtubules axonaux, particulierement stables, sont extrémement enrichis en
tubuline détyrosinée, les microtubules labiles présents dans les cones de croissance et les parties
distales des neurites sont majoritairement tyrosinés. Cette variation de distribution de cette
modification révele une importance fonctionnelle de la dynamique des microtubules neuronaux. En
effet, alors que les microtubules des prolongements cellulaires doivent étre stables afin de soutenir
I'architecture neuronale et I'efficacité du transport intracellulaire, les microtubules entrant dans le
cone de croissance doivent étre dynamiques pour permettre une réorganisation et/ou une

stabilisation rapide du cytosquelette en réponse aux signaux de guidage.
4.3. Implication de ces modifications dans la physiologie
4.3.1. L’établissement de la polarisation et son maintien

Durant les premieres étapes du développement neuronal, 'initiation de la formation de I'axone
est un évenement crucial dans la rupture de symétrie et I'établissement de la polarisation de la
cellule. Les microtubules sont un déterminant majeur de l'initiation axonale qui se caractérise par
une formation de faisceaux de microtubules paralléles particulierement stables et exposant leur bout
« plus » vers le céne de croissance (Figure 21). L'importance des microtubules et de leur stabilisation

dans I'établissement de la polarisation neuronale (Figure 22) a été démontrée récemment par
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plusieurs expériences. Tout d’abord, la déstabilisation pharmacologique légére des microtubules d’'un
neurone en stade Il entraine la rétractation des neurites mineurs alors que le neurite principal ou
futur axone n’est pas affecté (Witte and Bradke, 2008). Ainsi, contrairement aux neurites mineurs, le
neurite majeur est composé des microtubules dont la stabilité est accrue et cette stabilisation est
cruciale pour I'axonogénese (pour revue voir Neukirchen and Bradke 2011 ou Conde et Caceres
2009). En effet, la stabilisation des microtubules d’un neurite mineur par utilisation d’analogue
photoactivable du taxol stimule sa maturation en un axone supplémentaire (Witte et al. 2008) et
I’addition de faibles doses de taxol dans le milieu de culture des neurones induit la formation de

multiples axones (Gomis-Riith et al. 2008; Hammond et al. 2010).
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Figure 22: Les microtubules sont des acteurs majeurs de la spécification axonale qui requiert le
transport polarisé de cargaisons axonales. Lors de la spécification axonale, un neurite dont les
signaux extracellulaires stimulent la croissance verra ses microtubules se stabiliser. Sur ces
microtubules stables et modifiés s’accumuleront des kinésines qui permettront le transport polarisé
de cargaisons axonales nécessaires a cette spécification (Adapté de Witte and Bradke 2008).

L'un des mécanismes sous-jacent de I'axogenése dépendrait en partie de la détyrosination via
I'affinité que démontre la kinésine-1 pour ces microtubules. En effet, juste avant le début de la
polarisation neuronale on observe une accumulation préférentielle de la kinésine-1 sur le segment
initial du neurite principal. Cette accumulation est considérée aujourd’hui comme le marqueur le
plus précoce définissant le futur axone (Hammond et al. 2010; Jacobson et al. 2006; Nakata and
Hirokawa, 2003). Ce segment montre un ratio de tubuline tyrosinée/détyrosinée inférieur a celui de

I’ensemble des microtubules somatiques et est également enrichi en tubuline acétylée (Konishi and
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Setou 2009). Hammond et al ont démontré que l'acétylation n’est cependant a elle seule ni
nécessaire ni suffisante pour recruter sélectivement la kinésine-1 (Hammond et al. 2010). De
maniere cohérente, la perte sélective de la tyrosination dans les neurones entraine la redistribution
de la kinésine-1 vers les dendrites (Konishi and Setou 2009) ainsi que la formation de multiples
axones (Christian Erck, Peris, Andrieux, Meissirel, Gruber, Vernet, Schweitzer, et al. 2005). De plus,
I'utilisation de taxol, qui génere la détyrosination homogene des microtubules neuronaux, entraine
également la relocalisation de la kinésine-1 vers les dendrites (Kapitein et al. 2010). L'ensemble de
ces résultats supportent fortement I’'hypothése que la tubuline tyrosinée est un signal répulsif pour la
kinésine-1, et qui restreint donc sa localisation somatodendritique. La navigation est alors favorisée
dans le neurite primaire et cette restriction permet le transport spécifique et polarisé de cargaisons
strictement axonales. Le transport directionnel des ces cargaisons est nécessaire a la spécification
axonale (Figure 22) et par conséquent a la polarisation neuronale (voir revue Hirokawa and
Takemura 2005; Arimura and Kaibuchi 2007).

Le transport polarisé par la kinésine pourrait également avoir un réle tout au long de la vie du
neurone. Le knock-down de la kinésine-1 aprés polarisation des neurones induit une réduction du
nombre de neurones polarisés et augmente celui des neurites présentant la MAP Tau-1,
généralement axonale. Ces résultats suggerent que la kinésine-1, et par extension des résultats
précédents la tubuline détyrosinée, pourraient étre nécessaires au maintien de la polarisation
neuronale (Konishi and Setou 2009). Cette modification étant effectivement enrichie dans I'axone, il
serait donc d’un intérét justifié d’étudier I'impact direct du cycle de détyrosination/tyrosination dans

le maintien de la polarisation neuronale.
4.3.2. VLlinitiation du transport rétrograde

Le complexe dynéine-dynactine est le moteur majeur responsable du transport rétrograde
neuronal. Son accumulation au bout « plus » des microtubules est modulée par les interactions
organisées d’EB1, CLIP170 et p150Glued qui fait partie du complexe dynactine (Duellberg et al.
2014). ’état de tyrosination des microtubules intervient directement dans I'interaction de ces deux
dernieres protéines.

Concernant CLIP170, le mécanisme de recrutement localisé aux bouts « plus » des microtubules
dépend d’au moins trois éléments; la tyrosination des microtubules, d’'EB1 et de I'état de
phosphorylation de CLIP170 (Figure 23, Peris et al. 2006; Bieling et al. 2008; Dixit et al. 2009; Nirschl
et al. 2016).
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Figure 23: Le recrutement du complexe dynéine-dynactine dans les neurones aux bouts « plus »
des microtubules dépend d’EB, de CLIP170 et de la tubuline tyrosinée. La présence d’EB1 aux
extrémités dynamiques des microtubules ainsi que la tubuline tyrosinée permettent
I’enrichissement de CLIP-170 déphosphorylé. CLIP-170, en présence de tubuline tyrosinée, recrute
a son tour p150Glued, sous-unité majoritaire de la dynactine. Une fois associé aux microtubules, le
complexe dynéine-dynactine navigue sur les microtubules indépendamment de leur état de
tyrosination (Adapté de Nirschl et al. 2016).

La déphosphorylation des dimeres de CLIP170 leur font adopter une conformation ouverte ce qui
permet l'interaction de leurs domaines CAP-Gly avec les motifs —EEY de la tubuline tyrosinée et
d’EB1. La tyrosine de la tubuline a une importance cruciale dans la localisation neuronale de CLIP-
170. En effet, normalement présente aux extrémités neuronales CLIP-170 se relocalise au niveau du
soma des neurones invalidés pour la TTL (Erck et al. 2005).

La protéine p150Glued, qui est également une protéine a domaine CAP-Gly, est la principale
protéine constituante du complexe dynactine. Le recrutement de cette derniére est dépendant de la
localisation de CLIP170 mais également de la tyrosine C-terminale de la tubuline (Figure 23). En effet,
I'interaction in vitro de p150Glued avec les microtubules est abolie par la détyrosination (McKenney
et al. 2016; Peris et al. 2006). La capacité de p150Glued a se localiser sur les microtubules tyrosinés
nécessite uniquement son domaine CAP-Gly et serait par ailleurs le facteur majeur des complexes
dynéine-dynactine a percevoir la tyrosine des microtubules (Nirschl et al. 2016). Une fois recrutés sur
les microtubules, les complexes dynéine-dynactine se déplacent et ce indifféremment de I'état de
tyrosination des microtubules (McKenney et al. 2016; Nirschl et al. 2016).

La tyrosine C-terminale participe donc a l'initiation du transport via le recrutement de CLIP170
et de pl50Glued. Elle n’impacte cependant pas la motilité du complexe dynéine-dynactine
(McKenney et al. 2016; Nirschl et al. 2016). Pourtant, la quantité de tubuline tyrosinée nécessaire au
transport optimum semble ne pas excéder 50% de la tubuline (McKenney et al. 2016) et la
diminution partielle de la tyrosination (par knock down de la TTL) n’impacte pas la proportion de
vésicules rétro-transportées dans des neurones de ganglions rachidiens (Song et al, 2015). Ainsi, afin

d’apprécier véritablement I'importance physiologique de la tyrosination dans I'efficacité du transport
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rétrograde il serait nécessaire de |'analyser dans les neurones de souris invalidés pour la TTL ne

présentant plus de tubuline tyrosinée.
4.3.3. Pousse axonale et régénérescence nerveuse

Les microtubules adoptent une organisation particuliere dans le cone de croissance. Alors qu’ils
forment un réseau tres dense et parallele dans le prolongement axonal, ils se dissocient, se
dispersent et explorent le cbne de croissance (voir Figure 21). Les neurones invalidés pour la TTL
présentent in vivo des cones de croissance élargis et dont I'organisation des microtubules est
perturbée (Marcos et al. 2009). Les axones des neurones déficients en TTL sont toujours capables de
s'orienter vers les chimioattractants mais émettent des branches surnuméraires. En effet,
I'accumulation anormale de tubuline détyrosinée de ces neurones déficients en TTL induit des
défauts de dépolymérisation des microtubules. Cela passe par l'inhibition de I'activité de KIF2A,
homologue neuronal de la kinésine-13 MCAK, qui nécessite la tyrosine C-terminale pour
dépolymériser les microtubules (Peris et al. 2009). De maniére intéressante, I’émission de branches
axonales collatérales surnuméraires est également un phénotype caractéristique des neurones de la
souris invalidée pour KIF2A (Homma et al. 2003). La délétion de KIF2A est |étale chez la souris
démontrant I'importance de cette protéine et donc de la régulation de son activité dans les
neurones. L'analyse de I'impact qu’a la perte de tyrosination dans les neurones déficients en KIF2A
pourrait alors nous permettre d’apprécier la part d'importance que ce mécanisme possede dans le

phénotype anormal de ces neurones.

De plus, un membre de la famille des kinésine-2, KIF3C, semble également montrer in vitro une
affinité plus importante pour les microtubules tyrosinés. En effet, les microtubules tyrosinés
participent a I'enrichissement des moteurs KIF3C dans le cdne de croissance ou ils colocalisent avec
les bouts « plus ». Cette kinésine-2 est exclusivement exprimée dans le systeme nerveux durant la
différenciation et aprés une blessure. Méme si I'activité de KIF3C n’est pas encore clairement établie,
elle possede un role crucial dans la régulation de la pousse et de la régénérescence axonale, sa
déplétion entrainant une forte diminution de la dynamique des microtubules générant des défauts
dans ces deux processus (Gumy et al. 2013).

La diminution du taux de détyrosination par utilisation de parthénolide de maniére locale ou
systémique chez la souris accélére le processus de régénération nerveuse (Gobrecht et al. 2016a). Au
contraire, I'utilisation de taxol contrebalance I'effet positif du parthénolide. Ces résultats suggerent
que I'impact du parthénolide passe par une diminution du taux de détyrosination dans les extrémités
axonales, qui via I'augmentation de la susceptibilité aux kinésines dépolymérisantes augmente la

dynamique des microtubules. Ainsi, a travers I'impact que la tyrosine exerce sur les activités de KIF2A
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et KIF3C, sa présence sur les microtubules dynamiques des cones de croissance est essentielle au
maintien de leur état dynamique requis pour I'établissement correct de réseaux neuronaux ou la

régénérescence d’axones blessés.

De plus, comme nous I’avons vu dans la partie précédente, I'initiation du transport rétrograde
est modulée par I'état de tyrosination des microtubules. L'efficacité du transport rétrograde est
cruciale pour la physiologie des neurones et est particulierement impliquée dans leur survie et la
régénérescence des axones (Rishal and Fainzilber 2014). La blessure de neurones de ganglions
rachidiens de souris conduit a une élévation de I'activité TTL au niveau de la lésion. L'augmentation
subséquente de tubuline tyrosinée localisée génere un recrutement robuste de CLIP170 et
p150Glued au niveau des extrémités lésées et facilite alors l'initiation du transport rétrograde des
signaux de blessures vers le soma (Song et al. 2015). La baisse de I'expression de la TTL et donc la
diminution générale de la tyrosination dans ce modele réduit de maniére critique la capacité
régénérative de 20% dans les 60h aprés blessure. La modulation du cycle en faveur de la tyrosination

apparait alors comme une stratégie clinique adaptée pour le traitement des Iésions nerveuses.

4.3.4. Vue d’ensemble

Préfé Implication dans la physiologi
référence pour | - ions mplication dans la physiologique

Partenaires :
tubuline neuronale

CLIP-150, 150pGlued

.. X Tyrosinée Initiation du transport retrograde
(Protéines a CAP-Gly)

KIF2A Pousse axonale
Kinésine-13 L. . . . Sodnérati
( ) Tvrosinde Maintien de la dynamique microtubulaire Régenération nerveuse
KIF3C 4 dans le cone de croissance
(Kinésine-2)

Spécification axonal
Kinésine-1 Détyrosinée Transport directionnel P

Maintien de la polarisation (?)

Tableau 3: Récapitulatif des partenaires sensibles a la tyrosination et implication de
ces modifications dans la physiologie neuronale.

Tout au long de ce chapitre consacré au cycle de détyrosination/tyrosination, nous avons vu
qgue ces modifications, qui reposent sur I'ajout ou le clivage d’une tyrosine sur le C-terminus de Ila
tubuline alpha, révélent une implication étonnamment critique dans la régulation physiologique de
processus telles que la mitose ou la différentiation de nombreux types cellulaires. Aujourd’hui, de
plus en plus de données soulignent I'importance de la régulation fine de ce cycle dans des processus
pathologiques graves comme le cancer et la neurodégénérescence et poussent fortement a
I’élucidation des mécanismes moléculaires impliqués. De maniere générale, les dérégulations

observées dans ces processus pathologiques penchent en faveur de I'accumulation de tubuline
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détyrosinée. Aujourd’hui, la compréhension du cycle de détyrosination/tyrosination est en partie
ralentie par le fait que nous ne connaissons pas le premier acteur de ce cycle, la Tubuline
CarboxyPeptidase. Ainsi, afin de progresser dans la compréhension de la physiopathologie du cycle, il
est alors indispensable de révéler I'identité de cette enzyme. Cela a été I'objectif principal de ma

these dont les résultats sont présentés dans la partie article n°1.
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Chapitre Il : Les modifications consécutives a la détyrosination
1. Latubuline alpha delta-2
1.1. La découverte de la tubuline non-tyrosinable, la NTT

L’étude de la détyrosination/retyrosination et notamment les tests initiaux permettant de
déterminer les taux de tubulines tyrosinées et détyrosinées ont conduit a la découverte d’une forme
ne pouvant pas étre tyrosinée (Raybin and Flavin 1977; Arce et al. 1978; Barra et al. 1980). La
tubuline de cerveau traitée ou non avec la CarboxyPeptidase A (enzyme clivant de maniére non-
spécifique les tyrosines C-terminales) était incubée avec de la TTL et de la tyrosine radioactive. Alors
que la fraction non-incubée avec la CPA donne la quantité initiale de tubuline détyrosinée, la
différence de radioactivité entre les fractions traitées ou non avec la CPA donne quant a elle la
quantité de tubuline tyrosinée initiale (Figure 24). lls observérent alors qu’une proportion
représentant jusqu’a 50% de tubuline de cerveau n’était pas capable d’incorporer de la tyrosine
méme aprés traitement avec la CPA. Cette fraction fut par conséquent nommée Non-Tyrosinatable
Tubulin ou NTT. Deux principales hypothéses expliquant I'incapacité de cette tubuline a entrer dans
le cycle furent émises. Premiérement, la TTL se fixant a la jointure du dimeére et donc en partie sur la
tubuline beta, certains isotypes pourraient interdire la tyrosination en empéchant I'association avec
I'enzyme. La deuxieme hypothése proposait quant a elle que cette tubuline possede une différence

sur sa séquence C-terminale ne permettant pas a la TTL d’additionner une tyrosine.

Tubuline cérébrale

Tyr, Détyr et Non-tyrosinable

7/ N\

Tubuline détyr et non-tyrosinable Tubuline tyr, détyr et non-tyrosinable

L
(tyrosination de la tubuline détyrosinée

avec tyrosine radioaclive)

CPA

ond

[détyrosination de

tubuline tyrosinée)

Tubuline tyrosinée avec

A)

Tubuline tyrosinée avec B)

tyrosine radioactive =
Totale (Tyr+ détyr) tubuline

N\

tyrosine radioactive =
Totale (détyr) tubuline

4

A)-B) =Totale (Tyr) tubuline

Figure 24 : Estimation des quantités des tubulines tyrosinée et détyrosinée cérébrales.
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La NTT fut isolée par chromatographie d’affinité pour la premiere fois en 1989. La tubuline de
cerveau purifiée est tyrosinée puis passée sur une colonne d’anticorps YL1/2, un anticorps
monoclonal dirigé contre la tubuline tyrosinée. La tubuline non retenue et donc non tyrosinée, est
encore une fois incubée avec la TTL et repassée sur cette méme colonne. La tubuline non retenue
constitue la NTT (Paturle et al. 1989). De maniére intéressante, des Western-Blots de cette NTT
testée pour la tubuline tyrosinée ou détyrosinée démontreront que ces anticorps ne reconnaissent
pas cette tubuline. Ces résultats appuient la deuxieme hypothése concernant la NTT qui semble
différer par sa séquence C-terminale. La séquence de la tubuline constituant la forme majeure de
cette NTT sera alors déterminée par spectrométrie de masse et test Elisa compétitif (Paturle-
Lafanechere et al. 1991). Cette tubuline alpha correspond a une forme débarrassée de ces deux

derniers acides aminés C-terminaux, elle sera nommeée tubuline delta-2.
1.2. Les enzymes impliquées dans la génération de la tubuline delta-2

Les enzymes responsables de la formation de la tubuline delta-2, les CCPs pour Cytosoliques
CarboxyPeptidases, ont été mises en évidence par le laboratoire (Rogowski et al. 2010). L’activité
protéasique des six CCPs a été démontrée sur les chaines latérales de glutamates des tubulines alpha
et beta, les définissant comme les enzymes responsables de la déglutamylation (voir tableau 1). A
I’exception de la CCP5, toutes les CCPs sont également capables de générer de la tubuline delta-2 en
clivant un glutamate de 'alpha-tubuline détyrosinée (Rogowski et al. 2010; Tort et al. 2014; Aillaud et
al. 2016, voir Figure 25).

TCP

tubuline
Tyr deTyr A2 A3

CCPs 1,2,3,4et6

Figure 25: Les CCPs 1,2,3,4 et 6 déglutamylent I'alpha
tubuline détyrosinée ce qui génére la tubuline delta-2.
(Adapté de Janke et al., 2012)
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1.3. Caractéristiques physiologiques et implications cellulaires de la tubuline alpha delta-2
1.3.1. Localisation de la tubuline alpha delta-2

La tubuline delta-2 est une forme particulierement abondante dans le cerveau ou elle peut
représenter jusqu’a 35 % des formes de tubuline alpha. Par ailleurs, il s’agit du seul tissu dans
lequelle elle est observable physiologiquement (Paturle-Lafanechére et al. 1994). Plus précisément,
ce variant s’accumule dans les neurones différenciés et se répartit de maniere homogene entre
dendrites et axones (Paturle-Lafanechere et al. 1994; Redeker et al, 1996). Elle est exclue des
microtubules cytoplasmiques des cellules gliales et des cellules non différenciées, et on la retrouve
enrichie uniqguement dans les cils et les centrioles des cellules qui se divisent (Paturle-Lafanechére et
al. 1994). La tubuline alpha delta-2 est également présente dans I'axonéme des spermatozoides
d’oursins (Redekeret al. 1996; Multigner et al. 1996).

La répartition physiologique de la tubuline delta-2 suggere trés fortement que celle-ci soit
générée sur des microtubules particulierement stables et persistants. Ce postulat de marqueur
d’hyper stabilité des microtubules delta-2 est également appuyé par I'observation de |'apparition de
tubuline delta-2 sur le réseau microtubulaire de cellules qui se divisent par traitement a forte dose de
taxol (Paturle-Lafanechere et al. 1994).

En accord avec la présence préférentielle de tubuline delta-2 dans les cellules différenciées,
celle-ci  s’accumule aux cours du développement cérébral. Sa quantité tres faible lors de
I'embryogénése augmente rapidement aprés la naissance (Aillaud et al. 2016; Redeker et al. 1996).
Enfin, mise a part le fait que la tubuline delta-2 semble s’accumuler lors des processus de
neurodégénérescence (Vu et al. 2017), nous ne savons encore que trés peu de choses concernant le
role physiologique de celle-ci. Une hypothese de I'importance de la tubuline delta-2 est alors fondée
sur l'incapacité de celle-ci a étre de nouveau tyrosinée. Il s’agirait d’'une réaction « irréversible »

bloguant la tubuline dans un état « non-tyrosiné ».
1.3.2. Implication physiologique moléculaire

Aujourd’hui, aucun travail portant sur la détermination d’un réle potentiel ou d’un mécanisme
moléculaire spécifique dépendant de cette tubuline delta-2 n’a été proposé. Paturle et
collaborateurs montreront que la NTT, constituée majoritairement de la forme delta-2, posséde in
vitro les mémes propriétés dynamiques que les tubulines tyrosinée et détyrosinée excluant toute

spécificité fonctionnelle intrinseque (Paturle et al. 1989).
1.3.3. Latubuline alpha delta-2, une modification irréversible ?

Comme nous l'avons vu plus té6t dans ce manuscrit, les travaux sur la TTL expliquent

I'impossibilité de tyrosination de la tubuline delta-2 (Voir paragraphe 2.1.2.). Aujourd’hui cette forme
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est injustement décrite comme irréversible suite a l'interprétation de deux observations. Tout
d’abord, la réexpression de la TTL dans des cellules TTL” restaure le taux de tubuline tyrosinée et
détyrosinée alors que celui de tubuline delta-2 persiste. Le deuxieme élément vient de I'observation
de la persistance de ce variant dans le céne de croissance, compartiment dans lequel la tubuline
détyrosinée est rapidement reconvertie en tubuline tyrosinée (Lafanechére and Job, 2000). Ces deux
éléments suggeérent que la suppression du glutamate C-terminal permet a la tubuline de sortir du
cycle détyrosination/tyrosination et la bloque dans un état non tyrosinable. Il n’exclut cependant pas

une reglutamylation de la tubuline delta-2 en tubuline détyrosinée.
2. Et pourquoi pas une tubuline delta-3 ?

Les CCPs étant des déglutamylases capables de couper séquentiellement plusieurs glutamates il
est alors imaginable que ces enzymes puisse aussi couper I'antépénultiéme glutamate de la tubuline
delta-2 (de séquence -GEEEGE). Cela générerait un variant auquel il manquerait ces trois derniers
acides aminés, la tubuline delta-3 (de séquence -GEEEG). Berezniuk et al. montreront alors que la
CCP5 est effectivement capable in vitro de déglutamyler la tubuline delta-2 formant de la tubuline
delta-3 (Berezniuk et al. 2013). Nos travaux présentés dans la partie « article n°2 » et débutés avant
la publication de ces résultats, montrent que non seulement la tubuline delta-3 peut étre générée
par plusieurs des membres de la famille des CCPs, mais également que ce variant existe de maniére

physiologique.
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Objectifs de these

Mon travail de thése s’inscrit dans un objectif global de I'étude de la régulation fonctionnelle
des microtubules par les modifications post-traductionnelles.

