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Avant Propos 

 Au cours de l’évolution, lors du passage des organismes unicellulaires procaryotes à 

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 l’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, possèdent de plus en plus d’organelles et de 

compartiments cellulaires. En réponse à ces nouvelles contraintes physiques apparaissent alors les 

protéines constituant le squelette cellulaire ou cytosquelette. Ce cytosquelette est formé par un 

large réseau de polymères protéiques ayant pour rôle la définition de l’architecture cellulaire et le 

maintien de son intégrité. Il participe également à 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) ;  

 

 

                           

Figure 1 : Les trois composantes du cytosquelette eucaryote.  
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- Les filaments d’actine dit microfilaments : ils ont un diamètre d’environ 7 nm, sont polarisés et 

extrêmement dynamiques. Ils jouent un rôle central dans la motilité, l’adhésion cellulaire, la 

cytokinèse (séparation des cellules filles après mitose), et la formation de l’axone des neurones, 

l’axogenèse.  

- Les filaments intermédiaires : ils sont moins dynamiques et plus larges, de 10 à 12 nm de diamètre. 

Les filaments intermédiaires adoptent de nombreuses configurations selon le type cellulaire et la 

structure dans laquelle ils se trouvent. Ils ont des fonctions proprement mécaniques telles que le 

maintien des organites et du noyau au sein de la cellule et contribuent à la solidité cellulaire. Ils 

interviennent également dans la cohésion des cellules dans les tissus. Les filaments intermédiaires 

existent uniquement 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 particulièrement dans ce 

manuscrit. Les microtubules sont des polymères creux de 25 nm de diamètre, dynamiques et 

polarisés. Ce sont des éléments fondamentaux des cellules eucaryotes qui assurent des fonctions 

essentielles. Ils s’organisent soit en « réseau » soit en  « fuseau ». Le « réseau » microtubulaire 

constitue une armature solide permettant la définition de l’architecture cellulaire basique, mais il 

participe également à l’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 sœurs lors de la mitose et celle des 

chromosomes lors de la méiose. Enfin, les microtubules sont également le constituant majoritaire de 

structures appelées des axonèmes 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 possèdent deux avantages : elles sont rapides car elles ne nécessitent 

pas la synthèse de protéines et elles sont réversibles. Elles influencent ainsi instantanément la 

fonction de la protéine. La tubuline est le substrat de nombreuses modifications très variant  qui 

permettent l’existence simultanée de microtubules différents qui supportent la diversité de leurs 

fonctions.  

 Durant ces quatre années, je me suis particulièrement 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 thèse, concerne le cycle de 

détyrosination/tyrosination et plus précisément l’identification et la caractérisation des Tubuline 

CarboxyPeptidases. Le second article, dont les travaux ont été réalisés en parallèle, 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 clôturé par une discussion générale  soulevée par l’ensemble des travaux décrits. 
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Chapitre I : Les microtubules 

1. Propriétés générales des microtubules 

1.1. Structure d’un microtubule 

Les microtubules sont des polymères cylindriques d’environ 25 nm de largeur et pouvant aller 

de quelques microns à plusieurs centaines de microns de long. Ils sont constitués par l’assemblage 

d’une unité hétérodimérique formée de tubuline alpha et beta couramment appelée dimère de 

tubuline. En s’associant longitudinalement, les dimères forment des protofilaments qui s’associent 

ensuite de manière latérale pour former un feuillet qui une fois recourbé sur lui-même formera le 

microtubule (Figure  2c). La rencontre des protofilaments de l’extrémité du feuillet lors de ce 

recourbement forme ce qu’on appelle le sillon (Figure 2d, pointillés rouges). Le nombre de 

protofilaments semble maintenu à 13 in vivo (Evans et al, 1985 ; Tilney et al. 1973) même si la 

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

 

L’asymétrie du dimère de tubuline génère la polarité du microtubule : il possède une extrémité 

dite « moins » exposant l’alpha-tubuline et une extrémité dite « plus » présentant la beta-tubuline 

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

deux extrémités d’un microtubule peuvent croître cependant le bout « plus » polymérise plus vite et 

Figure 2 : Structure d’un microtubule. Les héterodimères d’alpha et beta-
tubuline (a) s’associent longitudinalement pour former les protofilaments (b) 
qui s’associent eux-mêmes 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) 
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dépolymérise plus souvent (Walker et al. 1988) tandis que l’extrémité « moins » montre une faible 

dynamique. Dans la cellule, cette extrémité « moins » est généralement ancrée à 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 gènes: les tubulines alpha, beta, 

gamma, delta, epsilon, zêta et êta. Parmi ces différentes familles, seules les tubulines alpha, beta et 

gamma sont conservées chez les Eucaryotes et sont essentielles à la polymérisation de microtubules, 

le dimère de tubuline alpha et beta étant le constituant élémentaire des microtubules et la tubuline 

gamma celle nécessaire à leur nucléation. Les familles de tubulines delta, epsilon, zêta et êta, 

découvertes plus récemment semblent liées aux fonctions ou à la réplication des centrioles et des 

corps basaux (Dutcher, 2001). 