Le laboratoire s’intéresse depuis toujours au cycle de détyrosination/tyrosination de l'alpha
tubuline et aux mécanismes moléculaires permettant d’expliquer I'importance de ces modifications
in vivo. L’étude du cycle est aujourd’hui tres limitée par le fait que nous ne connaissons pas l'identité
de la premiére enzyme qui agit sur 'alpha tubuline : la Tubuline CarboxyPeptidase ou TCP. L’objectif
premier de mon travail de thése a été la mise au point d’un protocole de purification de cette
enzyme dans le but de l'identifier par spectrométrie de masse. Grace au soutien de I'équipe et la
réalisation d’'une quatrieme année de doctorat, j’ai pu valider I'identité de la protéine candidate et
entreprendre la caractérisation des enzymes découvertes. Ces travaux sont décrits dans la partie
« article n°1 », dont l'article est actuellement soumis et dans lequel j'ai réalisé la majorité des
expériences de biochimie.

En paralléle de ce travail, j'ai participé a la mise en évidence de I'existence physiologique de
deux nouvelles modifications post-traductionnelles des tubulines alpha et beta. Ces travaux ont été
publiés en 2016 et sont présentés dans la partie « article n® 2 ».

Chaque partie ‘article’ débute par une introduction, suivie d’une partie présentant les principaux
résultats puis d’une discussion et d’une conclusion. Enfin, le manuscrit sera cléturé par une
conclusion générale replacant I'apport des ces travaux dans le contexte des connaissances actuelles

sur les microtubules.
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Article n°1: « Vasohibins/SVBP are Tubulin CarboxyPeptidases (TCP) that
regulate neuron differentiation »

1. Introduction

Les microtubules sont des éléments du cytosquelette essentiels qui participent a des processus
cellulaires cruciaux tels que la division, la motilité et la différentiation. Le cycle de
détyrosination/tyrosination de I'alpha tubuline fait partie des modifications post-traductionnelles qui
en contribuant a la régulation fonctionnelle des microtubules permettent la diversité de leurs roles.
Le cycle de détyrosination/tyrosination consiste en la coupure de la tyrosine C-terminale de la
tubuline alpha par une Tubuline CarboxyPeptidase (TCP) qui peut étre ré-ajoutée par la Tubuline
Tyrosine Ligase (TTL). Ces modifications n’ont lieu que sur la tubuline et ont un réle crucial in vivo. En
effet, les souris déficientes en TTL présentent des défauts d’organisation du cerveau et meurent peu
aprées leur naissance (Erck et al. 2005). L’état de tyrosination est particulierement crucial pour la
physiologie neuronale et sa dérégulation génére des défauts majeurs de I'extension neuritique, de la
spécification et de la pousse axonale (Erck et al. 2005; Hammond et al. 2010; Konishi and Setou,
2009; Marcos et al. 2009), du transport antérograde (McKenney et al. 2016) ainsi que de la
régénérescence axonale (Gobrecht et al. 2016; Song et al. 2015). Le cycle de
détyrosination/tyrosination est également impliqué lors de la mitose dans la régulation de
I'orientation du fuseau mitotique et I'alighement des chromosomes (Barisic et al. 2015; Peris et al.
2006). L'augmentation anormale du taux de tubuline détyrosinée est par ailleurs associée a
I'agressivité tumorale ainsi qu’a un mauvais pronostic vital des patients atteints de cancer
(Lafanechere et al. 1998; Mialhe et al. 2001). Enfin, la détyrosination a été récemment impliquée
dans le mécanisme de méchanostransduction de cellules musculaires et sa dérégulation est associée
a différentes pathologies cardiaques (Kerr et al. 2015; Belmadani et al. 2002; Robison et al. 2016).

Depuis la description de son activité il y a 40 ans (Carlos E. Argarana et al. 1978), la TCP est
restée inconnue demeurant ainsi un chainon manquant d’importance majeure pour la
compréhension de la physiopathologie du cycle de détyrosination/tyrosination. L’objectif principal de
ma these fut donc la mise au point d’'un protocole de purification permettant I'identification et la
caractérisation de la Tubuline CarboxyPeptidase. Ce travail de these, qui s’inscrit a la suite de travaux
initiés par Anouk Bosson (ancienne doctorante) et Marie-Jo Moutin, est présenté dans I'article n°1

gue nous avons soumis récemment et dont les principaux résultats sont exposés ci-dessous.
2. Résultats
Stratégie de purification et identification d’un candidat « TCP » potentiel, la vasohibine-1

Avec pour objectif I'enrichissement maximal de I'activité TCP, nous avons mis au point a partir
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de cerveau de souris, une purification en trois étapes inspirée des travaux d’Argarafia et de Kumar et
Flavin (voir figure S1A de l'article n°1, Argarana et al. 1980; Kumar and Flavin 1981). La fraction finale
se révele cependant étre encore trés riche en protéines (fraction 1V, figure 1A). Ainsi afin d’isoler la
protéine portant I'activité catalytique, nous avons ensuite réalisé une étape d’affinité grace a un
inhibiteur irréversible. L'incubation d’une fraction enrichie en activité TCP avec différents inhibiteurs
commerciaux révele que I'enzyme pourrait étre une protéase a sérine ou a cystéine (voir figure S2A).
De plus, I'activité de la fraction IV montre une sensibilité 100 fois plus importante pour un inhibiteur
présentant une phénylalanine (TPCK) comparé a son homologue présentant une leucine (TLCK), ce
qui est cohérent avec une activité de coupure spécifique d’acides aminés aromatiques (voir figure
S1B).

En se basant sur ces résultats, des inhibiteurs contenant un groupement epoxide ont été
synthétisés. Il s’agit d’'une fonction particulierement intéressante car elle a 'avantage de réagir de
maniére covalente et trés spécifique avec les cystéines catalytiques (nucléophiles). Le parthénolide,
un composé utilisé pour lI'inhibition de la détyrosination dans les cellules, possede cette fonction
epoxide, qui est essentielle a son activité (Fonrose et al. 2007). En se basant sur la séquence de la
gueue C-terminale de la tubuline, la fonction epoxide a été couplée a un, deux ou trois acides aminés
de cette séquence respectivement —Y, -EY ou —EEY (figure S2B). Parmi eux I'inhibiteur epoY (fonction
epoxide suivie d’'une tyrosine, voir structure figure S1C) se révele étre le plus efficace (figure 1B) et
semble inhiber irréversiblement I'activité de détyrosination (figureS2C et 2D). Une fonction alcyne lui
a alors été rajoutée afin de rendre cet inhibiteur « cliquable » (alkyne-epoY, figure 1C). Cela signifie,
qgue par réaction de «clic », l'inhibiteur peut étre couplé de maniere covalente a des étiquettes
présentant des fonctions azides, fluorochromes ou billes d’agarose par exemple (schéma figure 1D).

L'analyse en SDS-PAGE du «clic» de la fraction IV inhibée par alkyne-epoY avec un
fluorochrome TAMRA révele un marquage spécifique des quelques bandes protéiques (figure 1E). La
réaction de « clic » a alors été réalisée avec des billes d’agaroses afin de sédimenter et d’identifier
par spectrométrie de masse les protéines cibles de l'inhibiteur (figure 1D). Le soin apporté a
I’élimination des protéines contaminantes par lavages dénaturants lors des cette étape nous a
permis d’obtenir un seul candidat largement enrichi dans I’échantillon positif, la protéine vasohibine-

1 (figure 1F, séquences peptidiques identifiées figure S2E, table S1).
Les vasohibines sont capables de détyrosiner et déphénylalaniner la tubuline alpha

La vasohibine-1 et son homologue vasohibine-2 sont principalement décrites comme
intervenant dans la régulation de I'angiogénése (voir en annexe « complément d’information
concernant la partie article n°1 »). Cependant de récents travaux de bioinformatique révéelent

gu’elles possédent toutes deux une triade catalytique non-canonique Cys-His-Ser (figure 1F) et
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gu’elles appartiennent a la famille des protéases TransGlutaminase-Like (Sanchez-Pulido and Ponting
2016). De plus, les vasohibines posseédent un partenaire protéique de forte affinité appelé SVBP
(Small Vasohibin Binding Protein) qui agirait comme une chaperonne. Nous avons alors examiné la
capacité de détyrosination de ces protéines.

Alors que l'expression des vasohibines seules dans les cellules n’entraine qu’une faible
augmentation de tubuline détyrosinée, leur coexpression avec SVBP générent une détyrosination
presque compléte de I'alpha tubuline qui est soulignée par la perte de tubuline tyrosinée (figure 2A
et 2B). Les complexes Vasohibines/SVBP sont également capables de couper la phénylalanine
présente au C-terminus de la tubuline alpha8 (figure 2C). L'activité de ces protéines semble alors
spécifique aux acides aminés aromatiques puisque lorsque I'on mute la tyrosine ou la phénylalanine
C-terminales en alanine, la génération de tubuline détyrosinée est abolie (figure 1C et $2B). Enfin,
lorsque leur cystéine catalytique présumée (Sanchez-pulido and Ponting 2016) est mutée en alanine,
la capacité de détyrosination de ces protéines est perdue (deadV1 et deadV2, figure 2A, 2B et S3A).
Afin de valider I'activité catalytique intrinseque de ces protéines, nous avons réalisés une purification
partielle des vasohibines surexprimées (figureS4A). Ces purifications montrent que la protéine SVBP
copurifie spécifiquement avec les vasohibines et que cette association n’est pas dépendante de
I"activité catalytique puisqu’elle copurifie également avec les versions mutées (deadV1 et deadV2,
figure S4A). Les tests in vitro sur microtubules purifiés confirment la capacité de détyrosination des
vasohibines et permettent d’estimer la vitesse initiale des réactions. Elles sont respectivement de 4,6
et 4,9 pmoles de tyrosine.pug™.min? pour la vasohibine-1 et pour la vasohibine-2 (figure 2D).

Les premiéres études de la Tubuline CarboxyPeptidase ont souligné I'importance de I'état
polymérisé de la tubuline pour son activité (voir paragraphe 2.2.2). En accord avec ces travaux, les
complexes vasohibines/SVBP montrent une activité plus efficace sur les microtubules que sur de la
tubuline sous forme de dimeére libre (figure 2E, S4B, C et D). De plus, la détyrosination n’étant décrite
que sur la tubuline cela suggere que la Tubuline CarboxyPeptidase possede une certaine sélectivité
pour son substrat. Afin de vérifier cette spécificité, nous avons testé la capacité des vasohibines
purifiées a détyrosiner la protéine EB1. Cette protéine possede les mémes acides-aminés C-
terminaux que la tubuline —EEY mais n’est généralement pas présente sous forme détyrosinée
(Bosson et al. 2012; Rovini et al. 2013). De maniere surprenante, seule la vasohibine 2 semble
capable de détyrosiner la protéine EB1 in vitro (figure 2F) ce qui souligne une différence biochimique

entre les deux homologues.
Les vasohibines sont impliquées dans la différenciation neuronale et le développement cérébral
Afin de confirmer I'activité et réle physiologiques de ces protéines, nous avons examiné I'impact

de la baisse de I'expression des vasohibines et de SVPB dans les neurones ou ces modifications sont
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particulierement enrichies. Méme si les protéines sont indétectables en Western-blot, I'expression
dans les neurones de ces trois protéines est fortement suggérée par la présence de leur transcrit
(figure 3A). L'utilisation d’ARN interférents ciblant les vasohibines 1 et 2 (validés en figure S5A)
entraine une diminution de tubuline détyrosinée de presque 50 % (figure 3B) témoignant de leur réle
physiologique de détyrosinase. De maniére cohérente avec I'importance du cycle pour la physiologie
neuronale (voir chapitre Il, paragraphe 4) la diminution de détyrosination s’accompagne de
phénotypes anormaux. En effet, les neurones présentent un retard de différentiation révélé par une
baisse de la proportion des neurones présentant un axone (figure 3C/D). Les axones de ces neurones
sont plus courts, le nombre des neurites primaires et de branchements de ces neurites est augmenté
(figure3E). Ces anomalies morphologiques sont également retrouvées lorsque I'on diminue le taux de
détyrosination par une baisse de I'expression de SVBP dans les neurones (figure S5B, C et D).

Afin de questionner le role des ces vasohibines in vivo, nous avons analysé l'effet de la
diminution de leur expression lors de la corticogenése chez la souris. Pour cela nous avons
électroporé les plasmides codant pour des ARN interférents dirigés contre les vasohibines dans les
progéniteurs neuronaux d’embryon de souris. L’analyse, quatre jours aprés révéle que la majorité
des neurones exprimant I’ARN contréle ont migré jusqu’a la couche supérieure. En revanche on
observe un important retard de migration des neurones exprimant les ARN interférents ciblant les
vasohibines (figure 4A et B).

Les vasohibines, en régulant la détyrosination, semblent ainsi avoir des roles fondamentaux lors
de la différentiation neuronale et le développement cortical. Ces résultats sont en accord avec
I’observation de défauts neuronaux et de I'organisation des couches corticales de la souris invalidée

pour la TTL.
3. Discussion et perspectives

Corrélation des caractéristiques biochimiques de la TCP et de la vasohibine-1

Depuis la découverte du cycle de détyrosination/tyrosination, méme si la Tubuline
Carboxypeptidase est restée non-identifiée des informations sur ses caractéristiques biochimiques se
sont accumulées. Celles-ci corrélent avec les caractéristiques de la vasohibine-1 que nous avons
identifié par spectrométrie de masse. En effet, le point isoélectrique de la TCP qui a été estimé
autour de 9 (Weizetfel et al. 1997) correspond a celui de la vasohibine-1 qui est de 9,4. Enfin, il a été
suggéré que la TCP soit un complexe de protéines dont la sous-unité catalytique aurait une masse
moléculaire d’environ 50 kDa. Cela corréle avec la vasohibine-1 qui est une protéine de 42 kDa et
dont I'activité semble effectivement nécessiter la présence d’un partenaire, la SVBP. Ces corrélations
suggerent que I'activité détyrosinase étudiée depuis 40 ans soit bien celle de la vasohibine-1. De plus,

s’il s’avere que I'association entre SVBP et la vasohibine-1 est absolument nécessaire a I'activité
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enzymatique, il serait alors fort probable que les difficultés de purifications de la TCP proviennent de

la perte de partenaire aux cours des différentes étapes.

Spécificité de substrat des vasohibines/SVBP

Dans cet article, nous démontrons que les complexes vasohibines/SVBP sont capables de
détyrosiner et déphénylalaniner la tubuline alpha in vitro. Leur activité est plus efficace sur les
microtubules que sur la tubuline libre. Cette observation peut s’expliquer de deux maniéres. D’une
part, la tubuline n"ayant pas la méme conformation lorsqu’elle est libre ou sous forme polymérisée,
les complexes TCPs pourraient reconnaitre certaines caractéristiques structurales des microtubules
facilitant leur activité. D’autre part, nous pouvons également imaginer que la probabilité de
rencontre entre I'enzyme et le substrat est favorisée lorsque la tubuline est polymérisée. Cette
derniére hypothése est appuyée par une étude montrant que la TCP est capable de détyrosiner des
fragments de la queue C-terminale de la tubuline alpha suggérant que I'intégrité de la structure du
dimeére n’est pas requise pour son activité (Weizetfel et al.1989).

Nous avons également montré que seule la vasohibine-2 était capable de détyrosiner EB1 in
vitro soulignant des différences intrinseques entre les deux homologues. Dans les cellules et tissus
EB1 n’est généralement pas retrouvée sous forme détyrosinée. En effet, en cellules fibroblastiques,
EB1 n’est jamais détectée sous forme détyrosinée et méme lorsque la TTL est absente (Bosson et al.
2012). On observe EB1 sous forme détyrosinée uniquement dans certaines cellules tumorales ou
dans les cellules endothéliales humaines de veines de cordon ombilical (HUVECs, Rovini et al. 2013)
dans lesquelles la vasohibine-1 est extrémement enrichie. Si les vasohibines sont effectivement
capables de détyrosiné EB1, ces observations suggerent que les mécanismes de régulation de la
détyrosination et de la spécificité du substrat in vivo dépendent d’autres facteurs manifestement
absents lors de ces tests.

Afin d’apporter des éléments de réponse clairs, 'obtention de vasohibines purifiées sera
nécessaire et permettra de déterminer les caractéristiques enzymatiques telles que la vitesse
catalytique mais également de préciser leur spécificité de substrat. Des mutations de la tubuline ou
d’EB1 permettraient ainsi de définir les séquences minimales de reconnaissance de substrats.
Egalement, des mutants tronqués des vasohibines permettront de révéler la fonctionnalité des
domaines de ces protéines et notamment de déterminer, s’ils existent, leur domaine de liaison aux
microtubules. Enfin, tel qu’il a été le cas pour la TTL, la cristallisation des vasohibines sera
certainement essentielle a la compréhension des mécanismes de spécificité de substrat et

notamment de son activité sur la tubuline versus sur les microtubules.
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SVBP, plus qu’une chaperonne ?

Nos travaux montrent que la coexpression de SVBP est nécessaire a I'activité des vasohibines et
que ces deux protéines copurifient. SVBP semble notamment essentielle a la solubilité des
vasohibines (Suzuki et al. 2010). Nos travaux ne permettent cependant pas de discerner le role exact
de SVBP et il sera important de déterminer si elle est nécessaire a la synthése et au bon repliement
de la vasohibine ayant alors un role transitoire de chaperonne ou s’il s’agit d’'un activateur de
I’'enzyme. Encore une fois, I'obtention des protéines purifiées et mutées sera essentielle a la

résolution du réle exact de la protéine SVBP.

Les régulateurs potentiels de I'activité détyrosinase

Il a été montré que I'augmentation globale de la phosphorylation (par traitement aux inhibiteurs
de phosphatases) entraine I'inhibition de la détyrosination ainsi que le détachement de la TCP des
microtubules (Sironi et al. 1997; Contin et al. 2003). Il envisageable que I'effet observé passe par une
phosphorylation directe de la TCP. En effet, la phosphorylation des MAPs telles que MAP1, MAP2 ou
Tau est connue pour diminuer leur capacité a se lier aux microtubules. Cela génere des charges
négatives sur ces protéines qui diminuent ainsi leur affinité pour les microtubules eux-mémes
chargés tres négativement en surface. De plus, des résultats préliminaires obtenus au laboratoire
montre que lorsque l'on traite la fraction IV avec de l'alcaline phosphatase, la détyrosination
augmente de plus de 40 %. L'ensemble de ces informations suggérent que I’activité des vasohibines,
et particulierement leur association avec les microtubules, pourrait étre régulée par la
phosphorylation/déphosphorylation. Il sera donc intéressant d’analyser la séquence des vasohibines
afin d’identifier les potentiels sites de phosphorylation. Aussi, des tests de phosphorylations in vitro
des vasohibines purifiées pourront étre réalisés avec des phosphates radioactifs permettant de
valider cette hypotheése. Enfin, des mutations (phosphomimétique ou non-phosphométique) de sites
potentiels de phosphorylation pourront alors étre réalisées permettant d’élucider I'impact de ces
phosphorylations.

L'activité des vasohibines et ainsi la détyrosination pourraient également étre régulées par le
calcium. En effet, les analyses bioinformatiques identifient les vasohibines comme des membres de
la famille de cystéine protéases, les transglutaminase-like (TG-Like). Le calcium est un régulateur
essentiel de l'activité des TG: en s’associant a ces enzymes il entraine un changement de
conformation essentiel a leur activation (Ahvazi et al. 2003; Zhang et al. 1998). L'alignement de
séquence montre que le glutamate E171, site de liaison du calcium de la TG-Like LapG, est conservé
dans les séquences des vasohibines (Sanchez-Pulido and Ponting 2016). Le calcium favorise
également l'activité de la TCP in vitro (Webster and Oxford 1996). Cet ion est connu pour défavoriser

|’état polymérique des microtubules. Sachant que la polymérisation de la tubuline favorise I'activité
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de la TCP et que le calcium également, cela suggere que cet ion ai un effet direct sur I'enzyme
(Berkowitz and Wolff 1981). L'obtention des vasohibines purifiées permettra de réaliser de
nombreux tests d’activité en différentes conditions et en présence ou absence de différents

composés et notamment celle du calcium.

Fonctions physiologiques des vasohibines/SVBP dans les neurones

Le cycle de détyrosination/tyrosination joue un rdle particulierement important dans la
physiologie neuronale. La diminution du taux de tyrosination de 40 % observée lors de la baisse de
I'expression des vasohibines génere un phénotype neuronal cohérent avec celui des neurones
déficients en TTL (Peris et al. 2009). La perturbation des taux de tubuline tyrosinée et détyrosinée
altere la pousse neuritique, la longueur axonale ainsi que le nombre de branchement. Lorsque I'on
observe des neurones a deux ou trois jours apres leur mise en culture, I'augmentation du taux de
détyrosination semble entrainer une augmentation de la longueur des neurites (Peris et al. 2009)
alors que sa diminution retarde leur pousse. Ces observations suggérent que la perturbation du cycle
de détyrosination/tyrosination altére la vitesse d’extension des neurites.

L'impact de la baisse d’expression des vasohibines, méme si elle entraine une forte modification
du taux de tyrosination, pourrait cependant passer par un autre mécanisme impliquant ces
protéines. Il serait alors intéressant de réaliser un sauvetage des neurones invalidés pour les
vasohibines par I'expression des formes inactives de ces protéines, les dead-V1 et dead-V2. L'impact

de l'activité de détyrosination des vasohibines pourra alors étre clairement déchiffré.

Régulation paralléle du cycle de détyrosination/tyrosination : la tubuline apha4

Malgré I'efficacité des shARN ciblant les vasohibines, la baisse de la tubuline détyrosinée dans
les neurones n’est pas supérieure a 40 %. Méme si I’hypothése de I'existence d’une autre TCP
neuronale peut étre considérée, la présence du reste de tubuline détyrosinée provient trés
certainement de lisoforme de tubuline alphad, la seule isoforme néosynthétisée sous forme
détyrosinée. Méme s'il a été montré que cette isoforme peut étre tyrosinée par la TTL in vitro (Gu et
al. 1988), elle existe trés majoritairement sous forme native dans le cerveau de rat (Redeker et al.
1998). Dans le cerveau la tubuline alpha4 semble étre exclusivement neuronale. Elle représente 15 %
de la tubuline de cerveau total et de ce fait constituerait une proportion beaucoup plus importante
de la tubuline neuronale. De maniere intéressante, la tubuline alpha4 est également enrichie dans les
fibres musculaires (lisses, striées et cardiaques, Villasante et al. 1986; Gu et al. 1988) ou le cycle de
détyrosination/tyrosination joue un role particulierement crucial (Robison et al. 2016; Robison and
Prosser 2017). Chez le rat, les activités enzymatiques des TTL et TCP semblent étre maximales durant

le développement et diminuent progressivement pour atteindre un minimum chez I'adulte (Alonso et
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al. 1993; Webster 1997) alors que la proportion de tubuline détyrosinée s’enrichie avec I'age.
L'expression de tubuline alpha4 dans ces cellules différenciées pourrait donc représenter une part
importante de la fraction de tubuline détyrosinée qui représente jusqu’a 50 % de la tubuline alpha.
L'isoforme de tubuline alpha4 devrait étre considérée comme partie intégrante du cycle, et son
étude sera nécessaire a la compréhension de la physiopathologie du cycle de
détyrosination/tyrosination. Par exemple, les analyses des expressions et des caractéristiques des
variants détyrosinés alphalA/B et alpha4 permettront de déterminer si ces deux isoformes

concourent a la méme fonction intracellulaire et sont ainsi interchangeables.

Réle de la détyrosination dans I’établissement des couches corticales

La baisse de l'expression des vasohibines dans les progéniteurs neuronaux entraine une
perturbation critique de I'établissement des couches corticales. Si cela révéle un réle crucial de ces
protéines durant le développement cérébral, le phénotype peut cependant provenir de différentes
étapes. En effet, I'électroporation des plasmides étant réalisée dans des progéniteurs neuronaux, les
défauts de migration peuvent provenir de l'altération de la division, de la différentiation, de la
polarisation ou encore de la migration neuronale. Afin de mieux comprendre I'implication de
vasohibines dans la génération de ces phénotypes, il serait nécessaire de réitérer ces expériences en
plagant les séquences codantes des ARN interférents apres des promoteurs spécifiques (tel que
Nestin pour les progéniteurs ou NeuroD pour les neurones post-mitotiques). Nous pourrions
également d’électroporer et/ou analyser les cortex a différents stades du développement

permettant de mieux décortiquer les mécanismes impliquant la bonne régulation du cycle.

Perspectives d’étude du cycle de détyrosination/tyrosination : implication des vasohibines

La découverte des Tubulines CarboxyPeptidases ouvre de nombreuses possibilités concernant
les perspectives d’études du cycle de détyrosination/tyrosination. Aussi, I'étude des caractéristiques
biochimiques et la cristallisation des vasohibines seront cruciales dans la compréhension des
mécanismes intracellulaires de ces enzymes. Il sera également essentiel de clarifier leur profil
d’expression spatial et temporel afin de révéler les différences entre ces deux homologues.

L’étude de I'importance de ces protéines in vivo passera par |'étude et la caractérisation des
souris invalidées pour ces protéines. Les souris invalidées pour les vasohibines 1 et 2 séparément
sont viables et ne montrent aucun phénotype pathologique externe (Kimura et al. 2009, et
I'observation des souris développées au laboratoire). Cependant, cela s’avere cohérent si I'on
imagine que les deux enzymes se compensent. Ainsi I'étude de la souris invalidée pour les deux
enzymes sera plus pertinente. Nos résultats révelent que la prolifération, la différentiation, la

polarisation ou la migration des progéniteurs neuronaux peuvent étre altérées lorsque les
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vasohibines sont absentes résultant en un retard critique de I'établissement des couches corticales.

L’étude approfondie des cellules de souris déficientes en vasohibines 1 et 2 et particulierement de

leurs neurones permettra de révéler I'implication de ces protéines dans la physiologie neuronales.
Etant donné que la souris invalidée pour la TTL présente des défauts majoritairement cérébraux,
I'analyse de lI'anatomie cérébrale de la souris invalidée pour les vasohibines sera d’un intérét

particulier.
4. Conclusions

Dans cet article, nous révélons l'identité des Tubulines Carboxypeptidases dont I'activité est
connue depuis 1977. Cette identification a été rendue possible grace a la combinaison d’une
purification poussée couplée a une étape d’affinité via un inhibiteur synthétisé suivant les
caractéristiques biochimiques de I'activité TCP. Nous avons montré que le candidat identifié en
spectrométrie de masse la vasohibine-1 ainsi que son homologue la vasohibine-2, possédent toutes
deux une activité de détyrosinase et déphénylalaninase in vitro lorsqu’elles sont coexprimées avec
leur partenaire la protéine SVBP. Nos travaux révelent que les vasohibines ont un role crucial dans la
différentiation neuronale et la diminution de leur expression in vivo génere des retards critiques lors
de I'établissement des couches corticales. Ces résultats soulignent I'importance physiologique de ces
enzymes. La révélation de lidentité des Tubuline CarboxyPeptidases, les complexes
vasohibines/SVBP, ouvre de nouvelles perspectives et ces résultats devraient permettre d’améliorer
notre compréhension du cycle de détyrosination/tyrosination et de son implication lors de processus

physiologiques et pathologiques.
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Abstract:

Reversible detyrosination of a-tubulin is crucial to microtubule dynamics and functions and
its defect has been implicated in cancer, brain disorganization and cardiomyopathies. The
identification of the tubulin tyrosine carboxypeptidase (TCP) in charge of detyrosination
remained however unsuccessful. Here, using chemical proteomics with a potent unique
irreversible inhibitor, we found that major brain TCP is a complex of vasohibin-1 (VASHI1)
with the Small Vasohibin Binding Protein (SVBP). VASH1 and its homologue VASH2, when
complexed with SVBP, exhibit robust and specific Tyr/Phe carboxypeptidase activity on
microtubules. Knock down of vasohibins or SVBP in cultured neurons results in a marked
reduction of tyrosinated o-tubulin levels and onset of severe differentiation defects.
Furthermore, knock down of vasohibins disrupts neuronal migration in developing mouse
neocortex. These results establish vasohibin/SVBP complexes as TCP enzymes. The impact
of the detyrosination enzymes on microtubule functions in health and disease may now be

further explored.

One sentence summary:
Vasohibins complexed to SVBP exhibit a-tubulin detyrosination on microtubule which is

essential to neuron polarization and brain cortex development.
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Main text:

Microtubules are cytoskeletal polymers of o/f tubulin dimers centrally involved in cell
division, motility and morphogenesis. In the detyrosination/tyrosination cycle of tubulin, the
C-terminal tyrosine of a-tubulin is removed by an elusive peptidase (TCP) and re-added by
the tubulin tyrosine ligase (TTL, for review see (/)). This cycle, which is unique to tubulin
and mostly conserved among evolution from chordate to mammals, has a vital role in vivo (2).
Tubulin de/tyrosination of o-tubulin is an important regulatory signal for mitosis (3-5), for
neuronal physiology (6-8), and for muscle mechanotransduction (9, 70). Consequently,
abnormal tyrosination levels are associated with cell transformation and tumor aggressiveness
(11, 12), neuronal disorganization (2), and heart failure and cardiomyopathies (10, 13).
Although the detyrosination reaction was first described 40 years ago (/4), the identity of
TCP remained unknown, and a complete understanding of the cycle is therefore still lacking.
Here, we successfully identified vasohibin/SVBP complexes as TCP enzymes and studied the
impact of their down-regulation on neuron physiology.

To enrich for TCP, we designed a three step purification procedure using taxol-
stabilized radiolabelled tyrosinated microtubules as a substrate to follow activity. A typical
procedure gave a final purification factor of nearly 400-fold (Figs. 1A and S1A). The last
fraction (IV) was able to cleave the C-terminal tyrosine from tubulin incorporated in
microtubules but not from EB1 (Fig. S1B). EB1 is a protein that shares a similar C-terminal
sequence with a-tubulin (-QEEY instead of -GEEY) and is generally not a substrate for TCP
in physiological contexts (/5).

To isolate the protein(s) responsible for TCP activity from fraction IV, we reasoned
that an irreversible inhibitor could be used as in other chemical proteomic studies (/6). We
first tested the sensitivity of brain TCP to various commercial protease inhibitors. The activity

was inhibited by several serine/cysteine protease inhibitors (AEBSF, TLCK, TPCK, E-64,
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parthenolide) and by the thiol-reactive compound N-Ethylmaleimide (Figs. S2A and 1B).
These results, in agreement with prior studies (/7), strongly suggested that the catalytic
activity of the putative TCP depends on a catalytic cysteine.

Although E-64 only showed modest inhibitory activity (ICso around 300 uM, Fig. 1B),
this natural product is an ideal starting point for inhibitor design because its reactive epoxide
electrophile can display a peptide or amino acid mimicking native protein C-terminus.
Furthermore, parthenolide, a compound widely used to down-regulate detyrosination levels in
cells (4, 6, 9, 10) contains an epoxide function which was shown essential to its cellular effect
(/7). We thus synthesized three inhibitors, epoY, epoEY and epoEEY, which contain the
epoxide coupled to one, two or three amino-acids from the a-tubulin C-terminus (Fig. S2B).
We found that epoY was the most potent inhibitor of the TCP activity (ICsy around 500 nM,
Fig. 1B). We therefore synthesized an analog of epoY (alkyne-epoY) that could be used for
purification of labeled targets using click chemistry to an affinity tag. Alkyne-epoY retained a
strong inhibitory potency (Fig. 1B) and irreversibly inhibited the enriched enzyme activity
(Fig. S2C, D). We performed probe labeling of fraction IV with alkyne-epoY (or the control
epoY) followed by a click reaction to attach an azide-TAMRA red-fluorescent dye (Fig. 1D).
Labeling showed specific modification of a small number of proteins around 50 kDa (Fig.
1E). To identify these inhibitor targets, we pretreated Fraction IV with either alkyne-epoY or
epoY control, isolated the labeled proteins by click reaction to azide-agarose beads, and
analyzed by mass spectrometry the proteins covalently attached to the beads (Fig 1D). The
results from three independent experiments identified the protein vasohibin-1 (VASHI1) as the
most likely TCP candidate (Table S1 and Auxiliary Supplemental Table). Peptides covering
the almost full VASH1 sequence were detected only in the alkyne-epoY treated samples (Fig.

S2E). Furthermore, recent bioinformatics data show that Vasohibin-1 and its homologue
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vasohibin-2 (VASH?2) possess a non-canonical Cys-His-Ser catalytic triad and are previously
undetected members of the transglutaminase-like cysteine proteases family (/8) (Fig. 1F).
Vasohibin proteins (41-42 kDa) have been extensively characterized as angiogenesis
regulators but are still poorly understood on a molecular level (/9). Recent studies identified
SVBP (Ccdc23) as a high affinity binding partner of vasohibins that has a chaperone-like
function (20). Consequently, we examined the ability of VASH proteins to detyrosinate a-
tubulin in cells in the absence or presence of SVBP. Expression of vasohibins alone in
HEK?293T cells resulted in a slight increase of detyrosinated tubulin, whereas expression of
either protein with SVBP resulted in a substantial increase in detyrosinated tubulin
corresponding to a nearly complete loss of endogenous tyrosinated tubulin (Fig. 2A).
Importantly, mutation of the putative catalytic cysteine on vasohibins (C179A for VASHI,
and C158A for VASH2 (/8)) abolished their capacity to produce detyrosinated tubulin.
Similarly, in murine embryonic fibroblasts (MEF), expression of the vasohibins with SVBP
resulted in complete detyrosination of endogenous a-tubulin (Figs. 2B and S3A).
Alpha-tubulins are generally encoded with a C-terminal tyrosine preceded by two
glutamates. Alpha4-tubulin lacks however the C-terminal tyrosine and a8-tubulin contains a
C-terminal phenylalanine residue. Moreover, phenylalanine can be incorporated in place of
tyrosine in tubulin and be a possible cause of neuronal dysfunction (27). We therefore tested
the substrate specificity of the vasohibins by overexpressing olB- and o8-tubulin together
with VASHI or VASH2 and SVBP in HEK293T cells. Both tubulin isotypes were cleaved by
active vasohibins when expressed with SVBP (Figs. 2C and S3B). Vasohibins were however
unable to cleave the C-terminal residue when tyrosine was mutated to alanine (Figs. 2C and
S3B), confirming the specificity of VASH proteins for C-terminal tyrosine and phenylalanine

residues.
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To further confirm the catalytic function of vasohibins and the nature of their
interactions with SVBP, we overexpressed them in HEK293T cells in the absence or presence
of SVBP and purified the resulting complexes using a cobalt resin. SVBP co-purified with
both vasohibins as expected from previous affinity measurements, (Kp 30-90 nM (20)), and
complex formation was not dependent on catalytic activity (Fig. S4A). Importantly, we found
that the two protein complexes efficiently catalyze tubulin detyrosination while complexes
containing the catalytic dead versions of the vasohibins were unable to detyrosinate tubulin
(Fig. 2D). Both complexes more rapidly cleaved microtubules compared to tubulin dimers
(Fig. 2E, S4B), consistent with the reported specificity of brain TCP (/, 22, 23). Purified
VASHI1/SVBP complex was not able to cleave the C-terminal tyrosine from EBI indicating
its clear tubulin preference, whereas, intringuingly VASH2/SVBP complex was able to
partially detyrosinate EB1 in the same conditions (Fig. 2F). In most cell types, including
neuronal-derived, C-terminal tyrosine cleavage was shown restricted to tubulin (/, 15). EBI
can however be detyrosinated in specific endothelial and tumor cells (24) and this may be
related to their VASH2 contents or defect in a regulatory mechanism.

To confirm the functional significance of vasohibins and their role in o-tubulin
detyrosination, we assessed the phenotypic effects of knocking down expression of these
proteins in differentiating neurons where the de/tyrosination cycle is highly important for
growth cone pathfinding and axon differentiation, i. e. for neuron polarization (2, 7, 8).
Although we were unable to detect vasohibins and SVBP by Western-blot in mouse neurons
using commercial antibodies, we amplified their transcripts from RNA preparations of
cultured hippocampal neurons as well as of adult and embryonic mouse brain tissues (Fig.
3A). We transfected hippocampal neurons with plasmids expressing short hairpin RNAs
(shRNAs) targeting either the vasohibins or SVBP, as well as control shRNA (validated in

Fig. S5A). Western-blot analysis showed that the levels of detyrosinated o-tubulin were
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almost decreased by 50 % when either the two vasohibins or SVPB were down-regulated,
demonstrating their significant role in detyrosination of neuronal microtubules (Fig. 3B). The
remaining pool of detyrosinated a-tubulin in the knock downs is likely due to the presence of
a4-tubulin, which genetically lacks the C-terminal tyrosine and remains in detyrosinated form
in the brain (25). Confocal images of neurons cultured 2 days in vitro (2DIV) confirmed a
decrease in the levels of the native detyrosinated a-tubulin upon reduction of vasohibins
expression (Fig. 3C). The remaining detyrosinated pools are specifically concentrated in the
axon, while a-tubulin in neurites appears highly tyrosinated. A morphometric analysis
indicated that vasohibins down-regulation led to a clear delay in axonal differentiation, as
shown by a reduced proportion of stage III cells (having an axon) both at 2DIV and 3DIV
(Fig. 3D). Tau and ankyrin staining of neurons bearing an axon confirmed normal
distribution, with Tau highly expressed in axon shaft at 3DIV and ankyrin in the axon initial
segment at 10DIV (Figs. S6 and S7). Interestingly, 2DIV neurons knocked down for
vasohibins develop an increased number of neurites and branches with overall reduced axon
length (Fig. 3E). A delay of axon differentiation and similar morphological anomalies were
observed when down-regulating SVBP (Fig. S5B-D). Thus, contrary to the premature axonal
differentiation observed in the absence of the reverse enzyme TTL (2), here we observe a
clear delay of axon differentiation when down-regulating vasohibins or SVBP.

We next tested the functional significance of vasohibins in vivo in mouse brain and
focused on the cerebral cortex where the de/tyrosination cycle is critical for the neocortex
layer organization (2). During corticogenesis neuronal migration relies in part on neuron
polarization which we showed is highly dependent on vasohibins and SVBP (Fig. 3C, D). We
electroporated E14.5 embryos with the plasmids expressing shRNAs targeting the vasohibins
as well as control shRNA, and analyzed radial neuronal migration four days later. We used

the validated shRNAs that suppressed approximately 50% of detyrosinated a-tubulin pools in
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cultured neurons (Fig. 3B). At E18.5, most neurons from control brains have reached the
upper layer (bin 1), whereas in the absence of vasohibins a significant fraction of neurons
failed to do so (Fig 4A, B). We thus conclude that these enzymes have a crucial role in
neuronal migration during brain cortex development.

Overall our results indicate a critical role of the vasohibins and of their associated
partner SVBP in neuron and brain, and further support that they are the long sought after
tubulin carboxypeptidases.

TCP remained the crucial missing element of the a-tubulin de/tyrosination cycle for 40
years. In the present work, we identify vasohibins as enzymatic proteins that perform the TCP
function (Fig. 4C). We show that their interacting partner SBVP is essential for their activity.
We reveal the critical involvement of vasohibins and SVBP in neuronal differentiation and
brain cortex development, and describe a new inhibitor targeting this family of enzymes that
could be used for further functional studies of vasohibins. The failure of prior attempts to
identify TCPs most probably resulted from the essential association of vasohibins with SVBP
for stability and activity which could likely be lost during standard purification assays. In
agreement with TCP functions, vasohibins are widely distributed in eucaryotes, have broad
tissue expression, and vasohibin-1 (which is generally more expressed than vasohibin-2) is
abundant in brain, heart and kidney (/8, 26, 27) (see also GTEx Portal on
https://www.gtexportal.org’/home/). Identification of the elusive TCP activity should now
provide an understanding, at the molecular level, of the relationship between a-tubulin
detyrosination and cellular microtubule stability (28, 29).

Interestingly, vasohibins were shown to be critical for cell and tissue integrity and
defects in these proteins were associated with cancers (30), as would be expected for enzymes

that regulate microtubule stability through detyrosination. Overall, the discovery of TCPs
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provides valuable information to unravel the function(s) of the cycle of de/tyrosination, and

its impact on health and disease.
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Fig. 1. Purification and identification of mouse brain TCP. (A) SDS-PAGE (silver
staining) of the indicated fractions of TCP enrichment from mouse brain (1 pg of proteins).
We performed an ammonium sulfate precipitation step followed by two successive ion
exchange columns stages (Fig. S1). (B) Fraction IV sensitivity to inhibitors. TPCK (Tosyl
phenylalanyl chloromethyl ketone), TLCK (Tosyl-L-lysyl Chloromethyl ketone): commercial
serine/cysteine inhibitors containing either a Phe or a Lys residue. Fraction IV activity
showed a 100-fold higher sensitivity to TPCK than to TLCK, consistent with a high affinity
for an aromatic residue. Parthenolide is a cellular detyrosination inhibitor containing an
epoxide electrophile. E-64 is a natural product inhibitor of clan CA cysteine protease
containing an epoxide electrophile. EpoY, epoEY and epoEEY are designed inhibitors
containing the epoxide from E-64 coupled with Y, EY or EEY amino-acids respectively.
Alkyne-epoY is a clickable version of epoY. Results are expressed as percentage of enzyme
activity (radioactivity assay) in the control with DMSO (mean +/- SD, n = 3-6). (C) Structure
of alkyne-epoY. (D) Schematic representation of the last steps of TCP identification using
Cu-catalyzed azide-alkyne cycloaddition (click reaction). (E) Labeling of putative TCP from
fraction IV by TAMRA probe using alkyne-epoY (non-clickable epoY is used as control). (F)
Schematic representation of mouse vasohibin-1 and vasohibin-2 (69% overall sequence
homology; 77% for core domains (clear blue boxes)). These putative transglutaminase-like
cysteine peptidases contain an unconventional triad of catalytic residues (Cys, His, Ser).
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Fig. 2. Vasohibins associated to SVBP are potent tubulin tyrosine carboxypeptidases. (A)
Immunoblot of endogenous tubulin from HEK293T cells expressing each VASH (V1, V2) or
their dead versions in the absence or presence of exogenous SVBP co-expression. Antibodies
specific to tyrosinated and detyrosinated tubulin were used to assess detyrosination.
Antibodies to a-tubulin, His and Flag respectively reveal amounts of tubulin, vasohibin and
SVBP. Non-transfected cells (-) show endogenous levels of tubulin modifications. (B)
Immunofluorescence images of de/tyrosinated a-tubulin pools from MEF cells expressing
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active or inactive VASH1 and SVBP. Vasohibins were probed with anti-GFP antibody. (C)
Immunoblot of protein extracts from HEK293T cells expressing mCherry-o1B-tubulin, each
VASH and SVBP. Native or mutated versions of alB-tubulin, respectively ending with EEF
or EEA, were used. Levels of de/tyrosinated tubulin were measured as in (A). Antibody to
mCherry demonstrates same amounts of exogenous o-tubulin. (D) Detyrosination activity of
purified VASH/SVBP complexes assessed using radiolabeled microtubules (6-8 uM), n = 3.
Active and catalytic dead versions of the vasohibins were coexpressed with SVBP in
HEK293T cells and purified on cobalt resin (Fig. S4A). A purified GFP-His construct was
used as a control. The theoretical maximal tyrosine release is indicated by a 100% line. (E)
Detyrosination activity of purified VASHI/SVBP complexes (20 or 40 nM) on brain
microtubules or tubulin dimers (5 pM) assessed by immunoblot. We controlled that tubulin
was in dimeric or in assembled form (Fig S4C) and that the same amounts of enzymatic
complexes were present (Fig S4D). (F) Detyrosination activity of purified VASH/SVBP
complexes (600 nM) on brain microtubules or recombinant GFP-EB1 (5uM). Note that
enzyme quantities are much higher than in Fig. 2E. Carboxypeptidase A (CPA) was used as
positive control. Antibodies against tyrosinated and detyrosinated EB1 were characterized in
(15).
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Fig. 3. Down-regulation of VASH1 and VASH2 affects neuronal differentiation. (A)
Vashl, Vash2 and Svbp transcripts are found in brain tissues and hippocampal neurons. RT-
PCR reactions of 45 cycles were performed for all indicated tissues and cells using 50 ng of
purified mRNA, except for GAPDH for which only 25 cycles were performed. (B) Western-
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blot analysis of the effect of VASHI and VASH2 (shV1 + shV2) or SVBP (shSVBP) down-
regulation on levels of detyrosinated tubulin in neurons. Neurons were transfected by
electroporation with shRNAs associated to turboGFP (tGFP) cDNA just before plating and
analyzed at 2DIV (results from triplicate immunoblots of three independent neuronal
cultures). (C-E) Effect of vasohibins down-regulation on neurite outgrowth and axonal
differentiation. Neurons were transfected as in B and analyzed by immunostaining at 2DIV
and 3DIV. (C) Tyrosinated and detyrosinated a-tubulin levels were imaged at 2DIV using the
same antibodies as in Fig. 2. Levels of shRNA were imaged using an anti-tGFP antibody.
Note that scale bars are different. (D) Stage IIl neurons (bearing an axon) were counted
manually on immunofluorescence images (generated as in C) from 3 to 4 different cultures at
2DIV and 3DIV. (E) Morphometric analyses of at least 85 neurons (at 2DIV) using
AutoNeurite] macro (see Methods for details) on immunofluorescence images generated as in
C. *, P<0.05; #¥* P<0.0005, ***¥* P<0.0001 (t or Mann-Whitney tests).
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Fig. 4. Down-regulation of vasohibins affects radial migration of newborn cortical
neurons. (A) Cortical coronal sections of E18.5 embryos electropored at E14.5 with indicated
shRNAs. 20 pm. (B) Quantitative analysis showing the distribution of GFP positive neurons
across the cortex divided into six equal bins. Data from 5 brains per condition, mean + SEM.
ns, not significant, F**p<0.001,  F***<(0.0001 (Mann-Whitney  test). (C)
Detyrosination/tyrosination cycle and implicated enzymes: a central position of tubulin
carboxypeptidase (TCP). oa-tubulin is usually neosynthesized with a C-terminal aromatic
residue, tyrosine for most genes or phenylalanine for a8 gene (37). a-tubulin can enter into the
de/tyrosination cycle when the af-tubulin dimer incorporates a microtubule and becomes a
TCP substrate. TCP removes the last aromatic residue generating microtubule bearing
detyrosinated o-tubulin (or aAl-tubulin). Detyrosinated a-tubulin pool can also be fed by the
direct neosynthesis from 04 gene coding for an a-tubulin without last aromatic residue. To
complete the cycle, the microtubule depolymerizes and liberates detyrosinated dimers which
can be re-tyrosinated by tubuline tyrosine ligase (TTL). Whereas TTL enzyme consists of a
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single protein, TCP enzymes discovered in the present study comprise a catalytic unit
(vasohibin) and an accessory protein (SVBP, small vasohibin-binding protein). Due to a
duplication event of an ancestral vasohibin gene, vertebrates possess two TCP catalytic
subunits, vasohibin-1 (VASHI1) and vasohibin-2 (VASH2). Detyrosinated a-tubulin is the
source of other modifications. Penultimate and ante-penultimate glutamate residues can be
sequentially processed by the CCP family enzymes to generate aA2- and aA3-tubulin,
respectively (28, 32, 33).
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Materials and Methods:

Animals. Male or females mice were used between 2-4 months old. In accordance with the
policy of the Institut des Neurosciences of Grenoble (GIN) and the French legislation,
experiments were done in compliance with the European Community Council Directive of 24"
November, 1986 (86/609/EEC). The research involving animals was authorized by the Direction
Départementale de la protection des populations—Préfecture de 1’Isere-France and by the ethics
committee of GIN number 004 accredited by the French Ministry for of Research.