Au cours de l’évolution, la complexification des familles de gènes des tubulines alpha et beta 

coémerge avec la sophistication des structures microtubulaires (Ludueña, 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 (Löwe et al. 2001). Les tubulines alpha et beta 

possèdent un site de fixation pour le nucléotide GTP, cependant seule la tubuline beta est capable de 

l’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 même famille sont généralement supérieures à  

90 %, la spécification des isoformes se situant principalement sur la séquence carboxy-terminale 

(Figure 3b). Ces extrémités, qui forment ce que l’on appelle les queues C-terminales des tubulines, 

sont flexibles et émergent de la structure microtubulaire constituant une sorte de peigne à sa surface 

(Figure 3c). Elles sont particulièrement 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 rôle 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 à 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 requière généralement un centre organisateur 

des microtubules ou MTOC. Dans les cellules de Mammifères 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 manière orthogonale et englobés par du 

matériel péricentriolaire amorphe (Figure 3).  

 

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 diamètre qui agissent comme échafaudage lors du processus de 

nucléation des dimères de tubulines. Retrouvés également à l’extérieur des centrosomes, ces 

complexes gamma-TuRC constituent les éléments fonctionnels majoritaires de la nucléation des 

microtubules des cellules mammifères.  Ce complexe couvre et stabilise les bouts « moins » des 

microtubules alors que l’extrémité « plus » dynamique polymérise et dépolymérise, explorant le 

cytoplasme. Deux modèles décrivent aujourd’hui la fonction nucléatrice des gamma-TuRC. Le modèle 

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

comme une amorce de polymérisation (Figure 3a). Un deuxième modèle plus controversé propose 

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. 
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qu’émane du gamma-TuRC un protofilament de gamma-tubuline sur lequel les dimères viendraient 

s’associer de manière latérale (Figure 4b, 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 à dire lorsque l’on se trouve à 

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

supérieure à la celle critique pour les conditions expérimentales définies.  

1.4. Dynamique intrinsèque des microtubules 

La dynamique du réseau microtubulaire est au cœur de la régulation fonctionnelle de celui-ci et 

la régulation spatio-temporelle de la stabilité des microtubules est fondamentale à la physiologie 

cellulaire. Deux théories basées sur les propriétés intrinsèques 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 l’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 phénomène 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 après une coupure. L’extrémité « moins » dépolymérise alors librement 

Figure 4 : Modèles de nucléation d’un microtubule par le complexe gamma-TuRC. (a) Dans le modèle 
de « template » la tubuline gamma (vert) s’associe sur le complexe gamma-TuRC (violet/orange) et 
forme un pattern sur lequel les dimères de tubulines viendront s’associer via la tubuline alpha (bleu). 
(b) Le second modèle propose qu’émane de la structure gamma-TuRC un protofilament de tubuline 
gamma sur lequel le dimère viendrait s’associer longitudinalement (Job et al. 2003).  
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tandis que de nouveaux dimères s’associent au bout « plus ».  La longueur du microtubule restant 

constante, on observe un « déplacement » des dimères nouvellement ajoutés au sein des 

microtubules du bout « plus » vers le bout « moins » faisant l’effet d’un tapis roulant (Figure 5a). 

1.4.2. L’instabilité dynamique 

Une autre propriété intrinsèque des microtubules est leur instabilité dynamique. Il s’agit du 

phénomène découvert en 1984 par Mitchison et Kirschner par lequel un microtubule croît et/ou 

rétrécit par l’alternance de phases de polymérisation et dépolymérisation. Le passage de la 

polymérisation à la dépolymérisation est appelé « catastrophe », le phénomène inverse est un 

« sauvetage ». L’instabilité dynamique se mesure par les quatre paramètres que sont le taux de 

polymérisation, celui de dépolymérisation, la fréquence des catastrophes et celle des sauvetages 

(Figure 5b). 