Preparation of tyrosinated tubulin and microtubule, and EB1. Bovine brain tubulin (12
mg/mL, prepared as in(34)) was tyrosinated by incubation for 45 min at 30°C with purified
chicken TTL (1 mg/mL, gift from Steinmetz group) and 0.1 mM L-tyrosine or ['*C]-L-tyrosine
(0.125 pCi/nmole) in 40 mM Pipes at pH 6.7, 60 mM KCl, 2.5 mM ATP, | mM DTT, 12.5 mM
MgCl,. Microtubules polymerization was allowed by one-third dilution in 100 mM PIPES at pH
6.7, | mM EGTA, 1 mM MgCl,, 30% glycerol, 1 mM GTP and incubation at 32°C for 45 min,
followed by another 45 min incubation with 50 uM Paclitaxel (Calbiochem). Microtubules were
sedimented by 25 min centrifugation at 100,000 g and 30°C on 60% glycerol cushions. TTL-
containing supernatant was discarded and tyrosinated-microtubules were resuspended in 100
mM PIPES at pH 6.7, 1 mM EGTA, 1 mM MgCl,, 10% glycerol, 80 uM paclitaxel and stored at
-20°C. To obtain unpolymerized tyrosinated-tubulin, paclitaxel was omitted during the whole
procedure. EB1 was prepared as in(34).

TCP activity assays. In radioactivity tests using [14C]-tyrosinated taxol-stabilized microtubule,
enzyme activity was measured in 100 mM MES at pH 6.7, ]| mM EGTA and 1 mM MgCl, using
2 uM radiolabeled tubulin, except in Figs. 2D and S2D (as indicated in legend). Reactions were
performed for 45 min at 37°C (without or with previous incubation with inhibitors, see legends)
and were stopped on ice by addition of 20 pg/ml bovine serum albumin and 10% perchloric acid
and centrifugation. Tyrosine cleaved from microtubules was estimated by measuring

radioactivity in the supernatant (a zero time control was subtracted). To compose the table of



Fig. S1A, detyrosination activity from equal volumes of the various fractions was measured. In
tests with inhibitors, detyrosination activity was tested after a 20 min preincubation with
inhibitor (except in Figs. S2C and S2D where varying time of incubation were used as indicated
in legend), and results with inhibitors were expressed as percentage of the activity in the control
with corresponding solvent. In tests using Western-blots, enzyme activity was assayed with 5
UM substrates (taxol-stabilized microtubule, tubulin or EB1) in 100 mM MES at pH 6.7, | mM
EGTA and 1 mM MgCl, for times indicated in figures. Positive controls were done with
carboxypeptidase A (2 ng/mL). Reactions were stopped by addition of Laemmli buffer. A
reaction with carboxypeptidase A (CPA), which efficiently cleaves aromatic and aliphatic C-
terminal residues, was used as positive control. In tests using VASH/SVBP complexes purified
on cobalt resin from HEK293T cells, enzymes concentration were approximated from in-gel
Coomassie-blue staining of purified VASHI and VASH2 together with standards of bovine
serum albumin.

Enzyme enrichment. We designed a three-step purification procedure from brain lysate inspired
from previous efforts(23, 35). All steps were carried out at 4°C. Adult mice brains were
homogenized in 50 mM phosphate buffer at pH 6.7, 1 mM EGTA, 1 mM MgCl,, 1 pg/ml
DNAse with a protease inhibitor cocktail (cOmplete EDTA-free, Roche) and centrifuged 1h at
100,000 g. The supernatant was collected (FractionI). In step 1 (ammonium sulfate
fractionation), Fraction I was slowly brought to 45% ammonium sulfate, incubated for 15 min
and centrifuged 20 min at 15,000 g. Resulting supernatant underwent the same procedure at 65%
ammonium sulfate. The pellet was re-suspended in one-eighth of initial volume with 50 mM
MES pH 6.7, 1 mM EGTA, | mM MgCl, and desalted using Bio-Gel P30 (Bio-Rad) equilibrated
with the same buffer (Fraction II). In step 2 (strong anion column), Fraction II was loaded onto a
5 mL Hitrap Q XL column (GE Healthcare) connected on a BioLogic DuoFlow chromatography
systems (Biorad) and unbound proteins were collected (Fraction III). In step 3 (strong cation

column): Fraction III adjusted to pH 6.2 and 0.12 M NaCl, was loaded on a SmL Hitrap SP XL



column (GE Heathcare). Proteins were eluted with a 0.12 M to 1M NaCl gradient. Protein
fractions were equilibrated in 50 mM MES at pH 6.7, 1 mM EGTA, 1 mM MgCl, (by desalting
with BioGel P-30). TCP activity assay was performed on these fractions and activity containing
fractions were pooled (Fraction IV). Purification data of a typical experiment are shown in Figs.
1A and S1A. For the quick enzyme enrichment (used in Fig. S1C, E, F), brain homogenate was
directly proceeded to step 3, and then desalted.

Synthesis of inhibitors of TCP activity. For full synthesis details and compound
characterization see Auxiliary Information.

Click chemistry (Cu-catalyzed azide-alkyne cycloaddition, CaCAAC reaction). Fraction IV
was equilibrated in phosphate buffered solution at pH 7.4 and concentrated to 2 mg/ml.
Following 1h incubation at 37°C with 10 uM of alkyne-epoY or 10 uM of epoY (respectively
clickable and control irreversible inhibitors, see structures in Fig. 1C, S2B), two equivalent
volumes of azide-agarose beads (Jena Biosciences) were then added and click reaction was
started by addition of 1 mM CuSOQOy, 100 uM TBTA and 1 mM TCEP. Reaction was completed
in 3h at room temperature. For fluorescence labeling, 100 uM 5/6-TAMRA-PEG3-azide (Jena
Bioscience) was used instead of azide-agarose beads.

Mass Spectrometry sample preparation. Removal of non-specifically bound proteins, and
peptides preparation to be analyzed were achieved according to the Click Chemistry Capture Kit
protocol (Jena Bioscience). Quickly, agarose-bound proteins were reduced and alkylated. Beads
were washed with 1% SDS and 8M urea. On-beads tryptic proteolysis (using Sequencing Grade
Modified Trypsin, Promega) was performed and released peptides were purified on C18
cartridges (Ultra-Micro spin columns, Harvard Apparatus).

Mass spectrometry-based proteomic analyses. Peptides were analyzed by nanoliquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry (Ultimate 3000 coupled to LTQ-Orbitrap
Velos Pro, Thermo Scientific) using a 120-min gradient as described in (36). Peptides and

proteins were identified through concomitant searches against Uniprot (March 2017 version,



Mus musculus taxonomy), classical contaminants (homemade) and the corresponding reversed
databases using Mascot (version 2.5.1). The Proline software (http://proline.profiproteomics.fr)
was used to filter the results (conservation of rank 1 peptides, peptide identification FDR < 1%
as calculated on peptide scores by employing the reverse database strategy, and minimum of 1
specific peptide per identified protein group) before performing a compilation, grouping and
comparison of the protein groups from the control and positive samples. Proteins from the
contaminants database and additional keratins were discarded from the final list of identified
proteins. Only proteins identified with a minimum of 3 specific spectral counts in the 3 replicates
of positive samples and absent from the control samples were further considered.

Expression constructs. Mouse vasohibin-1 (VASH1) and vasohibin-2 (VASH2) c¢DNAs
(accession numbers NM_177354 and NM_144879, respectively) were PCR-amplified and
inserted into a home-made CAG promoter-containing vector, that generates proteins with a Flag
tag at the N-terminus and with superfolder-GFP (sfGFP(37)) and a 6 His tag at the C-terminus
(Flag-vasohibin-sfGFP-His). The corresponding control plasmid encodes Flag-sfGFP-His
protein. Bicistronic plasmids allowing coupled expression of both vasohibins and SVBP were
obtained by introducing, downstream of the Flag-vasohibin-sfGFP-His cDNA, a cassette
containing the encephalomyocarditis virus IRES sequence followed by the cDNA encoding
mouse SVBP (accession number NM_024462) with a C-terminal Myc-tag (Flag-vasohibin-
sfGFP-His/SVBP-Myc). Point mutations were introduced by PCR to generate enzymatically
dead versions of vasohibins: C179A for VASHI and C158A for VASH2, according to the
numbering of accession numbers NP_796328 and NP_659128, respectively. The plasmid
encoding mouse SVBP with C-terminal Myc and Flag tags (SVBP-Myc-Flag) was obtained from
OriGene. Mouse EbI cDNA (accession number NM_007896) was inserted into an EGFP-tagged
vector in order to generate EB1-EGFP. Plasmid encoding His-EB1 for protein production in E.
coli was described in (/5). cDNAs coding for human tubulin olB and mouse tubulin a8

(accession numbers NM_006082 and NM_017379, respectively) were PCR-amplified and



inserted into a vector with N-terminal mCherry tag. Point mutations in a-tubulin cDNAs were
introduced by PCR to replace the last aromatic residue by an alanine: Y451A for alB-tubulin
and F449A for a8-tubulin, according to the numbering of accession numbers NP_006073 and
NP_059075, respectively. Plasmid expressing mouse-specific shRNAs were from OriGene:
TL511800B for Vashl, TL506751C for Vash2, TL517601B for Svbp and TR30021 for control.
All constructs were verified by DNA sequencing.

Purification of His-tagged vasohibins from HEK293T cells. HEK293T cells cotransfected
with plasmids allowing expression of GFP or active/inactive forms of vasohibins and SVBP
(Flag-sfGFP-His or Flag-(dead)VASH1/2-sfGFP-His and SVBP-Myc-Flag) were lysed in Tris
buffer at pH 8.0, 0.5% TritonX100, ImM MgCl,, 200 mM NaCl, 5 mM imidazole in the
presence of protease inhibitor cocktail (cOmplete EDTA-free, Roche). After centrifugation (10
min at 16.000 g and 4°C), supernatants were collected and added onto 20 puL of cobalt resin
(Sigma) and incubated for 3h at 4°C. After 3 washes with lysis buffer, proteins were eluted using
200 mM imidazole, Tris buffer at pH 8.0, 1 mM MgCl,, 200 mM NaCl. Purified proteins were
equilibrated by dialysis at 4°C in 100 mM Pipes, | mM EGTA and 1 mM MgCl, and directly
used in radioactivity assays.

Cell culture and transfection. Hippocampal neurons and MEFs were prepared as previously
described(2). HEK293T cells were maintained under standard conditions. HEK293T cells were
transfected with JetPRIME transfection reagent (Polyplus-Transfection). MEFs and neurons
were transfected using Amaxa Nucleofector kits (Lonza). A ratio of 1:1 was generally used for
cDNA co-transfections (for VASH1/2 with SVBP, or for mCherry-tubulin with bicistronic
plasmids allowing coupled expression of VASH1/2 and SVBP.

Western-blotting and immunofluorescence. Detyrosination activity was detected using
antibodies specific for tyrosinated tubulin (YL, Tyr-tub) or native EB1 (Tyr-EB1), and C-
terminally detyrosinated tubulin (deTyr-tub) or EB1 (deTyr-EB1). Control of total tubulin or

EB1 was estimated with antibodies that recognizes both species (total a-tub or a3Al, total EB1



from BD Transduction lab.). All these antibodies were described and characterized in (/5). The
other primary antibodies, anti-His, anti-Flag, anti-GFP, anti-turboGFP, anti-mCherry, anti-Tau
and anti-ankyrin were from Qiagen, Molecular Probes, Chromotek, Invitrogen, Sigma, Millipore
and Santa-Cruz, respectively. For Western-blotting, cells were collected after 24 h of
transfection. After washing with phosphate-buffered saline (PBS) medium at 37°C, cells were
directly lysed in Laemmli buffer. Protein extracts were loaded on 10% acrylamide gels (Mini-
PROTEAN® TGX Stain-Free™, Invitrogen) and transferred with Trans-Blot® Turbo (BioRad).
Membranes were incubated with primary and secondary antibodies conjugated with HRP and
finally revealed with Chemidoc camera (Biorad). For analysis and graphical representations of
immunoblots (Fig. 4b), protein bands were quantified from triplicate blots of 3 different
experiments using ImagelJ software (National Institutes of Health, Bethesda, MD). Detyrosinated
a-tubulin signal was normalized to the total protein content of the sample estimated from a stain-
free image. For immunofluorescence, cells were generally fixed at 37°C in 4% para-
formaldehyde, 4.2% sucrose, phosphate buffered saline medium (PBS) (except for ankyrin
staining for which methanol fixation at -20°C was used) and permeabilized using 0.1% Triton X-
100, PBS. Cells were then incubated with primary antibodies, followed by incubation with
secondary antibodies (see below) conjugated with either alexa-488, cyanine-3 or cyanine-5
fluorophores (1:1000). Nuclei were stained using Hoescht 33258 (1 pg/ml).

RT-PCR amplification. Messenger RNAs from cells and tissues were prepared with the
Dynabeads purification kit (Invitrogen). RT-PCR were performed with the Superscript One step
RT-PCR System (Invitrogen) in 12.5 pL with 50 ng RNA. Products of respectively 697, 748
and 154 bp from mouse Vashl, Vash2 and Svbp were amplified at 58°C by 45 cycles using the
following primers: 5’-TACAAACCGCCCGCCTTCC and
5’-ACAGACCCTGACAGCTACCAACA for Vashl, 5°-GCAGCCTTCCATTGAGCGGT and

5’-CAGTCAACCCAGGGCTTTGCC for Vash2, 5’-CCAGCAGGAGCTGAAGCAAAGA and



5’-GCACCAGTTCCTCTGCCGGG for Svbp. GAPDH was amplified at 64°C by 25 cycles with
5’-TCAACGGGAAGCCCATCACCA and 5’-GTTTCTCCAGGCGGCACGTC primers.
Morphometric neuron analysis. Mosaic images of 2DIV neuron fixed and stained with anti-
tubulin antibody were acquired with a 20X N.A 0.5 objective on a DMI6000 Leica microscope
with a motorized stand. Images were segmented after enhancement with a DoG filter. The cell
bodies of single neurons were manually selected and used to process neurons individually with
an homemade AutoNeurite] macro. Briefly the neuron images were skeletonized and neuritic
loops were resolved using the "Analyze Skeleton 2D/3D Image] plugin"(38). The ends of
neurites were marked using the "BinaryConnectivity" imageJ plugin (developed by G. Landini,
http://www.mecourse.com/landinig/software/software.html). Images of each neurite from their
ends to the cell body were produced. Among the neurites with a path overlap, the longest was
defined as primary neurite. The images of primary neurites were substracted to images of
overlapping neurites, thus defining secondary neurites and number of branching. Neurite lengths
were measured. Neurites with a length inferior to 12 um were not considered in order to avoid
skeletonization artifacts. An axon was defined among primary neurites of a single neuron if its
length was at least 48 pm and 1.3-times longer than any other primary neurite. Using this macro
we selected a minimum of 27 neurons for each condition and compared the mean axonal length,
mean primary neurite number and branching frequency.

In utero electroporation, tissue processing, immunohistochemistry and analyses. A full
description is available in (39). Briefly, embryos from anesthetized timed-pregnant mice were
electropored at E14.5 with plasmids allowing expression of shRNAs (see above). Four days later
(E18.5), embryonic brains were dissected, fixed, cryosectioned and placed onto slides for
analyses. Anti-tGFP primary antibodies (1:300) was incubated overnight at 4°C. Nuclei were
counterstained with DAPI (Roche). Images were acquired with a 20X N.A 0.5 objective on a
DMI6000 Leica microscope with a motorized stand and analyzed with Image J. The cortical

region where transfected cells were detected was divided into 6 bins of equal surface in which



GFP positive (GFP") neurons were counted (5 embryos per condition, 3 slides per embryo). At

least 260 GFP* neurons were counted per embryo.

Authors Contributions:

CA performed most of the experiments (Figs 1, 2, S1-S4) and succeeded to identify brain TCP.
AB initially developed TCP enzyme enrichment steps. MB designed the covalent inhibitors used
to purify brain TCP. SS and NA synthesized and performed analytical characterization of the
TCP inhibitors. LS together with CA worked out labeling and purification methods using the
covalent inhibitors. YC performed the mass spectrometry-based proteomic analyses. CB
engineered all DNA constructs. LP, PH and MJM performed the experiments with neurons and
LP analyzed them. ED and BB developed AutoNeuriteJ macro used for neuron morphometric
analysis. JLF electropored mouse embryos and CA quantified cortical neurons migration. FV
assisted everybody for plasmids amplifications and basic biochemistry. MJM oversaw the entire
project and assisted with data interpretation. AA, KR, JVD, CB, CD, LL and SH provide
intellectual inputs to the project. CA, MJM and MB wrote the manuscript with the contribution

of all co-authors.



A

Fraction Purification Volume  Protein Total activity Specific activity Purification Yield
step (ml)  amount (mg) (umole) (umole/mg) (fold) (%)
| Brain homogenate 70 338,56 1,41 0,004 - 100
I Ammonium Sulfate 7 39,35 3,77 0,096 23 267
1 Q sepharose 20 15,03 3,17 0,211 51 225
v SP sepharose 6 0,09 0,14 1,533 368 10
B Fraction IV CPA Fraction IV CPA
0 30 60 60 min 60 60 min
Tyr-tub | e -« Tyr-EB1 | e
deTyr-tub L — — 1 deTyr-EB1 =
total o-tub | " - — - k 55 kDa total EB1 | s e =~ 36KkDa

Fig. S1. TCP enriched fraction prefers tubulin as substrate. (A) Table of enzyme enrichment
steps from mouse brain tissue. Detyrosination activity from equal volumes of the various
fractions was estimated by measuring tyrosine released from [MC]—tyrosine labeled microtubules
(2 uM) after 45 min incubation. (B) Detyrosination of tubulin and EB1 (5 uM) by fraction IV
revealed by Western-blot. A reaction with carboxypeptidase A (CPA) was used as positive
control.

10



120 -
0 o} epoY
100 | /\OJWW)LH OH
—_ 0
g %0
OH
Z 60
2
=
3] 4 0 o} H O
40
< /\0)l - N MOH epoEY
20 1 = 0 =
=
0 . ] OH
o
- 0_ _OH OH
< €C € € WL ¥ ¥ < [)
EEEE800%F 8 N EEP
0% QAL W=z N N N\_)LN OH  epoEEY
m 53z 2 T N
; : b
©
o OH
c D
100
2000 ——
,8/0
80 H
& \ 1600+
5 =y
s 60 >
Z < 1200/
% 40 > m Control
< 2 8004 98.1% alkyne-epoY
: =
20 <
1 4007
0
! ; : o M.
0 30 60 90 120 1 10
Preincubation time (min) MT (uM)
E
1 MPGGKKVVPSGSSSASPNAAATTTAAAAAAAAAPHSGTKRLETTEGASAQRDEEPEEEGEEDLRDGGVPFFINRGGLPVDEATWERMWKHVAKIHPDGEKVALRIRGATDLPKIPIPSVE 120
122 TFQPTTPVPERLEAVQRYIRELQYNHTGTQFFEIKKSRPLTGLMDLAKEMTKEALPIKCLEAVILGIYLTNSMPTLERFPISFKTYFSGNYFRAIVLGVNFGGRYGALGMSRREDLMYKP 240
241 PAFRTLSELVLDYEAAYGRCWHVLKKVKLGQCVSHDPHSVEQIEWKHSVLDVERLGREDFRKELERHARDMRLKIGKGTGPPSPTKDRKKDVSSPQRAQSSPHRRNSRSERRPSGEKKPA 360
361 EPKAMPDLSGYQIRV 375

Fig. S2. Inhibition and identification of mouse brain TCP. (A) Screening of proteases
inhibitor potencies on the activity of the enzyme-enriched fraction prepared by the quick
enrichment protocol. Inhibitors were used at the supplier’s highest advised concentration. Results
with inhibitors are expressed as percentage of the activity in the control (mean+/-SD, n = 3-5).
(B) Structure of designed inhibitors, EpoY, epoEY and epoEEY. (C) Time-dependent inhibition
of putative TCP by alkyne-epoY. Fraction IV was preincubated with 1 pM alkyne-epoY and
detyrosination activity was tested as in A. Results are expressed as the percentage of activity in
the control (mean +/- SD, n = 3). Increasing the time of pre-incubation with alkyne-epoY
enhanced its inhibitory effect, indicative of a covalent reaction between inhibitor and putative
TCP. (D) Effect of substrate concentration on alkyne-epoY inhibition. Fraction IV was
preincubated 3h with 1 pM inhibitor or DMSO (control) before activity measurement on
radiolabeled microtubules. Results are expressed as the mean +/- SD (n = 3). Increasing levels of
microtubules by 10-fold did not restore the tyrosine cleavage activity of inhibited Fraction IV.
(E) Sequence of mouse vasohibin-1 (VASHI) with all the peptides (underlined in black)
identified by mass spectrometry of three independent purifications. The putative catalytic triad
residues are in bold. No vasohibin-1 peptide was found in the three control experiments done
with epoY which is not clickable. No peptide carrying the catalytic Cys179 (underlined in red)
was identified due to its covalent binding to inhibitor and agarose beads.
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Fig. S3. VASH1 and VASH2 associated to SVBP are potent tubulin Tyr/Phe
carboxypeptidases. (A) Immunofluorescence analysis of de/tyrosinated o-tubulin pools from
MEEF cells cotransfected with plasmids encoding active or inactive VASH2 and SVBP (V2 or
deadV?2, respectively). Carboxypeptidase activity was revealed by immunofluorescence with the
same antibodies as in Fig. 2. Vasohibins were probed with anti-GFP antibody. (B) Immunoblot
of protein extracts from HEK293T cells expressing mCherry-a8-tubulin, each VASH and SVBP.
Native or mutated versions of a8-tubulin, respectively ending with EEY or EEA, were used.
Levels of de/tyrosinated tubulin were measured as in Fig. 2A. Antibody to mCherry
demonstrates same amounts of exogenous a-tubulin.
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Fig. S4. Purification and properties of VASH/SVBP complexes. (A) Western-blot analysis
(upper panels) and SDS-PAGE (lower panel) of the purification of vasohibin/SVBP complexes.
Vasohibins and their catalytic dead versions were co-expressed with SVBP in HEK293T cells as
in Fig. 2A and then purified on cobalt resin. A GFP construct (bearing an His-tag) was used as
control. GFP and vasohibins were probed with anti-His antibody, and SVBP with anti-Flag
antibody. Western-blot analyses of unpurified (lysate) and purified (eluate) protein extracts and
SDS-PAGE of purified protein extract are presented. Note that SVBP (devoid of His-tag) was
co-purified with all vasohibins but not with GFP. (B) Detyrosination activity of purified
VASH2/SVBP complexes on purified brain microtubules or tubulin dimers assessed as in Fig.
2E. (C) Control by SDS-PAGE of non-assembled microtubule (tubulin dimers, Tub) or
assembled microtubules (MT) used in Figs. 2E and S4B. MT and Tub extract (500 ng) were
centrifuged 15 min at 25°C and 200,000 g. SN, supernatant. (D) Control by Western-blot of
VASHI, VASH2 and SVBP amounts used in Figs. 2E and S4B.
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Fig. S5. Down-regulation of SVBP alters neuronal differentiation. (A) Validation of VASHI,
VASH2 and SVBP shRNAs. HEK293T cells were co-transfected with plasmids allowing
expression of the protein and of the corresponding shRNA or of a control shRNA. Crude protein
extracts were analyzed by Western-blot with anti-GFP and anti-Flag to test the presence of
VASHI1/2 or SVBP, respectively, and with anti-turboGFP to assay the presence of shRNA; (B-
D) Effect of SVBP down-regulation on neurite outgrowth and axonal differentiation. Neurons
were transfected as in Fig. 3B and analyzed by immunostaining at 2DIV and 3DIV. (B)
Tyrosinated and detyrosinated o-tubulin levels were imaged at 2DIV as in Fig. 2. Levels of
shRNA were imaged using an anti-tGFP antibody. (C) Stage III neurons (bearing an axon) were
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counted manually on immunofluorescence images (generated as in B) from 3 to 4 different
cultures at 2DIV and 3DIV. (D) Morphometric analyses of at least 27 neurons (at 2DIV) using
AutoNeurite] macro (see Methods for details) on immunofluorescence images generated as in B.
*, P<0.05; **, P<0.005; ***, P<0.0005 ( or Mann and Whitney tests).
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Fig. S6. Effect of vasohibins or SVBP down-regulation on Tau staining of axons. Neurons
were transfected by electroporation with shRNAs associated to turboGFP (tGFP) cDNA just
before plating and analyzed by immunofluorescence for tyrosinated tubulin and Tau contents at
3DIV. Transfected cells were imaged using an anti-tGFP antibody.
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Fig. S7. Effect of vasohibins or SVBP down-regulation on ankyrin staining of axons.
Neurons were transfected by electroporation with shRNAs associated to turboGFP (tGFP) cDNA
just before plating and analyzed by immunofluorescence for tyrosinated tubulin and ankyrin
levels at 10DIV. Levels of shRNA were imaged using an anti-tGFP antibody.
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Peptide Start  Stop Best Mascot Score TCP-R1 TCP-R2 TCP-R3
KVVPSGSSSASPNAAATTTAAAAAAAAAPHSGTK 6 39 27.48 1
VVPSGSSSASPNAAATTTAAAAAAAAAPHSGTK 7 39 58.66 2 1
RLETTEGASAQRDEEPEEEGEEDLR 40 64 44.40 2
DEEPEEEGEEDLR 52 64 92.22 2 1
DEEPEEEGEEDLRDGGVPFFINR 52 74 60.40 2
GGLPVDEATWER 75 86 59.10 3 1
IPIPSVPTFQPTTPVPER 114 131 69.72 3 2 1
IPIPSVPTFQPTTPVPERLEAVQR 114 137 42.11 3 -
ELQYNHTGTQFFEIK 141 155 53.71 1
SRPLTGLMDLAK 157 168 37.63 1
TYFSGNYFR 205 213 33.69 1
HIVLGVNFGGR 214 224 36.52 2
YGALGMSR 225 232 39.87 1 1 1
EDLMYKPPAFR 234 244 28.16 1
TLSELVLDYEAAYGR 245 259 83.16 3 1
LGQCVSHDPHSVEQIEWK 269 286 27.42 1
HSVLDVER 287 294 42.80 1
AMPDLSGYQIR 364 374 51.10 1
AMPDLSGYQIRV 364 375 48.64 1

Table S1. Vasohibin-1 peptides identified by mass spectrometry-based analysis (see
Auxiliary Table for detailed proteomic analyses). Numbering of start and stop amino acids is
according accession number NP_796328. Numbers of spectral counts (SC) are indicated for each
of the 3 independent fractions prepared using the clickable inhibitor (TCP-R1 to TCP-R3).
Lower amounts of purified brain extract were used in R2 and R3 than in R1 (3- and 2-fold,

respectively).
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Article n°2: « Evidence for new C-terminally truncated variants of a- and f3-
tubulins»

1. Introduction

La tubuline est sujette a de nombreuses modifications post-traductionnelles qui participent a
la diversité des microtubules et ainsi a celle de leurs fonctions. Nous avons vu le cycle de
détyrosination/tyrosination faisant intervenir les vasohibines/SVBP qui coupent la tyrosine C-
terminale de I’alpha tubuline ainsi que la TTL qui la rajoute. A la suite de la détyrosination (laissant
apparaitre la séquence C-terminale -GEE), une coupure supplémentaire peut étre générée libérant le
pénultiéeme glutamate de la séquence primaire formant la tubuline alpha delta-2 (-GE). Ce variant
peut étre généré par cing membres de la famille des déglutamylases, les CCPs 1, 2, 3, 4 et 6
(Rogowski et al. 2010; Tort et al. 2014). Puisque la tubuline delta-2 présente un glutamate C-terminal
nous nous sommes demandés si certaines CCPs seraient capables de le couper générant alors une
nouvelle forme de tubuline, la tubuline alpha delta-3. Avant la publication de nos travaux, Berezniuk
et al. ont alors montré que la CCP5 était capable de générer ce variant delta-3 (Berezniuk et al.,
2013). Les résultats de ce deuxieme article présentés ci-dessous révelent alors non seulement
I’existence physiologique de ce variant mais également les autres membres de la famille de CCPs

capables de le générer.
2. Résumé
Spécificité de I'anticorps 3EG

Afin d’étudier I'existence physiologique de la tubuline alpha delta-3, nous avons développé un
anticorps antipeptide dirigé contre la séquence GEGEEEG. Il a d’abord été essentiel de vérifier sa
spécificité. Ainsi, en exprimant en cellules les différents variants de la tubuline alpha (tyrosinée,
détyrosinée, delta-2 et delta-3) nous avons montré par Western-blot que cet antipeptide est tres
spécifique du variant delta-3 (figure 1A de I'article n°2). De plus, des mutations ponctuelles de la
séquence C-terminale de 'alpha delta-3 ont permis de définir la séquence —EEEG comme épitope

minimal reconnu par cet antipeptide (figure 1B). Cet anticorps est ainsi appelé anticorps 3EG.
Etude de la présence et de la quantité physiologique de la tubuline delta-3

Dans le but de vérifier I'existence physiologique de la tubuline alpha delta-3 nous avons analysé
différents tissus de souris. Parmi ces tissus, la tubuline delta-3 semble présente uniquement dans le
cerveau (figure 2A). L’analyse de différents types de cellules montre que la tubuline delta-3 est
spécifique des neurones (figure 2B), ce qui est cohérent avec la présence de tubuline delta-2
également exclusivement neuronale. Cependant, contrairement a la tubuline delta-2 qui s’accumule

avec le vieillissement des neurones (figure2C) et des souris (figure2D et E), la tubuline delta-3 est
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enrichie dans les neurones jeunes (figure 2C) et montre un pic de présence dans le cerveau autour de
la naissance des souris (figure 2D et E). Afin de mieux caractériser les espéces de tubuline alpha
présentes dans le cerveau nous avons estimé leur quantité relative dans le cerveau de souris adulte
et embryonnaire. Alors que dans le cerveau embryonnaire les tubulines tyrosinée, détyrosinée, delta-
2 et delta-3 représentent respectivement 69, 27, 2 et 1,3%, celles-ci évoluent a 25, 45, 28 et 1% dans
le cerveau adulte (figure 2F et G). Cohérent avec une augmentation de la détyrosination et de la
tubuline delta-2 au cours du développement du cerveau, ces résultats révelent cependant que le

variant delta-3 ne représente qu’une infime proportion de la tubuline alpha totale.
Mise en évidence de la formation de tubuline delta-3 par certaines CCPs

En considérant que certaines déglutamylases générent la tubuline delta-2 a partir de la tubuline
détyrosinée, nous avons voulu déterminer la capacité de ces enzymes a former de la tubuline delta-3.
En coexprimant les différentes CCPs avec la tubuline delta-2 couplée a la mCherry, nous montrons
que les CCPs 1, 4, 5 et 6 sont capables de générer la tubuline delta-3 alors que les CCPs 2 et 3 ne
possédent pas cette aptitude (figure 3A panneau de gauche). De maniére cohérente avec les travaux
précédents (Rogowski et al. 2010), nos résultats révelent que seule la CCP5 n’est pas capable de
former de la tubuline delta-2 (figure 3A, panneau de droite). Ces résultats soulignent des différences
biochimiques entre les différents membres de la famille des déglutamylases. En effet, alors que les
CCP1, 4 et 6 semblent couper indifféremment entre une glycine et un glutamate (-G-E) ou entre deux
glutamates (-E-E), les CCPs 2,3 et la CCP5 montrent des spécificités de site de coupure (entre -E-E

pour CCP2 et 3, ou entre —G-E pour CCP5) (schéma figure 3F).
Régulation de la génération de la tubuline alpha delta-3

Nous nous sommes ensuite intéressés a la régulation de la formation de delta-3. Etant donné
que la formation de tubuline détyrosinée et de tubuline delta-2 nécessite la stabilisation des
microtubules pour étre générée, nous nous sommes demandés si cette stabilisation favorisait aussi la
formation de la tubuline delta-3. De maniére surprenante, dans les cellules enrichies en tubuline
delta-2 (cellules HEK293T transfectées par la CCP1) la stabilisation des microtubules par traitement
au taxol abolit la génération de tubuline delta-3 (figure 3E). La dynamique des microtubules semble
donc nécessaire a I'existence de ce variant et leur stabilisation défavorable a sa formation. Ces
observations réveélent un mode de régulation de la formation de tubuline delta-3 tres différent de
ceux des autres variants de la tubuline alpha.

Afin d’élucider les propriétés de cette tubuline, nous nous sommes intéressés a sa répartition
entre les fractions de tubuline libre et polymérisée dans les neurones hippocampaux. Nous montrons

ainsi que la tubuline delta-3 est majoritairement présente sous forme polymérisée (figure 6C,
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graphique de gauche). De plus, contrairement a la tubuline détyrosinée rapidement reconvertie en
tubuline tyrosinée dans le cytosol lorsqu’on induit la dépolymérisation des microtubules, la tubuline
delta-3 cytosolique semble persister (figure 6C, graphique de droite). La présence de la tubuline
delta-3 a I'état de dimere suggéere que la réversion de ce variant en tubuline delta-2 (ou tout autre

modification de celle-ci) dans le cytoplasme, si elles existent, s’effectuent de maniére lente.
Découverte d’une tubuline beta tronquée

Lors de I'analyse par Western-blot des différents tissus de souris avec I'anticorps 3EG, nous
avions observé la présence d’une bande d’une cinquantaine de kilo daltons dans tous les tissus
(figure 2A). Le marquage révélé par I'anticorps 3EG en immunofluorescence étant uniquement
microtubulaire et la bande en Western-blot se comportant comme de la tubuline beta, nous avons
supposé qu’il s’agisse effectivement d’une tubuline beta. Afin de vérifier cette hypothése, nous avons
réalisé une purification de tubuline ainsi qu’'une immunoprécipitation de tubuline alpha et beta de
cellules HEK293T (figure S4 et 4A). Les Western-blot de ces extraits enrichis en tubulines révelent
gu’il s’agit bien d’une tubuline beta. L’analyse en spectrométrie de masse de préparation de tubuline
de cerveau de souriceaux nous permit d’identifier la bande révélée comme correspondant a la
tubuline beta2A/B tronquée de ses quatre derniers acides aminés -EDEA, ainsi nommée beta deltad
(figure 4C et D). La tubuline beta deltad est ubiquitaire (figure 2A, 4A), sa quantité ne varie pas au
cours du développement de la souris ou du cycle cellulaire (figure 5B). Enfin, la surexpression des
CCPs dans les cellules HEK293T ne semble pas suffisante pour faire varier la quantité de beta deltad

(figure 5C).
3. Discussion et perspectives

La tubuline delta-3, une variant singulier

Dans ce manuscrit, nous montrons I'existence physiologique d’un variant neuronal, la tubuline
alpha delta-3. La quantification des espéces de tubuline alpha révele que la tubuline delta-3 ne
représente pas plus de deux pourcents de la tubuline dans le cerveau de souris. De plus, ce variant
présente une distribution temporelle unique avec un enrichissement observé autour de la naissance.
Ces observations suggérent que ce variant possede un role précis et notamment au cours du
développement dont I'élucidation nécessitera I'étude de ses spécificités moléculaires.

Le profil de régulation de ce variant apparait singulier. En effet, la tubuline delta-3 qui est
majoritairement microtubulaire, est générée par les déglutamylases a partir de la tubuline delta-2.
Cela signifie que la persistance et le vieillissement du microtubule permettant la génération de la
tubuline détyrosinée puis de la tubuline delta-2 sont nécessaires a sa formation. Cependant lorsque

I’on stabilise les microtubules par traitement taxol la génération de la tubuline delta-3 est abolie. Ces
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observations suggérent qu’un regain de dynamique de microtubules agés est essentiel a la
génération de tubuline delta-3. La présence de tubuline delta-3 sur les microtubules dynamiques
pourrait étre expliquée par une préférence des CCPs générant la tubuline delta-3 pour la tubuline

dimérique (voir figure 25).

Microtubule Dimére de tubuline
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Figure 25 : La présence de tubuline delta-3 semble nécessiter un regain
de la dynamique de microtubules persistants.

Modifications de la beta tubuline : mise en évidence d’une modification ubiquitaire

Malgré le fait que I'on connaisse les modifications post-traductionnelles de la séquence
primaire de la tubuline alpha depuis presque 40 ans, trés peu d’études se sont intéressées a celles de
la tubuline beta. En effet, concernant les Mammiferes, seuls les travaux de Miller et collaborateurs
font mention de I'existence d’une tubuline beta tronquée (Miller et al. 2008). Il s’agit de la tubuline
beta2C débarrassée de ces deux derniers acides aminés qui est retrouvée dans le foie de rat.
Egalement, Multigner et al. ont décrit la présence d’une tubuline beta dont les trois derniers acides
aminés sont supprimés (Multigner et al. 1996). Nos travaux mettant en évidence |'existence d’un
variant de tubuline beta2A/B tronquée de quatre acides aminés —EDEA révele ainsi pour la premiére
fois une modification physiologique et ubiquitaire de la séquence primaire de la tubuline beta. lls
révelent également que les tubulines alpha et beta peuvent avoir un C-terminus similaire (-EEEG) et
de ce fait une éventuelle fonction commune. Il sera alors intéressant de clarifier son rdle

physiologique en identifiant les partenaires protéiques spécifiques.

De nouvelles enzymes de modifications de la séquence primaire des tubulines

L’existence de cette tubuline beta tronquée pose la question des enzymes responsables de sa
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génération. Il pourrait s’agir d’'une endopeptidase qui couperait entre la glycine et le glutamate
libérant alors directement les quatre acides aminés. D’autre part, sachant que les CCPs 2 et 3 sont
capables de couper des aspartates (Tort et al. 2014), nos travaux suggérent qu’il pourrait exister
d’autres tubulines carboxypeptidases capables de couper des alanines. Dans ces deux cas, ces

hypotheses suggerent I'existence de carboxypeptidases encore été non-identifiées.

4. Conclusion

En utilisant un nouvel antipeptide spécifique de la séquence C-terminale —EEEG appelé 3EG,
nous avons mis en évidence l'existence physiologique d’'un nouveau variant de tubuline alpha, la
tubuline delta-3. La tubuline alpha delta-3 est générée par les CCPs 1, 4, 5 et 6 a partir de tubuline
delta-2. Contrairement a la tubuline delta-2 qui s’enrichit dans les microtubules tres stables, la
production de cette forme de tubuline nécessite la dynamique des microtubules. Ce variant est
spécifiguement neuronal et est enrichi durant le développement du cerveau de souris suggérant un
role précis de cette tubuline. L'utilisation de I'anticorps anti-3EG nous a également permis
d’identifier une tubuline beta ubiquitaire tronquée de quatre acides aminés, la beta2A/B delta4.
L'étude des spécificités moléculaires de ces deux variants permettra de dévoiler leurs fonctions
physiologiques.

L'ensemble de ces travaux participe a la révélation de la une complexité grandissante des
modifications post-traductionnelles de la tubuline ainsi que celle de la régulation des nombreuses

enzymes qui les génerent.
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ABSTRACT Cellular o-tubulin can bear various carboxy-terminal sequences: full-length tubu-
lin arising from gene neosynthesis is tyrosinated, and two truncated variants, corresponding
to detyrosinated and A2 o-tubulin, result from the sequential cleavage of one or two C-termi-
nal residues, respectively. Here, by using a novel antibody named 3EG that is highly specific
to the —-EEEG C-terminal sequence, we demonstrate the occurrence in neuronal tissues of a
new aA3-tubulin variant corresponding to a1A/B-tubulin deleted of its last three residues
(EEY). aA3-tubulin has a specific distribution pattern: its quantity in the brain is similar to that
of aA2-tubulin around birth but is much lower in adult tissue. This truncated o1A/B-tubulin
variant can be generated from aA2-tubulin by the deglutamylases CCP1, CCP4, CCP5, and
CCPé6 but not by CCP2 and CCP3. Moreover, using 3EG antibody, we identify a C-terminally
truncated B-tubulin form with the same —-EEEG C-terminal sequence. Using mass spectrome-
try, we demonstrate that f2A/B-tubulin is modified by truncation of the four C-terminal resi-
dues (EDEA). We show that this newly identified BA4-tubulin is ubiquitously present in cells
and tissues and that its level is constant throughout the cell cycle. These new C-terminally
truncated o- and B-tubulin variants, both ending with -EEEG sequence, are expected to
regulate microtubule physiology. Of interest, the aA3-tubulin seems to be related to dy-
namic microtubules, resembling tyrosinated-tubulin rather than the other truncated variants,
and may have critical function(s) in neuronal development.
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INTRODUCTION

Tubulin is subject to a large number of posttranslational modifica-
tions that are evolutionarily conserved. Most of these modifications
generate chemical marks at the C-terminal tail of tubulin that project

outside microtubules and might, by regulating interactions with pro-
tein partners, select microtubules for specific cellular functions
(Janke and Bulinski, 2011). Among these modifications is the cycle
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of tyrosine removal and re-addition at the C-terminus of a-tubulin
and the further cleavage of the penultimate glutamate, leading to
the formation of o-tubulin truncated of two C-terminal amino acids
(A2-tubulin; Paturle-Lafanechere et al., 1991). Another modifica-
tion that generates a huge variety of C-terminal tail versions is the
enzymatic polyglutamylation of both o and B subunits. This modifi-
cation consists in addition of glutamate chains on the lateral chain of
specific glutamate residues present in the primary sequences of the
C-terminal region of tubulins (for review, see Janke and Bulinski,
2011).

The cycle of detyrosination/tyrosination involves two enzymes:
an unidentified peptidase (tubulin carboxypeptidase [TCP]) produc-
ing detyrosinated tubulin, and a ligase that re-adds the tyrosine
(tubulin tyrosine ligase [TTL]). TTL was discovered in 1993 (Ersfeld
et al., 1993) and shown to be essential for neuronal organization and
tumor growth obstruction (Lafanechere et al, 1998; Erck et al.,
2005). Polyglutamylation is generated by two families of enzymes:
the glutamylase family, which has nine TTL-like enzymes (Janke
et al., 2005; van Dijk et al., 2007), and the deglutamylase family,
which includes six cytosolic carboxpeptidases (CCPs; Rogowski
et al., 2010; Moutin et al., 2011; Tort et al., 2014). Polyglutamylases
differ in their preference for a- or B-tubulins and also for either side-
chain initiation or elongation. Deglutamylases can either remove
the branch points of the glutamate side chains from the tubulin
backbones or hydrolyze peptide bonds between glutamate resi-
dues of linear chains. Deglutamylases were also shown to cleave the
C-terminal glutamate from detyrosinated tubulin to generate 0A2-
tubulin (Rogowski et al., 2010; Tort et al., 2014).

The understanding of the molecular functions of each of these
modifications in cells has progressed in recent years. The C-termi-
nal tyrosine of o-tubulin was shown to be crucial for positioning of
CAP-Gly proteins at microtubule plus ends and essential for proper
functioning of depolymerizing motors of the kinesin-13 family (Ba-
din-Larcon et al., 2004; Peris et al., 2006; 2009; Bieling et al., 2008).
Detyrosinated tubulin has been shown to regulate the binding and
motor activity of processive kinesin-1 in cells (Liao and Gundersen,
1998; Dunn et al., 2008; Cai et al., 2009). An effect of microtubule
detyrosination on processive motor functioning was also shown by
in vitro experiments (Kaul et al., 2014; Sirajuddin et al., 2014). How-
ever, the regulation mechanism of this modification on motor trans-
port is controversial. No molecular role has been determined for
0A2-tubulin. Because it accumulates in differentiated cells, it was
proposed to irreversibly lock microtubules in a detyrosinated state,
thus helping to permanently stabilize them (Paturle-Lafanechere
et al, 1994). Polyglutamylation was shown to stimulate spastin-
mediated microtubule severing and thus to participate in regulat-
ing microtubule dynamics and stability (Lacroix et al., 2010). Con-
trolling the extent of polyglutamylation of tubulins is critical for
neuron survival, as shown by studying ped (Purkinje cell degenera-
tion) mice, which lacks functional CCP1 (Rogowski et al., 2010). In
these mice, tubulin hyperglutamylation leads to massive degenera-
tion of particular neuron species.

In the brain, tubulins are very abundant and very heterogeneous,
and this is essentially due to the presence of several tubulin isotypes
arising from several genes and their polyglutamylation and detyros-
ination-linked modifications (Edde et al., 1990; Alexander et al.,
1991; Redeker et al., 1992, 1996, 1998; Redeker, 2010; Rudiger
et al., 1992, 1995; Mary et al., 1994). Microtubules from neurons are
known to carry elevated levels of polyglutamylated a- and B-tubulins
(for review, see Janke and Bulinski, 2011), as well as high levels of
detyrosinated and A2o-tubulin (Paturle-Lafanechere et al., 1994;
Redeker et al., 1996). Because aA2-tubulin ends with a glutamate
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residue and some deglutamylases of the CCP family were shown to
be able to cleave this residue in in vitro experiments (Berezniuk
etal., 2012, 2013), we wondered whether a new variant correspond-
ing to o-tubulin truncated of three C-terminal amino acids (tA3-
tubulin) could exist in cells and tissues. We therefore developed an
antibody against this putative form of a-tubulin, which we showed is
highly specific to the —-EEEG C-terminal sequence. Using this anti-
body, we demonstrated for the first time the occurrence of a A3 form
of a1A/B-tubulin in the brain under physiological conditions. Our
novel antibody also allowed us to identify a new B-tubulin variant
ending with the same C-terminus as 0:A3-tubulin and corresponding
to the C-terminally truncated B2A/B-tubulin, as demonstrated by
mass spectrometry. Thus we showed that both a- and B-tubulin are
broadly modified by C-terminal amino acid truncation.