Deux paramètres influençant cette instabilité dynamique in vitro ont été mis en évidence ; la 

concentration locale en tubuline et l’hydrolyse du GTP. L’hydrolyse du GTP en GDP et phosphate 

inorganique par la sous-unité beta est un évènement stochastique dont la probabilité d’occurrence 

augmente avec le vieillissement des microtubules. La conformation du dimère 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 dimère favorise la polymérisation. A l’inverse, le relargage du phosphate impose une tension de 

courbure au dimère. Ainsi, lorsque l’hydrolyse du GTP est plus lente que l’ajout de dimère à 

l’extrémité « plus », la partie polymérisée présente une « coiffe » de tubuline-GTP qui maintient 

l’état de polymérisation. A l’inverse, lorsque l’hydrolyse du GTP est plus rapide que l’addition de 

dimères, la perte de la coiffe GTP entraine la courbure des dimères 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 phénomène puisque lorsque l’on 

remplace du GTP par un homologue non-hydrolysable, le GMPCPP, les microtubules ne subissent 

plus de catastrophes et l’instabilité est abolie (Hyman et al. 1992). 

Physiologiquement, le phénomène d’instabilité dynamique ou cycle de polymérisation-

dépolymérisation est impliqué dans le mécanisme de « recherche et capture ». Il s’agit de 

l’exploration du cytoplasme par les microtubules à la recherche de partenaires fonctionnels 

permettant leur persistance. C’est le cas par exemple des microtubules mitotiques qui polymérisent 

et dépolymérisent jusqu’à entrer en contact avec les kinétochores, structures permettant aux 

microtubules de tracter les chromosomes lors de la mitose (voir paragraphe 2.2). De manière plus 

générale, cette instabilité dynamique donne une réelle plasticité à l’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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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 Mammifères présentent des microtubules centrosomaux - émanant des complexes 

gamma-TuRC localisés au centrosome - qui forment un réseau radial rayonnant sur l’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 possèdent des 

microtubules dits non-centrosomaux (pour revue voir Dammermann et al. 2003). Ces microtubules 

qui n’émanent pas du centrosome arborent une organisation propre à chaque type cellulaire. Les 

cellules épithéliales par exemple montrent une organisation apico-basale avec l’extrémité « moins » 

des microtubules orientés vers le pôle apical (Figure 6). Bien que de certains travaux révèlent 

l’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 rôle dans  

le transport polarisé et seraient particulièrement impliqués dans la polarisation cellulaire (pour revue 

voir Nishita et al. 2017).   

Figure 5 : Dynamique intrinsèque des microtubules. (a) Schématisation de l’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)   
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L’ensemble des microtubules interphasiques participent à diverses fonctions vitales de la cellule. 

Ils jouent tout d’abord un rôle structural en participant à la définition de la forme cellulaire et à 

l’organisation intracellulaire en positionnant le noyau, les mitochondries, l’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 parallèle 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 pôles ou « aster ». A partir de ces centrosomes 

polymérise le fuseau mitotique. Celui-ci est constitué de trois types de microtubules. Premièrement, 

les microtubules dits kinétochoriens qui s’associent solidement aux kinétochores des chromosomes 

et permettent la séparation et ségrégation des chromatides sœurs. Ensuite, les microtubules polaires 

qui se chevauchent au centre du fuseau et via les moteurs moléculaires maintiennent séparés les 

deux pôles et régulent l’élongation du fuseau lors de l’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 l’orientation de la division dans le tissu. Cette orientation contrôle l’asymétrie de la 

division qui impacte le devenir des cellules filles. Enfin, lors de la cytokinèse les microtubules 

participent à la formation du « corps intermédiaire », une structure transiente et contractile 

Figure 6 : Représentation 
schématique de l’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 (à gauche) qui 
ne sont pas polarisées, les cellules 
épithéliales (à droite) possèdent des 
microtubules non centrosomaux. 
(Adapté de Tang and Marshall, 2012) 
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nécessaire à l’abscission des cellules filles. 

2.3. L’axonème 

Les cils et flagelles sont des organelles composées d’un axonème. Cette structure microtubulaire 

particulière polymérise à 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 à 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 génère un « glissement » des 

microtubules engendrant alors le mouvement de l’organite. Le flagelle est purement moteur et 

permet aux protozoaires et spermatozoïdes par exemple de se déplacer dans un liquide grâce au 

mouvement ondulatoire de l’axonème. Les cils eux, se distinguent en deux catégories, les cils 

primaires et les cils motiles. Les cils primaires sont des organelles senseurs présents à la surface des 

cellules interphasiques. Ils reçoivent des stimuli mécaniques ou chimiques et les transmettent au 

noyau. Les cils motiles, généralement nombreux à 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. 