RESULTS

3EG, a new antibody specific to the -EEEG C-terminal
sequence

To study the possible occurrence of a new variant of o-tubulin
missing its three C-terminal amino acids in cells and tissues, we
developed polyclonal antibodies directed against peptide GE-
GEEEG, corresponding to the seven terminal amino acids of a1A/
B-tubulin without the EEY C-terminal tail. Sera from rabbits were
tested for dilution and specificity by both Western blotting and
immunocytochemistry.

The new antibodies (called 3EG), together with anti-tyrosinated
a-tubulin (Wehland and Willingham, 1983), anti—detyrosinated o-
tubulin, and anti-A2c-tubulin (Paturle-Lafanechere et al., 1994) anti-
bodies, were tested by Western blots on extracts of HEK293T cells
expressing different o-tubulins varying in their C-terminus and fused
to mCherry at their N-terminus. Anti—total o-tubulin (atot; Erck
et al., 2005) was used as control of expressed mCherry—a-tubulins
(95 kDa). As shown in Figure 1A (and quantified in Supplemental
Table 51), each antibody is specific, and 3EG antibody is exclusively
sensitive to 0tA3-tubulin. Faint bands are observed with anti-oTyr
and anti-cA2 using extracts of cells expressing mCherry—odeTyr-
tubulin. They are very probably the result of endogenous TTL or
CCP, respectively, adding a tyrosine residue or cleaving a glutamate
residue on the mCherry-tubulin.

To further characterize the sequence specificity of the 3EG anti-
body, we examined the effect of different epitope mutations, allow-
ing us to examine the reactivity of the antibody for the proteins from
the seven o-tubulin genes (Figure 1B). Figure 1C illustrates that this
novel antibody recognizes the four residues EEEG, with the glycine
residue carrying the COOH. Changing the upstream glycine to a
glutamate (using mCherry-oEEEEG) does not alter antibody reactiv-
ity. In contrast, modifying the two first glutamate residues of the
EEEG motif leads to disappearance (as with mCherry-aGDDEG,
-0GAEEG, and -aGENEG) or large reduction (as in the case of
mCherry-0GEDEG) of staining. Figure 1B also shows that the C-
terminal residue has a major antigenic character. Indeed, the anti-
body does not stain a-tubulin ending with an alanine instead of a
glycine residue (a mutation that chemically represents only a small
change of the lateral chain).

We also tested the 3EG antibody in immunocytochemistry ex-
periments. We transfected fibroblasts with mCherry-cA3-tubulin
and its mutated forms. We obtained comparable results to those
observed by Western blot: 3EG was highly specific to fusion pro-
teins ending with EEEG (Figure 1D; not all mutations are shown).
Nonetheless, the antibody gave no signal with mCherry-o-
GEDEG, in contrast to the slight staining obtained in the Western
blot.
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a8 AREDLAALEKDYEEVGTDSFE--EENEGEEF showed that 0A3-tubulin is solely present in
neurons (Figure 2B). We studied its amount
aTyr mCherry 3EG in hippocampal neurons at different days of
D — differentiation in vitro (DIV; Figure 2C), from
% 3 to 21 DIV. We found that aA3-tubulin
© level was elevated from 3 to 14 DIV (corre-
i sponding to the time of axogenesis and
;. then dentritogenesis of these neuronal
g cells) and largely decreases at 21 DIV. In
g contrast, aA2-tubulin is more abundant in
differentiated neurons, as already de-
@ scribed (Lafanechere and Job, 2000). We
u‘:, found that, in hippocampus neurons, the
> 4 0A2-tubulin level significantly increases at
E 14 DIV and is still much higher at 21 DIV,
g when spinogenesis occurs.
We examined the presence of 0A3-

FIGURE 1: A new antibody specific to the -EEEG protein C-terminus, named 3EG.

(A, C) Immunoblot of protein extracts from HEK293T cells expressing different forms of 95-kDa
o-tubulin fused to mCherry at their N-terminus. Expression levels were controlled with atot
antibody. Antibodies recognizing either the unmodified C-terminal a-tubulin tail (tyrosinated
tubulin) or its processed versions (detyrosinated or A2- or A3-tubulin) were used in A, and 3EG
antibody was used in C to assay mutation (gray) of the A3-tubulin epitope (red). Quantification
of the data in A is presented in Supplemental Table S$1. (B) Alignment of mouse a-tubulin
C-termini. Epitope of atot antibody in blue; conserved amino acids from the -EEEG C-terminal
sequence in red. (D) Immunocytochemistry of MEFs transfected with mCherry-0A3-tubulin and
a mutated form of this protein ending with EDEG instead of EEEG. Scale bar: 20 pm.

Taken together, our results show that the new antibody we devel-
oped is highly specific to -EEEG C-termini (and was therefore
named 3EG) and can be used in Western blot and immunocyto-
chemistry experiments. Thus, although C-termini of a-tubulin genes
share many amino acids, & 1A/B, and to a lesser extent 04A, are the
only ones stained by 3EG in Western blots, and only a1A/B is
marked by 3EG in immunocytochemistry (Figure 1C). We thus used
the 3EG antibody to examine by Western blot the possible occur-
rence of endogenous aA3-tubulins in mouse cells and tissues.

Evidence for aA3-tubulin in the brain and neurons

We prepared crude protein extracts from several organs of adult
and neonate mice, including the brain, skeletal muscle, heart, kid-
ney, stomach, and spleen. We also extracted proteins from brains at
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tubulin in the brain from embryonic day 13.5
(E13.5) to adult. Figure 2D shows a typical
Western blot, and Figure 2E shows the
quantification of the blots. We find that «A3-
tubulin tends to have higher levels in the
brain during embryonic stages and around
birth and decreases later. In the adult brain,
the level of aA3-tubulin is approximately
three times lower than around birth. In con-
trast, the 0lA2-tubulin level increases in brain
tissue throughout life, from the embryonic
stage to adulthood. In the adult brain, the amount of a:A2-tubulin is
~4 times the amount at birth and >10 times the amount at E13.5.

Status of the C-terminal truncations of the a-tubulin
C-terminus in the brain

To further characterize o-tubulin species present in the brain, we
quantified their distribution. Equal quantities of protein extracts
from neonate and adult brains were subjected to immunoblot analy-
sis with antibodies recognizing either the unmodified C-terminal a-
tubulin tail (tyrosinated tubulin) or its processed versions (detyros-
inated, 0A2-, or aA3-tubulin; Figure 2F). Extracts from HEK293T
cells transfected with the corresponding forms of mCherry-o-tubulin
were coanalyzed (Supplemental Figure S2). The oatot antibody was
used for equal loading of brain extracts or of HEK293T extracts
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FIGURE 2: 0A3-Tubulin, a neuronal variant enriched around mouse birth. Equal quantities of proteins extracted from
various tissues and cell types were subjected to immunoblot analysis. Protein levels were controlled using otot antibody.
(A) Immunoblot of crude protein extracts from the indicated neonate mouse tissues. (B) Immunoblot of protein extracts
from the indicated cell types, including cortical and hippocampal neurons cultured 2 or 7 DIV. (C) Immunoblot of
hippocampal neurons at different stages of culture. (D) Immunoblot of crude protein extracts from mouse brains at
different stages of development, including E13.5 and E18.5, postnatal days 1, 8, 15 and 21 (P1-21), and adult (Ad).
Mixes of four or five half-brains were used at each developmental stage. (E) Quantitative analysis of three immunoblots
for A3 and of five immunoblots for A2 realized as in D with brain protein extracts. In each immunoblot, values
obtained were normalized to the value obtained at P8. Error bars indicate SEM; a.u., arbitrary units. (F) Immunoblot of
protein extracts from neonate (P1) and adult mouse brains (same extracts as in D). These samples were coanalyzed with
extracts from HEK293T cells transfected with the various mCherry—u-tubulin variants (Supplemental Figure S2).

(G) Quantitative analysis of immunoblots such as those presented in Supplemental Figure S2. Mixtures of five neonate
brains and five adult half-brains were analyzed in two series of Western blots. The plotted values represent the
percentages of the different forms of o-tubulin in brains estimated after normalization to total o-tubulin levels (with atot
antibody) and to antibody sensitivity (using modified mCherry—o-tubulins) as explained in Materials and Methods.

(H) Immunoblot of crude protein extracts from wild-type (WT) and TTLL1-knockout mouse brains.

Volume 27 February 15, 2016 New variants of a- and p-tubulins

643



expressing the mCherry-tagged o-tubulin variants. This experiment
provides an estimate of the sensitivity of each tested antibody
based on the immunoblot signal of the corresponding mCherry-
tagged variant (Supplemental Figure S2) and then allows the ap-
proximation of the quantity of each variant of a-tubulin in the ex-
tracts (Figure 2, F and G). We estimated that tyrosinated,
detyrosinated, 0A2-, and aA3-tubulin variants, respectively, corre-
spond to 69, 27, 2, and 1.3% of the total a-tubulin present in the
neonate mouse brain. In adult brain tissue, o-tubulin variants were
estimated as being divided into 25% tyrosinated, 45% detyros-
inated, 28% A2, and 1% aA3 of the total a-tubulin.

Because tubulin polyglutamylation is high in the adult brain and
occurs in the vicinity of the sequence recognized by the 3EG anti-
body, we wondered whether this might affect the 3EG signal. We
thus quantified the amount of 3EG signal in TTLL1-knockout brain
extracts, which exhibit very low levels of glutamylation (Janke et al.,
2005), and observed no difference from wild-type brain extracts
(Figure 2H). In controls, the tubulin polyglytamylation revealed by
the polyE antibody almost completely disappeared from TTLL1-
deficient extracts. Thus pelyglutamylation does not alter 3EG anti-
body binding to tubulins.

Taken together, our results demonstrate the physiological occur-
rence of @A3-tubulin in brain tissue and particularly in neuronal cells.
Although this pool of a-tubulin is not abundant, it is present in the
brain and neurons at very specific stages. It is noteworthy that in
the neonate brain, aA3-tubulin is present in a similar quantity to that
of aA2-tubulin.

Specificity of deglutamylases involved in processing
a-tubulin primary chain

Considering that deglutamylases from the CCP family catalyze re-
moval of glutamate side chains of a- and B-tubulins and also deglu-
tamylation of detyrosinated a-tubulin to form 0:A2 (Rogowski et al.,
2010; Tort et al., 2014), we tested their ability to produce the 0A3-
tubulin variant. We analyzed protein extracts from HEK293T cells
coexpressing mCherry-tagged aA2 tubulin and each of the CCPs.
Results are presented in Figure 3A, with analysis of mCherry-tagged
o-tubulin (95 kDa) on the left and examination of endogenous a-
tubulin (55 kDa) on the right. We find that CCP1, CCP4, CCP5, and
CCP6 are competent to form aA3-tubulin from expressed mCherry-
oA2-tubulin (Figure 3A, left, row 2). In contrast, CCP2 and CCP3
seem to lack this ability. As already described (Rogowski et al., 2010;
Tort et al., 2014), all CCPs except CCP5 generate the aA2 variant
from endogenous o-tubulin present in HEK293T cells (Figure 3A,
right, top). Moreover, our data illustrate that only CCP1 and CCPé
are sufficiently efficient to form @A3-tubulin from endogenous o-
tubulin (Figure 3A, right, row 2): these two enzymes sequentially
remove the two glutamate residues from endogenous detyros-
inated tubulin, producing A2- and then aA3-tubulin.

We also studied the activity of two of the deglutamylases, CCP1
and CCP5, in generating the 0A3 variant from aA2-tubulin by im-
munocytochemistry on fibroblasts from TTL-knockout mice. Com-
pared with wild type, fibroblasts isolated from TTL-knockout animals
contain high levels of detyrosinated a-tubulin, as shown previously
(Peris et al., 2006), and aA2-tubulin (Figure 3B). Hence they contain
high amounts of substrate allowing oA3-tubulin formation. How-
ever, as in the wild-type fibroblasts (Figure 2B), the 0:A3-tubulin vari-
ant is not detected in the TTL-knockout fibroblasts (Figure 3B).
Figure 3C shows that the expression of CCP5 (green fluorescent
protein [GFP]-positive cells) induces an important increase in 3EG
antibody labeling on microtubules (the same results were obtained
with CCP1; unpublished data). Figure 3D shows an analysis of the
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fluorescence levels within cells expressing either CCP1 or CCP5
(GFP-positive cells) compared with the level within cells that do not
express the enzymes (GFP-negative cells). Both CCP1 and CCP5
largely increase microtubule staining by 3EG antibody in TTL-knock-
out fibroblasts, reflecting their capacity to generate aA3-tubulin.
However, these two enzymes differ in their ability to form aA2-
tubulin, as observed when studying their action on detyrosinated
mCherry-tagged a-tubulin. Whereas CCP1 is able to process
mCherry-deTyr-tubulin to generate the mCherry-0A2 variant, CCP5
is not competent (Supplemental Figure S3)

On the basis of all of these data, we conclude that CCP1, CCP4,
and CCPé are able to form aA2-tubulin from detyrosinated tubulin
(cleavage of E-E) and aA3-tubulin from aA2-tubulin (cleavage of
G-E). Thus, unpredictably, these three enzymes are capable of cleav-
ing both E-E and G-E bonds. CCP2 and CCP3 are able to generate
aA2-tubulin but seem incompetent to produce aA3-tubulin, and
thus cleave E-E but not G-E bonds. CCP5, which is incompetent to
cleave between two glutamates residues on the primary chain of
o-tubulin to form aA2-tubulin, is efficient to cut between a glycine
and a glutamate to generate 0tA3-tubulin from aA2-tubulin. Hence
CCP2/3 and CCP5 seem to have different cleavage site preference
(G-E vs. E-E), whereas CCP1/4/6 do not. Figure 3F summarizes
these results.

We then wondered whether stabilizing microtubules could influ-
ence the generation of truncated variants and CCP activities as in
the case of TCP. It is indeed well known that when living cells are
incubated in the presence of the stabilizing drug paclitaxel, microtu-
bules become more detyrosinated due to the action of TCP
(Wehland and Weber, 1987; Contin and Arce, 2000). Detyrosinated
tubulin represents the initial substrate for aA3-tubulin formation by
CCPs, being first transformed in oA2-tubulin and subsequently in
oA3-tubulin. We examined the effect of stabilizing microtubules
with paclitaxel on the formation of the truncated variant levels using
wild-type and TTL-knockout fibroblasts, the latter already contain-
ing a high amount of aA2-tubulin. We found that although incuba-
tion with 15 pM paclitaxel for 2 h induced a significant increase of
adeTyr-tubulin in both types of cells, neither aA2-tubulin formation
nor aA3-tubulin formation was observed (Figure 3B). We obtained
comparable results when using HEK293T cells expressing CCP1
subjected to the same drug treatment for 2 h (unpublished data).
Thus, stabilizing microtubules for 2 h does not activate the CCP
enzymes in charge of aA2- and 0A3-tubulin formation, in contrast to
what is observed with TCP. Given that activities of CCPs expressed
in these cells are low (Rogowski et al., 2010), we then tested the ef-
fect of paclitaxel added for a long time at lower concentrations
(50-200 nM) on HEK293T cells expressing CCP1. We added the
drug 2 h after CCP1 transfection and for 24 h. In this latter case, we
observed both an increase of oA2-tubulin and a decrease of aA3-
tubulin produced by the enzyme (Figure 3E, 50 nM paclitaxel).
Hence generation of the truncated variants by CCP enzymes most
probably relies on complex mechanisms related, at least in part,
to microtubule dynamics. The reduction of these dynamics pro-
duces antagonistic effects on the generation of aA2-tubulin and
oA3-tubulin.

B-Tubulin can be shortened at its C-terminus: evidence

for ubiquitous BA4 variant

In all tissues (Figure 2A) or cells (Figure 4A) studied, we detected a
protein band reacting with 3EG antibody just below the o-tubulin
band, which thus does not correspond to aA3-tubulin. Migration of
the two bands stained by the antibody is sensitive to the purity of
the SDS used, as bands were effectively separated when less-pure
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FIGURE 3: Specificity of CCP enzymes in producing ¢A2 and 0A3. (A) Immunoblot of protein extracts from
HEK293T cells coexpressing each GFP- or yellow fluorescent protein (YFP)-tagged CCP and mCherry—-0A2-tubulin.
Analysis of mCherry—a-tubulin (left) and endogenous o-tubulin (right). (B) Immunoblot of protein extracted from
WT and TTL-knockout (TTL KO) fibroblasts after incubation with dimethyl sulfoxide (DMSO: control) or paclitaxel
(15 pM) for 2 h. TTL KO cells contain high levels of detyrosinated and 0:A2-tubulin, but no 0A3-tubulin is detected.
The reactive 3EG band corresponds to B-tubulin (Figure 4). (C) Immunocytochemistry of TTL KO fibroblasts
transfected with GFP-CCP5 and immunostained with anti-oTyr-tubulin and 3EG antibody. Scale bar: 20 um. CCP5
leads to the formation of 0A3-tubulin. (D) Quantitative analysis of immunocytochemistry experiments as in C using
TTL KO fibroblasts transfected with either GFP-CCP1 or GFP-CCPS5. Fluorescence was measured as explained in
Materials and Methods. (E) Immunoblot of protein extracted from HEK293T cells expressing GFP-CCP1 or not
after incubation with DMSO (control) or paclitaxel (50 nM) for 24 h. (F) Schematic representation of the C-terminal
amino acids of 0.1A/B-tubulin, 3EG epitope (red), and processing enzymes associated with the generation of the

variants.
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FIGURE 4: Evidence for a ubiquitous truncated form of 3-tubulin. (A) Immunoblot of crude extracts from the indicated
mouse tissues (same experiment as Figure 2B, but with the lower protein bands included). Protein levels were controlled
using oitot antibody. (B) Immunoprecipitation of endogenous o- and B-tubulins from HEK293T cells and neonate mouse
brain using otot (IP o) and Btot (IP B) antibodies and analysis with 3EG antibody. The quality of immunoprecipitations
was controlled using otot and ftot antibodies together with mouse TrueBlot secondary antibodies. (C) Alignment of
C-termini from the eight mouse B-tubulin isotypes. The Btot antibody epitope is in blue, and the 3EG epitope is in red.
(D) Identification of the C-terminal peptide of the truncated f2A/B-tubulin (AEDEA) from neonatal mouse brain. The
MS/MS spectrum of the peptide ion with m/z = 649.24, corresponding to an experimental monoprotonated mass MH+
of 1296.4632 Da, is annotated. The b- and y-type fragments identified are indicated on the sequence of the C-terminal
peptide DEQGEFEEEEG, with a theoretical mass MH+ of 1296.4630 Da. Loss of H,O and NH3 is labeled with asterisks

and open dots, respectively.

SDS was used. This well-known comportment of o- and B-tubulins
from the tubulin dimer (Best et al., 1981) led us to suspect that the
second protein stained by 3EG antibody could be B-tubulin. After
purification of tubulins from adult and neonate brains by a cycle of
microtubule assembly and disassembly, we found the same 3EG la-
beling, which strongly suggests that the two bands correspond to
the two tubulin monomers (Supplemental Figure S4). To confirm our
hypothesis, immunoprecipitation experiments with anti-o-tubulin
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(cetot) and anti—B-tubulin (Btot) antibodies were done on crude pro-
tein extracts from HEK293T cells and neonate brains. The assays
were performed in experimental conditions allowing separation of
the tubulin monomers, in medium containing Tris buffer as in
Giraudel et al. (1998). Results presented Figure 4B show that the
protein present in the lower 3EG band from both extracts is immu-
noprecipitated by the anti-B-tubulin antibody, whereas the 0A3 vari-
ant from brain extract is immunoprecipitated by atot. As illustrated
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proving that the BA4-tubulin level is stable
throughout the cell cycle.

Because the quantity of PA4-tubulin is
not modified in HEK293T cells overexpress-
ing CCPs (Figure 5C), these enzymes are
most probably not involved in the produc-
tion of the shortened B-tubulin variant.

Taken together, our data demonstrate
for the first time the presence of a C-termi-
nally truncated variant of B-tubulin ubiqui-
tously distributed in cells and tissues
(Figures 2A and 4A). This new form of tubu-
lin is attributed to the P2A/B-tubulin iso-
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FIGURE 5: The novel B2A/B-tubulin variant BA4 evidenced in Hela cells by 3EG antibody.

(A) Immunocytochemistry of Hela cells using 3EG and anti-B-tubulin antibody (Btot). Scale bar:
10 um. (B) Immunoblot of protein extracts from nonsynchronized Hela cells and from Hela cells
synchronized in G1/S or mitosis (see Materials and Methods). Cell synchronization was verified
using a phosphohistone antibody (H3-Ser10P). Loaded proteins were standardized using atot
antibody, and the truncated B-tubulin form was analyzed with 3EG antibody. (C) Analysis of the
B-tubulin band in protein extracts from HEK293T cells expressing GFP- or YFP-tagged CCPs
(complementary analysis of the experiment in Figure 3A, right, including lower band).

Figure 4C, none of the B-tubulin isotypes encoded by the eight
mouse genes contains an -EEEG sequence at its C-terminus. How-
ever, the sequence is present upstream within the C-terminal region
of B2A/B-, B2C-, and B3-tubulin isotypes. To identify the B monomer
subjected to C-terminal cleavage, we separated tubulins purified
from neonate brains by SDS-PAGE. The protein band recognized
by 3EG antibody and corresponding to B-tubulins was digested
with AspN endoprotease. Peptides generated upon proteolysis
were analyzed by mass spectrometry as described in Materials and
Methods. We identified B1-, B2A/B-, and B3-tubulin isotypes in the
mouse neonate brain, as previously observed in the rat neonate
brain (Redeker, 2010). We detected the full-length C-termini of
these three B-tubulin isotypes, predominantly nonglutamylated, but
also monoglutamylated (1, p2A/B, and B3) and biglutamylated
(B2A/B and B3). By using a database of all possible truncated tubulin
forms, we unambiguously identified a C-terminal peptide of the
B2A/B-tubulin missing the four last amino acids, ~-EDEA (Figure 4D),
named PBA4-tubulin, which terminates with ~-EEEG residues and
presents the epitope recognized by the 3EG antibody. This peptide
was predominantly nonglutamylated, but a low-abundance mono-
glutamylated form was also identified by mass spectrometry. No
other truncated C-terminal peptide of B-tubulin was detected.

We then used 3EG antibody in immunofluorescence experi-
ments with cells that solely had the 3EG-reactive BA4-tubulin, such
as astrocytes, fibroblasts, or Hela cells, and observed that microtu-
bule arrangements found in mitotic spindles and midbodies are
clearly stained by the 3EG antibody (Figure S5A and Supplemental
Figure S5). Because we clearly observed labeling in these specific
microtubules structures, we investigated whether the cell cycle
could regulate the level of C-terminally truncated B variants. How-
ever, Hela cells synchronized in either G1/S or mitosis showed no
3EG labeling difference in Western blot experiments (Figure 5B),
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lustrates that the 3EG immunoreactivity for
both 0:A3- and BA4-tubulin is present in the
whole neuron. Moreover, we observe a
strong correlation of 3EG immunoreactivity
with oTyr staining but not with adeTyr and
0A2 staining (Supplemental Figure S6, A
[growth cone magnification] and B [quantifi-
cation of modified-to-total a-tubulin ratio in
the axon shaft and the growth cone]; this
ratio changed between the axon and the
growth cone when considering adeTyr- and aA2-tubulins, but not
when considering 0A3- or oTyr-tubulins]). To assay the relationship
between new tubulin variants and microtubule stability, we analyzed
resistance to nocodazole of microtubules from the growth cone,
which contains high levels of labile domains of tyrosinated microtu-
bules, as well as stable domains of detyrosinated microtubules
(Baas et al., 1993; Brown et al., 1993). The ratio of each tubulin vari-
ant signal to total o-tubulin signal was measured over time after
nocodazole treatment (15 pM). As predicted, nocodazole-resistant
microtubules were largely enriched in adeTyr-tubulin over time,
whereas their content in aTyr-tubulin decreased (Figure 6B). Only
slight changes in 0A2 and 3EG (including aA3- and BA4-tubulin)
signals were detected in nocodazole-resistant microtubules. Thus
3EG-positive and aiA2-positive microtubules seem to have moder-
ate stability in the growth cone of hippocampal neurons.

To distinguish 0A3-tubulin and BA4-tubulin species, we then
examined the endogenous variants by Western blots. Their distri-
bution between soluble and polymer pools was studied in 7 DIV
hippocampus neurons in both the absence and presence of no-
codazole (Figure 6C). Acetylated-tubulin, a marker of highly stable
microtubules, was used as control. In the absence of nocodazole
exposure, 97.4% of the signal for acetylated-tubulin was recovered
in the microtubular fraction (Figure 6C, left). We found that 0A3-
tubulin is clearly enriched within the microtubular fraction, like
odeTyr-tubulin and 0A2-tubulin (88-92%). Of interest, the new B-
tubulin variant (BA4) was also principally retrieved within the poly-
mer pool (87.7 + 2.1%, mean = SEM, n = 3). In contrast, only 70% of
oTyr-tubulin was found in the microtubular pool and 30% in the
soluble one. On adding 20 pM nocodazole for 30 min, we observed
a significant loss of neuronal microtubules (28%, as estimated from
immunoblotting with atot antibody) and clear changes in o-tubulin
species distribution between soluble and microtubular pools

New variants of - and B-tubulins | 647



(Figure 6C, right). As predicted, acetylated tubulin was recovered in
the microtubular fraction (97.8%). The same fraction contained 96%
of the adeTyr-tubulin, 72.5% of the 0A2-tubulin, 44.2% of the 0A3-
tubulin, and 30% of the oTyr-tubulin. Thus aA3-tubulin behavior
under nocodazole treatment is closer to that of labile aTyr-tubulin
than to that of stable adeTyr-tubulin. Of interest, aA3-tubulin in-
creases and persists in the soluble pool after drug treatment, sug-
gesting irreversible modification within the cytosol.

To further analyze the relationship between microtubule dynam-
ics and tubulin variants in hippocampal neurons, we performed ex-
periments using paclitaxel. Neuron exposure to the stabilizing drug
(15 pM) for 2 h induces clear changes in the o-tubulin variants: we
observed a reduction of tyrosinated tubulin and aA3-tubulin and an
accumulation of detyrosinated- and aA2-tubulin (Figure 6D). Thus
the shutdown of tubulin dimer turnover between free tubulin and
microtubules under paclitaxel exposure induces a loss of 0A3-
tubulin in cells (see also results in Figure 3E for HEK293T cells ex-
pressing CCP1).

Taken together, our results show that aA3-tubulin and PA4-
tubulin are essentially found in the microtubular pool of neurons.
They strongly suggest that microtubular dynamics is required for
aA3-tubulin generation and/or maintenance.

DISCUSSION

In the present study, we developed a novel antibody highly specific
to C-terminal -EEEG of proteins, which we named 3EG. This anti-
body detected two proteins among all mouse tissues and cells
tested. We demonstrated that these proteins are novel C-terminally
truncated variants of o- and B-tubulins.

In the neonate mouse brain, the most abundant of these two
proteins reacting with 3EG caorresponds to o1A/B-tubulin missing its
last three amino acids. This truncated variant, named aA3-tubulin,
was previously suspected to exist (Berezniuk et al., 2012) because
CCP1 produced in insect cells is able to generate it in vitro from puri-
fied porcine brain tubulin. Our work demonstrated for the first time
the physiological existence of aA3-tubulin, its restricted presence in
neuronal cells, and its enrichment in the brain around birth. It has
been shown that in the adult rat brain, a1A/B-tubulin isotypes con-
stitute ~85% of the o-tubulin subunit pool (of which 30% are tyros-
inated and 70% are nontyrosinated), whereas isotype adA repre-
sents 15% (predominantly nontyrosinated; Redeker, 2010). In
neonates, however, only at1A/B tubulins were detected (Redeker,
2010). When truncated of three (0.1A/B) or two (¢:4A) amino acids
(Figure 1C), these brain a-tubulin isotypes all react with 3EG. The
a1A- and o.1B-tubulins are the only isoforms present in the neonate
brain and are the source of ®A3-tubulin at this stage. They might also
be the tubulin isotypes having this modification in adult brains, even
if a truncation of 04A cannot be excluded. Of interest, a A5 form of
a-tubulin ending with the -EEEG C-terminal sequence was clearly
revealed by mass spectrometry in Toxoplasma gondii (Xiao et al.,
2010). We tested the ability of the enzymes of the CCP family to
produce 0A3-tubulin and aA2-tubulin from mCherry—0:1B-tubulin fu-
sion protein; the results are summarized in Figure 3E. They are in
agreement with recent data showing that CCP1 and CCP5 purified
from sf9-infected cells can catalyze the formation of aA3-tubulin
(Berezniuk et al., 2013). In addition, we show that CCP4 and CCPé
are also able to cleave aA2-tubulin to generate atA3-tubulin and that
CCP2 and CCP3 seem unable to catalyze this reaction. Our results
are discrepant with those of Berezniuk et al. (2013) concerning the
effect of CCP5 on the C-terminus of a-tubulin. Indeed, we clearly
show here that CCP5 is not able to form a:A2-tubulin from detyros-
inated tubulin, whereas they concluded that this enzyme is able to
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process the concerned glutamate residue. The most probable expla-
nation of this discrepancy relates to the tubulin isotype studied.
Their observation was made on the c4A-tubulin isotype, whereas
our results were obtained with a1B-tubulin (fused to mCherry).
Therefore we give here the first indication that CCP deglutamylases
(in the present case, CCP5) might be selective of the o-tubulin iso-
type for their activity on the primary chain of the protein. This might
also be the case regarding CCP activity on glutamate side chains.

The second protein reacting with 3EG antibody was identified as
a novel C-terminally truncated B-tubulin, as shown by both immuno-
precipitation experiments and mass spectrometry analysis. Within
neonate brains (in which B-tubulin is less polyglutamylated and thus
easier to analyze), we identified a truncated form of B2A/B-tubulin
that ends with ~EEEG and results from the cleavage of the last four
amino acids, -EDEA, from the full-length protein encoded by its
gene. The B2A/B-tubulin isotypes were found in several tissues and
represent the predominant isotypes in the nervous system, where
they are expressed in both neurons and glia (Luduena, 2013). The
newly discovered variant, named BA4-tubulin, is present in all mouse
tissues and cells tested at low level (similar to oiA3-tubulin, as ob-
served from the intensity of both band signals obtained with 3EG
antibody; Figures 2A and 4A). Although BA4-tubulin can be clearly
observed by immunofluorescence when concentrated in mitotic
spindles or midbodies, its level does not vary during the cell cycle.
Because microtubules are bundling in such mitotic arrangements,
we cannot distinguish between a specific or nonspecific enrichment
of the new truncated tubulin variant in these structures.

Although truncation of the o-tubulin C-terminus was discovered
some time ago and, since then, detyrosination/tyrosination of o-
tubulin has been shown to play a vital role (Erck et al., 2005), very few
studies have described truncations in the C-terminal region of B-
tubulins. To our knowledge, the work by Miller et al. (2008) is the
only one describing truncated B-tubulin in mammals. They found
evidence for the removal of the C-terminal alanine and the penulti-
mate valine residues from p2C-tubulin in rat liver tissue (Miller et al.,
2008). B-Tubulin truncation was also observed in sea urchin. Indeed,
a large amount (20%) of the B-tubulin from sea urchin sperm flagellar
axonemes unexpectedly lacks the three carboxy-terminal residues —
EAA encoded by its gene (Multigner et al., 1996). Thus glutamate
and aspartate, but also alanine and valine, residues appear to be
cleaved from proteins encoded by B-tubulin genes. Carboxypepti-
dases capable of cleaving acidic residues, deglutamylases and deas-
partylases, were recently discovered (Rogowski et al, 2010; Tort
et al.,, 2014). Physiological substrates for deglutamylases, such as
lateral chains of glutamates on tubulins and other proteins, and C-
termini of a-tubulins have long been known. Our data indicate the
first physiological substrate for deaspartylases: mammalian B2A/B-
tubulin isotypes. The newly identified truncated variant of B-tubulin
strongly argues for the existence of other enzymes allowing an in-
creasing range of carboxy-terminal processing. In particular, because
all of the processed B-tubulins end with an alanine (Multigner et al.,
1996; Miller et al., 2008), dealaninases should very probably exist.

By the use of specific antibodies and a series of mCherry-o-
tubulin isotypes as standards, we estimated the distribution of the
diverse a-tubulin variants, oTyr, adeTyr, A2, and 0A3, in the neo-
nate and adult mouse brain (Figure 2G). For the already known vari-
ants (oTyr, adeTyr, and ®A2), our data for adult mouse brain are in
good agreement with the data obtained by mass spectrometry using
rat brains (Redeker et al.,, 1998) and by a separation method using
the bovine brain (Paturle et al., 1989). In addition, our analyses show
that the A3 neuronal variant represents only a small portion (~1%)
of the total amount of a-tubulin present in the neonate and adult
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brain. It may thus be involved in very specific function(s) of the neu-
ronal microtubules.

Surprisingly, the total amount of o-tubulin found in adults when
adding all species corresponds to only 41% of the total amount of
o-tubulin found in neonates. Indeed, we observed a decrease of all
variants of a-tubulin except A2 between neonate and adult tissue:
tyrosinated tubulin decreases sevenfold, detyrosinated tubulin by
30%, and aA3 by threefold, whereas aA2-tubulin increases about
sixfold. Two explanations can be considered to explain these results.
First, some modification might occur in the adult brain (such as lat-
eral polyglutamylation) that disturbs the binding of the a-tubulin C-
terminus antibodies used in the present study (anti-tyrosinated,
-detyrosinated, -A2, -A3). In such a case, however, it would be sur-
prising that the level of aA2 would still increase as much as six times
between neonate and adult tissues (Figure 2G). This is also unlikely
because o-tubulin is already very glutamylated in neonate brains
(Redeker, 2010) and we showed that polyglutamylation does not
alter 3EG antibody binding to tubulin (Figure 2H). Thus the second,
likelier explanation is that other unknown modification(s) of the
o-tubulin C-terminus might occur in the adult brain and regulate
C-terminal truncation.

The discovery of two novel C-terminally truncated variants of tu-
bulins and, remarkably a truncated form of B-tubulin increases their
diversity. These variants of o~ and B-tubulins, which end with the
same amino acids sequence, ~-EEEG, could share a common specific
physiological significance. In neurons, aA3-tubulin and BA4-tubulin
are essentially found in the microtubular pool. Of interest, aA3-
tubulin is present on neuronal microtubules sharing properties with
tyrosinated microtubules and not with microtubules bearing the
other truncated o-tubulin species or the acetylated tubulin. Hence
the neuronal microtubule network appears to be more heteroge-
neous in composition and turnover rate than previously described,
when only tyrosinated and detyrosinated tubulins were known
(Schulze et al., 1987; Webster et al., 1987). Although corresponding
to a modified tubulin, the 0A3 species seems to be related to dy-
namic microtubules. Microtubule turnover appears to be required for
its generation and/or maintenance, in contrast to aA2-tubulin forma-
tion, which requires stable microtubules. To explain these properties,
we can speculate that whereas aA2-tubulin may be generated by
CCP enzymes on microtubules, the 0A3 variant may be formed by
these enzymes in the cytosol. It is of interest that levels of cA3-tubulin
change with brain age, and it is mainly present before and around
birth. Thus the aA3-tubulin species could have critical function(s) for
neuronal development, most probably related to highly dynamic mi-
crotubules. The new aA3-variant could also confer specific properties
on neuronal microtubules due to interaction with specific partners.

Deciphering precisely the function(s) of the new physiological
0A3- and BA4-tubulin forms will be of crucial importance. This is
also the case for the abundant neuronal aA2-tubulin (Paturle-
Lafanechere et al., 1991, 1994), for which specific functions remain
to be identified.

MATERIALS AND METHODS

Mouse experiments

In compliance with the European Community Council Directive of
November 24, 1986 (86/609/EEC), research involving animals was
authorized by the Direction Départementale de la Protection des
Populations, Préfecture de I'lsére, France (Permit 380711). Every ef-
fort was made to minimize the number of animals used and their
suffering. This study was approved by the local ethics committee of
the Grenoble Institut des Neurosciences. For tissue preparation or
cell culture, mice were killed and organs were quickly dissected.
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TTL-knockout mice were first described in Erck et al. (2005) and
TTLL1-knockout mice in Vogel et al. (2010).

Cell culturing

Hippocampal neurons and murine embryonic fibroblasts (MEFs)
were prepared as previously described (Erck et al., 2005). Astrocytes
and cortical neurons were obtained from cerebral cortices of 18-d
mouse fetuses and MEFs from 13-d mouse fetuses. Adherent
HEK293T cells were maintained under standard conditions.

For the synchronization protocol, Hela Kyoto cells were cultured
in DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum. Cells were
nonsynchronized, synchronized in G1/S using double-thymidine
block (2 mM), or synchronized in mitosis using either double-thymi-
dine block released for 9 h or nocodazole block (100 ng/ml) released
for 30 min. Mitotic cells were collected after release by mitotic
shake-off. Cell extracts were obtained after lysis with buffer contain-
ing 50 mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic  acid
(pH 7.5), 150 mM NaCl, 1.5 mM MgCl;, T mM ethylene glycol
tetraacetic acid (EGTA), 1% IGEPAL CA-630, and protease inhibitors
(Sigma-Aldrich, Taukkirchen, Germany). Protein concentration for
lysate was determined using Bradford reagent (Sigma-Aldrich).

Antibodies

Primary antibodies used in this study are presented in Supplemen-
tal Table S2. The novel antibody (3EG) was produced in rabbits by
using peptide C-GEGEEEG (o1A/B-tubulin C-terminus missing
three amino acids) linked at its N-terminus to the keyhole limpet
hemocyanin protein via the cysteine. The peptide C-terminus ends
with COOH. Anti-rabbit, anti-mouse, and anti-guinea pig second-
ary antibodies tagged with either cyanine-5 or cyanine-3 were
from Jackson ImmunoResearch (Newmarket, United Kingdom),
and anti-rabbit, anti-mouse, and anti-guinea pig secondary anti-
bodies tagged with horseradish peroxidase (HRP) were from Ma-
cherey Nagel (Hoerdt, France). Mouse TrueBlot ULTRA (anti-mouse
immunoglobulin G-HRP) was from eBioscience (Paris, France).

Expression constructs and cell transfection

The GFP-CCP expression constructs used in the present study
were described previously (Peris et al., 2009; Rogowski et al.,
2010; Tort et al., 2014). The a-tubulin variant constructs were gen-
erated by introducing mutations with PCR amplifications between
the PshAl and BamHI restriction sites of o-tubulin cDNA (mouse
o1A-tubulin tagged with mCherry; Supplemental Table S3). The
various PCR products were cloned into templates by using the
In-Fusion HD Cloning Kit (Ozyme, Montigny, France). All con-
structs were verified by sequence analysis.

Adherent HEK293T cells were transfected with jetPE| transfection
reagent (Polyplus-Transfection, lllkirch, France). For cotransfections of
mCherry-o-tubulin with CCPs (Figure 3 and Supplemental Figure S3),
a 2:1 ratio was used. Murine embryonic fibroblasts were transfected
using Amaxa Nucleofector kits (Lonza, Basel, Zwitzerland).

Western blotting

For Western blotting, cells were collected after 24 h of transfection
when transfecting one plasmid and after 48 h when transfecting two
plasmids. After washing with phosphate-buffered saline (PBS) me-
dium at 37°C, cells were directly lysed in Laemmli buffer. Crude pro-
tein extracts from tissues were obtained by extraction in 100 mM
1,4-piperazinediethanesulfonic acid at pH 6.7, T mM EGTA, 1 mM
MgCl,, and protease inhibitors (Complete Mini EDTA-free; Roche
Diagnostics, Meylan, France) using a FastPrep Instrument (MP
Biomedicals, Illkirch, France). Cell remnants were eliminated by
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10 min of centrifugation at 10,000 x g, and Laemmli buffer was
added. Proteins were resolved on 10% SDS-PAGE, followed by
electrotransfer onto Immobilon P sheets (Millipore, St Quentin en
Yvelines, France). Two commercial SDS preparations were used
(Sigma-Aldrich L5750 and L4509), with the less pure one allowing
clear separation of - and B-tubulins, as previously observed (Best
etal., 1981). Primary antibodies (Supplemental Table S2) were incu-
bated, and the blots were then stained with secondary antibodies
coupled to HRP (1:5000), followed by detection by chemilumines-
cence (ECL Western blot Detection Kit; GE Healthcare, Velizy,
France). The reactive proteins were detected and analyzed using the
ChemiDoc MP System (Bio-Rad, Dusseldorf, Germany).

For analysis and graphical representations (Figure 2, E and G,
and Supplemental Table S1), protein bands from immunoblots
were quantified using ImageJ software (National Institutes of
Health, Bethesda, MD). After subtraction of the background, rela-
tive detection levels for modification-specific antibodies were de-
termined by adjusting the values to total tubulin levels (measured
with aitot antibody). To determine the status of modifications in the
brain (Figure 2G), tissues and HEK293T cells expressing each mod-
ified mCherry-a. tubulin were coanalyzed (in the same immuno-
blots; Supplemental Figure S2). This allowed us to determine the
sensitivity of each modification-specific antibody in the experi-
ment, which is the ratio of signal with modification-specific anti-
body to signal atot obtained with the corresponding modified
mCherry-o. tubulin. Then signals obtained with tissues extracts
were normalized to total o tubulin levels (ortot immunoblot of tis-
sues) and to antibody sensitivity in the experiment. We postulated
that the sum of the four analyzed modifications (oTyr, adeTyr, A2,
and oA3) represents 100% of a-tubulin in the neonate brain and
used bar diagrams to plot results as percentages.

Immunocytochemistry

For immunofluorescence, fibroblasts were fixed at 37°C in 4% para-
formaldehyde/4.2% sucrose/PBS, followed by permeabilization in
0.1% Triton X-100/PBS. Neurons were fixed at 37°C in 4% parafor-
maldehyde, 4% sucrose, 0.25% glutaraldehyde, and 0.1% Triton
X-100 and incubated in NaBH,/PBS quenching solution. Cells were
then incubated with primary antibodies (Supplemental Table S2),
followed by incubation with secondary antibodies conjugated with
either cyanine-3 or cyanine-5 fluorophores (1:700-1:1000). Nuclei
were stained using Hoescht 33258 (1 pg/ml).

Immunofluorescence analysis

When analyzing immunocytochemistry experiments (Figure 3D),
cells were segmented using anti-tyrosinated antibody (YL,,,) signal
with ImageJ software (Schneider et al., 2012). Cells were classified
as GFP positive (mean intensity of 8.8 £ 2.1 and 12.3 £ 2.3, respec-
tively, for CCP1 and CCP5) or GFP negative (mean intensity of
1 £0.3). The 0tA3-tubulin content was then expressed as the mean
intensity staining for 3EG antibody.

When analyzing neuronal microtubule susceptibility to no-
codazole (Figure 6B), the microtubule network was quantified as
mean fluorescence intensity measured on lines of 5-15 pm long
placed within growth cone of each neuron. In the three conditions
(0, 15, and 30 min of nocodazole), 31-60 neurons were analyzed
for aTyr and A2 and 49-61 neurons were analyzed for adeTyr and
3EG. Microtubule fluorescence signal for each variant, Flvariant),
was normalized to otot signal measured in the same region,
Flatot), which is an index of the remaining microtubules), and then
was plotted (mean + SEM) as percentage of the value obtained in
the absence of nocodazole.
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Immunoprecipitation

Lysates of HEK293T cells were obtained by extraction in 50 mM
Tris, pH 8.0, 150 mM NaCl, T mM MgCl,, and 20 pg/ml DNase
plus protease inhibitors (Complete Mini EDTA-free, Roche Diag-
nostics, Meylan, France) and 1% NP-40. In the case of neonate
brains, soluble proteins were first extracted in the same medium
without detergent using a FastPrep apparatus (MP Biomedicals),
followed by centrifugation. NP-40 (1%) was added to superna-
tant containing the brain soluble proteins for immunoprecipita-
tion. Lysates were incubated 2 h at 4°C with either anti-o-tubulin
(otot) or anti—B-tubulin (Btot) antibodies, followed by 1 h of incu-
bation at 4°C with protein G-Sepharose beads (GE Healthcare).
Immunoprecipitates were then washed three times with 50 mM
Tris, pH 8.0, 150 mM NaCl, and 0.2% NP-40 and directly added
to Laemmli solution for analysis. Analyses of the controls (otot
and Btot Western blots) were performed using mouse TrueBlot
ULTRA.

Mass spectrometry

Sample preparation. The o- and B-tubulins purified from neonate
brain by a cycle of microtubule assembly and disassembly were
separated on 10% SDS-PAGE. Protein bands corresponding to -
tubulins were excised and subjected to in-gel proteolytic digestion
and proteolytic peptide extraction using the Progest robot (Genomic
Solutions, Chemsford, MA). Briefly, bands were extensively washed
with acetonitrile and 25 mM NH3HCO3 and treated with 10 mM
dithiothreitol (30 min at 56°C) and then 55 mM iodoacetamide
(30 min at room temperature). Gel slices were then dried and
incubated with endoproteinase Asp-N (5 ng/ul; Roche Diagnostics)
for 6 h at 37°C. Proteolytic peptides were extracted (using 60%
acetonitrile/0.1% formic acid solution, followed by pure acetonitrile),
vacuum dried, and resuspended in 5% acetonitrile and 0.1%
trifluoroacetic acid before mass spectrometry analysis.

Nano-liquid chromatography/tandem mass spectrometry
analysis. Nano-liquid chromatography/tandem mass spectrometry
(nanoLC-MS/MS) analyses were performed with the LTQ Orbitrap
Velos mass spectrometer (Thermo Scientific) coupled to the EASY
nLC Il high-performance liquid chromatography system (Proxeon,
Thermo Scientific, Waltham, MA). Peptide separation was performed
on a reverse-phase C18 column (100-um inner diameter, 5-um C18
particles, 15-cm length, NTCC-360/100-5) from Nikkyo Technos
(Tokyo, Japan) with a 5-35% solvent B gradient over 40 min. Solvent
Awas 0.1% formic acid in water, and solvent B was 0.1% formic acid
in 100% acetonitrile. NanoLC-MS/MS experiments were conducted
in data-dependent acquisition mode. The 20 most intense ions—
above an intensity threshold of 2000 counts—were selected for CID
fragmentation and analysis in the LTQ. The m/z values of the
precursor peptide ions were measured with a high resolution of
60,000 in the Orbitrap.

Data analysis. NanoLC-MS/MS data were analyzed in two steps.
First, data were processed automatically using the Mascot search
engine (version 2.4.1; Matrix Science, London, United Kingdom) in
Proteome Discoverer 1.4 against the Swissprot database (release
2014_08), with carbamidomethylation of cysteines as fixed
modification and oxidation of methionines and glutamylation of
glutamates as variable modifications. Second, a targeted search
was conducted against a database composed of all B-tubulin
isotypes and all possible C-terminal truncated B-tubulin sequences,
with the same modifications as the first search. Peptide and
fragment tolerance were respectively set at 10 ppm and 0.6 Da.
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SUPPLEMENTAL MATERIAL
Supplemental figure legends.

Figure S1. aA3-tubulin is present in all regions of adult mouse brain. Equal quantities of proteins
extracted from various regions of neonate mouse brain were subjected to immunoblot for analysis of
oA3-tubulin presence (with 3EG antibody). Protein levels were controlled using atot antibody.

Figure S2. Immunoblots for quantitative analysis of a-tubulin variants in mouse brain. Proteins
extracts from neonate and adult mice brains were co-analyzed with extracts from HEK293T cells
transfected with mCherry-o-tubulin variants, including tyrosinated, detyrosinated, aA2 and aA3. o tot
antibody was used to control loading of cell extracts and mCherry tubulin variant (95kD) expression
levels.

Figure S3. Cleavage of mCherry-adeTyr-tubulin by CCP1 and CCP5 enzymes. Immunoblots of
protein extracts from HEK293T cells co-expressing mCherry-adeTyr-tubulin and the CCP enzymes.
atot antibody was used to control the expression level of mCherry-odeTyr-tubulin (95kD) in cells.
mCherry tubulin variants produced from the detyrosinated form were analyzed.

Figure S4. Presence of the lower band stained by 3EG in purified tubulin preparations. Immunoblot of
tubulin purified from adult and neonate brains and the corresponding Coomassie-stained gel (bottom).
Tubulin monomers are indicated by arrows. Tubulin preparation was performed by tissue
homogeneisation in 100 mM Pipes, | mM MgCl,, | mM EGTA followed by a cycle of microtubule
assembly and disassembly.

Figure S5. PA4-tubulin evidenced in fibroblasts. Immunocytochemistry of murine embryonic
fibroblasts using 3EG and Btot antibodies.

Supplemental Tables
Table S1 - Primary antibodies used in this study
Dilutions
Antibody name Antigen or epitope . . Type Provider
immuno immuno
blotting cyto-
chemistry
o tot (a3a) Epitope: DMAALE 1:5,000 mouse (Erck et al., 2005) Kind
(see figure 1C) monoclonal gift of L Lafanechére
B tot (B3a) Epitope: EYQQYQ 1:10,000 1:1,000 mouse Kind gift of L
(see figure 4C) monoclonal Lafanechére
Anti-Tyr tubulin 1:10,000 1:5,000 rat (Wehland and
(YL1/2) monoclonal Willingham, 1983)
our own production,
anti-deTyr-tubulin | KLH-CGEEEGEE- 1:10,000 rabbit (Paturle-Lafanechere et
COOH* polyclonal al., 1994)
rabbit our own production,
anti-A2-tubulin KLH-CEGEEEGE- 1:10,000 polyclonal | (Paturle-Lafanechere et
COOH* al., 1994)
3EG KLH-CEEGEEEG- 1:10,000 1:1,000 rabbit see Material and
(anti-aA3 and - COOH* polyclonal Methods
truncated tubulins)
anti-GFP GFP 1:5,000 rabbit Invitrogen
polyclonal
Anti-mCherry mCherry 1:1,000 mouse Clontech
monoclonal
H3-ser1 0P Histone H3 (phospho 1:2,500 rabbit Abcam
S10) polyclonal




*KLH: keyhole limpet hemocyanin

Table S2 - Primers used to mutagenize o.1B tubulin cDNAs fused to mCherry.

Forward primer was GGCCATCTATGACATCTGTCG and reverse primers are listed below.
Restriction sites used for the cloning are in bold, substituted nucleotides are underlined, non-coding
sequences are in lower case and stop codon is in red.

cDNA Reverse PCR primer
mCherry o tub Template plasmid - a1B tubulin cloned into pcDNA3.1-mCherry
Gift from F. Saudou
mCherry o deTyr cgeecttegaggatectta[ TCCTCTCCTTCTTCCTCACC
mCherry o A2 cgceccttcgaggatecttaCTCTCCTTCTTCCTCCCCCT

mCherry aA3 (GEEEQG)

cgeecttegaggatecttaTCCTTCTTCCTCACCCTCTCC

mCherry aA3-GEDEG

cgeecttegaggatecttaTCCTTCATCCTCACCCTCTCCTTCAAC

mCherry aA3-GENEG

cgeccttegaggatecttaTCCTTCGTTCTCACCCTCTCCTTCAACAG

mCherry aA3-GAEEG

cgeecttecgaggatecttaTCCTTCTTCAGCACCCTCTCCTTCAACAGAAT

mCherry aA3-GDDEG

cgceccttcgaggatecttaTCCTTCATCATCACCCTCTCCTTCAACAGAA

mCherry aA3-AEEEG

cgeccttcgaggatecttaTCCTTCTTCCTCAGCCTCTCCTTCAACAGAATCCA

mCherry aA3-EEEEG

cgeccttegaggatecttaTCCTTCTTCCTCTTCCTCTCCTTCAACAGAATCCA
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Conclusions générales

Les microtubules sont des éléments clefs du cytosquelette des cellules eucaryotes. lls sont
assemblés par la polymérisation de dimeéres de tubulines alpha et beta. Malgré leur similitude
structurale élémentaire, les microtubules possédent des fonctions trés différentes. Cette diversité de
fonctions prend source dans deux mécanismes de diversification des microtubules : dans |’expression
et I'incorporation de différentes isoformes de tubulines et par les modifications post-traductionnelles
des microtubules. L'expression d’isoformes est une régulation lente nécessitant la transcription, la
traduction, le repliement et I'incorporation en microtubules des ces tubulines. Elles semblent avoir
un impact sur les propriétés mécaniques et structurales des microtubules et influenceront
possiblement les modifications post-traductionnelles affectant les microtubules. Les modifications
post-traductionnelles quant a elles générent des changements de propriétés biochimiques rapides,
et sont le plus souvent réversibles. Elles régulent ainsi plus finement les fonctions des microtubules

en modulant I'affinité d’interaction des microtubules avec leurs partenaires moléculaires.

Le nombre important d’isoformes de tubuline ainsi que la diversité des modifications post-
traductionnelles pouvant étre générée sur les microtubules soulignent I'importance de ces
mécanismes dans leur régulation fonctionnelle. Nos travaux ont en ces points participé a la
révélation de la complexité de ces mécanismes. Tout d’abord nous avons révélé un nouveau variant
physiologique de la tubuline alpha. Au-dela de la simple mise en évidence de cette forme de
tubuline, nos résultats laissent supposer que de nombreux autres variants tronqués pourraient
exister. De plus, nous avons montré I'existence d’une tubuline beta tronquée de quatre acides
aminés dont la présence est ubiquitaire. Ces résultats competent le schéma déja complexe de la
diversité de modifications post-traductionnelles des tubulines, et notamment celles des beta

tubulines encore aujourd’hui trés peu décrites.

Nos travaux participent également a I'étude des enzymes régissant ces nombreuses
modifications. La découverte d’une tubuline beta tronquée suggere notamment ['existence
ubiquitaire soit d’endopeptidase clivant entre une glycine et un glutamate, soit de carboxypeptidases
capables de « dé-alaniner » la tubuline encore non-identifiées. De plus, nous avons identifié deux
nouvelles enzymes, les Tubuline CarboxyPeptidases, jusque la nommées les vasohibine-1 et
vasohibine-2. Enfin, concernant les CCPs, méme si nous avons confirmé certaines spécificités in vitro,
les activités enzymatiques semblent se recouper entre certains membres de la famille. L’étude des
membres de ces familles (CCP et TCP) sera essentielle a la compréhension de I'importance de la

duplication de ces protéines au cours de |’évolution.
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L'analyse de la baisse de la détyrosination dans les neurones par traitement avec des ARNs
interférents semble révéler qu’une partie de la fraction de tubuline détyrosinée provienne de
I’'expression de l'isoforme alpha4, une isoforme néosynthétisée sans tyrosine C-terminale. Cette
tubuline alpha4 est enrichie dans les cellules trés détyrosinées telles que les neurones. Elle pourrait
ainsi jouer un réle capital dans la régulation du cycle de détyrosination/tyrosination. Ces résultats
apportent des pistes a I'étude des fonctions de cette isoforme trés peu décrite, et notamment dans

la régulation fonctionnelle des microtubules neuronaux.

En dévoilant les Tubuline CarboxyPeptidases dont I'activité est connue depuis presque 40 ans
ainsi que de nouvelles modifications post-traductionnelles, I'ensemble de nos travaux participent a la
compréhension des mécanismes de régulation fonctionnelle des microtubules. Ces travaux
contribueront a I’éclaircissement de I'implication des modifications post-traductionnelles et
particulierement du cycle de détyrosination/tyrosination dans des processus physiologiques tels que
la mitose ou la différentiation, ainsi que pathologiques tels que la tumorigenese ou le

développement de pathologies cardiaques.
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Complément d’information attaché a la partie « Article 1 » :
1. Les vasohibines, des protéines connues

Les vasohibines sont des protéines connues depuis un peu plus d’une dizaine d’années. Elles ont
été découvertes et étudiées par I'équipe de Yasufumi Sato au Japon. Les travaux publiés concernent
uniquement leur role dans I'angiogénése et le cancer et impliquent que se soient des protéines
extracellulaires. Ces travaux dont voici la synthése proviennent en trés grande majorité de I'équipe

de Sato.
1.1. Identification des vasohibines 1 et 2

La séquence de la Vasohibine-1 a été clonée en 1999 lors de travaux ayant pour objectif de
mettre en évidence des protéines importantes pour le cerveau. Kikuno et al. analyserent
simultanément des banques de génes humains adultes et foetaux a la recherche de cDNA codant
pour des protéines de plus de 50 kDa. Parmi 100 clones sélectionnés, 27 furent positifs pour
I’expression in vitro de longues protéines parmi lequel le géne KIAA1036 (Kikuno, Nagase, Ishikawa,
Hirosawa, and Miyajima, 1999).

En cherchant a identifier des protéines anti-angiogéniques dont la transcription serait induite
par le VEGF, I'équipe de Yasufumi Sato identifia la protéine associée a la séquence KIAA1036. La
protéine fut donc baptisée Vasohibine en raison de sa capacité a inhiber I'angiogénése (Watanabe et
al. 2004). Par recherche d’homologie dans les bases de données, la méme équipe identifie deux ans

plus tard la Vasohibine-2 (Shibuya et al. 2006).
1.2. Des expressions tissulaires faibles mais ubiquitaires ?

D’apres |'équipe de Yasufumi Sato, les vasohibines 1 et 2 sont exprimées de maniere
relativement restreinte. La vasohibine-1 serait préférentiellement exprimée dans les cellules
endothéliales alors que la vasohibine-2 serait enrichie dans les cellules mononuclées. Cependant, des
travaux d’équipes différentes ainsi que I'analyse des bases de données révelent une présence
tissulaire ubiquitaire de ces deux protéines (Kishlyansky et al. 2010; Nimmagadda, Geetha-
loganathan, Pro, Scaal, and Christ, 2007). Kikuno et al. rapporte initialement la présence de KIAA1036
en faible quantité dans I'ensemble des tissus examinés c'est-a-dire le coeur, le cerveau, les poumons,
le foie, le muscle, ou méme les ovaires (Kikuno et al. 1999). Concernant nos travaux, ils semblent en
corrélation avec I'hypothése d’une faible présence ubiquitaire des vasohibines puisque nous
retrouvons leurs ARNs messagers dans le cerveau ainsi que dans différentes cellules (HEKs, MEFs et
neurones, données non-publiées). Enfin, les vasohibines 1 et 2 seraient particulierement enrichies

durant le développement (Watanabe et al. 2004; Shibuya et al. 2006).
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1.3. Isolation de la Small Vasohibin Binding Protein (SVBP), un partenaire essentiel

La recherche de partenaire protéique de la vasohibine-1 par la technique de double hybride,
révéla une petite protéine constituée de 66 acides aminés et renommée Small Vasohibin Binding
Protein (SVBP). Ses interactions avec la vasohibine-1 et la vasohibine-2 ont été respectivement
estimées a 31 nM et 87 nM par technique de résonance plasmonique de surface (Suzuki et al. 2010).

La SVBP semble exprimée de maniére constitutive dans les cellules endothéliales. Celle-ci
formerait un héterodimere avec les vasohibines favorisant leur solubilité. La diminution de
I’expression de SVBP dans les cellules endothéliales réduit considérablement la quantité de
vasohibine-1 qui semble anormalement ubiquitinylée et dégradée par le protéasome. Enfin, alors
qgue la vasohibine-1 est observable dans I'’ensemble de la cellule endothéliale, SVBP se concentre au
pOle apical. Ces observations ameénent les auteurs a proposer un role essentiel de SVBP dans la

sécrétion des vasohibines (Suzuki et al. 2010).
1.4. Les souris invalidées pour chacune de ces protéines sont viables

Les souris déficientes pour la vasohibine-1 ou la vasohibine-2 ont été générées. Elles sont viables
et ne présentent pas de phénotype apparent (Kimura et al. 2016). En conditions favorables, les souris
invalidées pour la Vasohibine 1 semblent d’ailleurs jouir d’'une longévité meilleure et plus saine
(Takeda, Suzuki, Yamada, Katagiri, and Sato, 2017). En conditions de stress cependant, elles
développent diverses pathologies telles que des néphropathies ou des maladies vasculaires
(Furutani, Shiozaki-Sato, Hara, Sato, and Kojima, 2015; Hinamoto et al. 2014). Les souris invalidées
pour ces protéines, trés peu caractérisées, ont surtout été utilisées pour I'étude de leurs impacts

dans le cancer (voir paragraphe 4.6).
1.5. Roles des Vasohibines dans I’angiogénése

La vasohibine-1 serait induite dans les cellules endothéliales par le VEGF. Elle inhiberait
I'angiogénése en limitant la prolifération et la migration des cellules endothéliales (Figure 27,
Watanabe et al. 2004). La surexpression de cette protéine entraine I'apoptose des cellules
fibroblastiques (Kern, Bauer, Rychli, Wojta, and Ritsch, 2008; Kern, Steurer, Gastl, Gunsilius, and
Untergasser, 2009). De maniere surprenante, la vasohibine-2 qui partage 52% d’homologie avec la
vasohibine-1 aurait des fonctions antagonistes a cette derniére. En effet, la vasohibine-2 semble
stimuler I'angiogénése et sa surexpression favorise la prolifération et la migration cellulaire
(Takahashi et al. 2012; Xue et al. 2013, 2014). Enfin, malgré 'absence de séquence signal, les deux
protéines sont décrites comme sécrétées et exercant leur effet sur I'angiogénése de maniere

paracrine.
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Vaisseau en formation Figure 27 : Modeéle de régulation
de langiogénése par les
vasohibines 1 et 2. La vasohibine
1 serait exprimée dans les cellules

. endothéliales (ECs) et freinerait
2 ~\ I'angiogeneése alors que |la
s T vasohibine-2 serait exprimée par

les cellules mononuclées dérivées
de la moelle osseuse (MNCs) et
stimulerait I'angiogénése.

(Adapté de Sato 2013)
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1.6. Implication dans le cancer

Depuis leurs découvertes, les travaux réalisés sur ces deux protéines se sont particulierement
concentrés sur leurs roles dans la pathologie du cancer. En effet, les deux homologues sont enrichis
dans de nombreux types de tumeurs (hépato-carcinome, cancer de la prostate, des ovaires ou du
sein) et sont associés a un mauvais pronostic vital des patients (Yoshinaga et al. 2008; Tamaki et al.
2009; Tamaki et al. 2010; Yoshinaga et al. 2010; Chan et al. 2012; Zhao et al. 2012; Miyazaki et al.
2012; Wang et al. 2012; Kosaka et al. 2013; Kitajima et al. 2014; Yan et al. 2014; Zhang et al. 2014; Liu
et al. 2015; Shen et al. 2016; Xue et al. 2013; Kim et al. 2016.; Takahashi et al. 2012; Li et al. 2014b).

L'induction de I'expression de la vasohibine-1 semble protectrice. Elle réduirait la prolifération,
la migration et l'invasivité des cellules et entrainerait leur apoptose diminuant ainsi la croissance
tumorale (Watanabe et al. 2004; Naito et al. 2009; Hosaka and Kimura 2009; Li et al. 2010; Heishi et
al. 2010; Ito et al. 2013; Liu et al. 2015; Takahashi et al. 2015; Horie et al. 2016; Takahashi et al.
2016). Au contraire, I'expression de la vasohibine-2 aurait les effets inverses et promouvrait la
tumorigeneése (Kitahara et al. 2014b; Koyanagi et al. 2013; Z. Li et al. 2014; Takahashi et al. 2012; Tu
et al. 2016, 2017; Xue et al. 2013, 2014) (Figure 28). Par ailleurs, la souris invalidée pour la
vasohibine-1 présente une augmentation du nombre de métastases (lto et al. 2013) alors que la
déficience en vasohibine-2 améliore le phénotype de souris atteintes de cancer gastro-intestinal

(Kitahara et al. 2014).

. . Figure 28: Impacts potentiels des
vasohibine-1 vasohibine-2 g hibi d pl P Ces off

Inhibe I'angiogéneése Active I'angiogénése vasonhi .mes ans le canc’er. ?S effets
passeraient par la régulation de
- prolifération + prolifération !an_gIOger,]ese_ d,e\ la tumeu_r'_ En
e N S ivie inhibant I'angiogénése, la vasohibine-1
- migration + chimiorésistance réduirait la croissance tumorale. A

+ apoptose - apoptose ). i .
I'inverse, la vasohibine-2 activant
I'angiogénése, favoriserait la

Croissance Tumorale croissance tumorale.
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1.7. Une possible activité catalytique

C'est en alignant les séquences de plusieurs organismes qu’une équipe d’Oxford a révélé une
homologie de séquence des vasohibines avec les TransGlutaminases-Like (TG-Like) et notamment la
conservation de la triade catalytique non canonique Cys-His-Ser (Sanchez-Pulido and Ponting 2016).
Si peu de choses sont connues sur les TG-Like, le mécanisme des transglutaminases est bien décrit et
met en avant le réle prépondérant du calcium dans I'activation de I'enzyme. Apres fixation de celui-
ci, la cystéine catalytique activée par I'histidine, réalise I'attaque nucléophile sur le substrat (Y. Song
et al. 2013). Sanchez-Pulido et Ponting indiquent que les vasohibines ont conservé dans leur
séquence le glutamate nécessaire a la chélation d’un ion calcium. Ces résultats publiés peu avant
notre premiére analyse en masse spectrométrie nous a vivement encouragé a considérer ces

protéines comme des candidats valables.
2. Conclusion

Dans I'ensemble, les travaux réalisés sur ces protéines se concentrent surtout sur leurs fonctions
physiologiques et notamment dans I'angiogéneése et les cancers. La description des caractéristiques
biochimiques des vasohibines humaines et murines sont restreintes et confuses. On révele des
discordances dans les résultats publiés concernant leur expression (localisation, épissage alternatif),
sur leurs modifications post-traductionnelles (protéolyse), ainsi que leurs localisations tissulaires et
cellulaires (sécrétée, nucléaire ou cytoplasmique). Avec la découverte de leur activité catalytique
intracellulaire conduisant a la détyrosination de la tubuline alpha, leurs caractéristiques devront étre

examinées de nouveau, de maniere plus compléte.
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Résumé

Les microtubules sont des polymeres dynamiques composés de tubulines alpha et beta qui participent a
de nombreuses fonctions cellulaires. ILes microtubules subissent différentes modifications post-
traductionnelles permettant la diversité de leurs fonctions. Au laboratoire nous nous intéressons
patticulierement au cycle de détyrosination/tyrosination de ’alpha tubuline qui fait intervenir la Tubuline
CarboxyPeptidase (TCP, inconnue) clive la tyrosine carboxy-terminale codée par la plupart des genes
d’alpha-tubuline et la Tubuline Tyrosine Ligase (TTL) qui ajoute de nouveau cette tyrosine. Malgré
I'importance vitale de ces modifications la compréhension du cycle demeure incompléte car I'identité de la
TCP est restée jusqu’a présent inconnue.

I’objectif principal du projet de these a donc été la mise en place d’un protocole original de purification
biochimique de T'activité TCP basée, aprés trois étapes de purification biochimique, sur lutilisation dun
inhibiteur irréversible. La vasohibine-1 sera la protéine candidate identifiée en masse spectrométrie. Les tests
in vitro réveleront que la vasohibine-1 ainsi que son homologue la vasohibine-2, montrent en présence de leur
partenaire Small Vasohibin Binding Protein (SVBP) une activité de tyrosine et de phénylalanine
carboxypeptidase. La baisse de 'expression des vasohibines dans les neurones induit une large baisse du taux
de tubuline détyrosinée associée a un retard critique de la différentiation neuronale. De plus la diminution de
Iexpression de ces protéines dans les progéniteurs neuronaux d’embryon de souris entraine un fort délai
dans Détablissement des couches corticales soulignant le role fondamental des wvasohibines lors du
développement cérébral. Ces travaux révelent ainsi pour la premiere fois lidentité des Tubuline
CarboxyPeptidases dont Iactivité a été découverte il y a presque 40 ans.

D’autre part, jai participé a la mise en évidence de lexistence physiologique de deux nouvelles
modifications post-traductionnelles : la tubuline delta-3, une forme neuronale générée par certains membres
de la famille de Cytosoliques CarboxyPeptidase et la tubuline beta delta-4 qui semble peu exprimée mais
ubiquitaire.

L’ensemble de mes travaux de these participent Iétude de la régulation des modifications post-
traductionnelles des microtubules et avec la découverte des enzymes TCPs, contribueront a la
compréhension de leur implication dans des processus physiologiques tels que la mitose et pathologiques tel
que le cancer.

Abstract

Microtubules are dynamic polymers composed of alpha and beta tubulin dimers taking part in a variety
of cellular structures and functions in cells. Tubulin undergoes a cycle of detyrosination/tyrosination on the
carboxy-terminus of its alpha-subunit and this results in subpopulations of tyrosinated and detyrosinated
tubulin within microtubules. This cycle is initiated by the unknown tubulin carboxypeptidase (TCP) that
cleaves the C-terminal tyrosine of alpha-tubulin which can be re-added by the Tubulin Tyrosine Ligase
(TTL). This cycle is of critical importance as the mice lacking TTL enzyme die within hours showing strong
brain defects. However, a complete understanding of the cycle is still lacking as Tubulin CarboxyPeptidase
identity remained unknown.

The main objective of the PhD project was the elaboration of an innovative protocol of TCP activity
purification which is based on a three-step purification followed by the use of an irreversible inhibitors.
Thus, after mass spectrometry analysis of enriched sample we successfully identified brain TCP as vasohibin-
1. In vitro assays demonstrated that, in the presence of Small Vasohibin Binding Protein (SVBP), VASH1 and
its homologue VASH2 exhibit robust tyrosine and phenylalanine carboxypeptidase activity on microtubules.
Neuronal vasohibins or SVBP down-regulation induces a large reduction of detyrosinated tubulin levels
associated with severe neuronal differentiation defects of neurons. Moreover, down regulation of these
proteins in neuronal progenitors generate of mouse embryo a critical delay in cortical layer establishment
underlying a crucial role of vasohibins activity for brain physiology. For the first time in 40 years, these
results cleatly establish vasohibin/SVBP complexes as TCP enzymes.

Moreover, I participate in the discovery of a two new physiological post-translational modifications,
delta-3 alpha tubulin which is specific to neurons and generated by well known members of the Cytosolic
CarboxyPeptidase family (CCPs), and delta-4 beta tubulin which is weakly expressed but ubiquitous.

Overall, these data participate in the deciphering the role of tubulin post-translational modification role in
the functional regulation of microtubules and will contribute to the understanding of their implications in
physiological and pathological processes such as mitosis or tumorigenesis.