 

Les microtubules soutiennent un large nombre de fonctions qui nécessitent des structures ainsi 

que des dynamiques variant au sein même 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 à co-purifier avec la tubuline (Olmsted et al. 1984). Aujourd’hui, le terme de MAP 

Figure 7 : Représentation schématique de l’organisation microtubulaire du fuseau mitotique (a) 
et d’un flagelle (b). (a) Illustration de Georges Dolisi et (b) adaptation d’illustration de Wikipédia. 
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s’applique à 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). 

 

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 
et al., 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 l’un des quatre 

paramètres de leur dynamique. Certaines MAPs sont également capables de co-organiser des 

microtubules parallèlement en « bundles ». Les MAPs structurales présentent de manière 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 possède la particularité de protéger les microtubules de la 

dépolymérisation à froid (pour revue voir Amos and Schlieper 2005). Il faut noter que s’il est 

traditionnellement accepté que les MAPs structurales aient pour rôle 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 génèrent 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 à s’accumuler de manière 

spécifique au bout « plus » des microtubules. De manière générale les + TIPs ciblent les microtubules 

en polymérisation et forment ce que l’on appelle des comètes. Ces protéines se répartissent en une 

vingtaine de familles dont les principales sont les End-Binding proteins ou EBs, les protéines à 

domaine CAP-Gly  (Cytoskeleton-Associated Protein Glycine-Rich), les protéines à séquence SxIP, et 

les protéines à domaine TOG et TOG-like (désignées par homologie à la protéine ch-TOG). De 

manière 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 l’avons vu, les deux extrémités d’un microtubule sont structuralement différentes et ne 

présentent pas le même taux de polymérisation/dépolymérisation. Il est généralement accepté que 

dans une cellule l’extrémité « moins » du microtubule ne polymérise jamais et lorsque les 



26 
 

microtubules sont relâchés des centres organisateurs elles restent stables ou dépolymérisent. Cette 

faible dynamique peut-être expliquée par la présence des –TIPs, dont seule une petite famille 

composée des protéines CAMSAPs est aujourd’hui connue. En s’associant à 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 l’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 possèdent une fonction ATPase nécessaire à leur activité de dépolymérases mais sont 

cependant incapables de naviguer de manière autonome le long du microtubule. Elles se déplacent 

uniquement par diffusion. Lorsque les domaines catalytiques fixent de l’ATP, les kinésines s’associent 

aux microtubules, l’hydrolyse de cet ATP génère 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 manière 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 à la paroi du microtubule, 

elles  génèrent un clivage de celui-ci en deux microtubules plus courts. En exerçant une force 

mécanique tirant sur la queue C-terminale, les enzymes déstabilisent les interactions tubuline-

tubuline locales ce qui entraîne 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 

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

3.4.3. Les séquestratrices 

Enfin, comme nous l’avons évoqué plus tôt, la concentration locale en tubuline est un élément 
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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 très 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 à 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 

possèdent un domaine moteur dont la position à 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 à la superfamille des 

protéines AAA. Elles sont généralement constituées d’une chaine lourde portant l’activité ATPase, et 

de deux chaines (une légère et une intermédiaire) permettant les interactions protéiques. Les 

dynéines se séparent en deux classes, les dynéines axonémales et les dynéines cytoplasmiques. Dans 

les axonèmes, 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 manière 

coordonnée et le long des tubules B des doublets voisins. Cela génère une torsion des microtubules 

et en conséquence l’oscillation du flagelle. Les dynéines cytoplasmiques sont quant à 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 rôles 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 l’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 gènes 

Au cours de l’évolution, la famille des gènes des tubulines s’est amplifiée. On trouve chez la 

levure Saccharomyces Cerevisiae, seulement deux gènes de l’alpha et un gène de beta-tubuline, alors 

que ce nombre dépasse généralement six chez les vertébrés. La complexification de cette famille de 

gènes multicopies coémerge avec la sophistication des structures microtubulaires. L’hypothèse selon 

laquelle un isotype possède une ou des fonctions distinctes participant à la spécialisation 

microtubulaire est proposée en 1976 par Fulton et Simpson sous le nom d’ « hypothèse multi-

tubuline ». Cette idée est soutenue par l’observation de profils d’expressions spatiotemporels 

différents des isoformes (pour revue voir Ludueña 2013).  

Au niveau moléculaire, l’existence de ces isoformes trouve deux explications. Premièrement, 

l’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 manière intrinsèque par leur séquence primaire, ou extrinsèque 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 à chaque isoforme et de 

nombreuses questions sur l’expression de ces gènes, la spécificité d’association des tubulines alpha 

et beta en dimère, 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 l’ajout ou la suppression d’un groupement chimique 
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ou acide aminé sur un résidu défini d’une protéine cible. Il peut également s’agir de protéolyse 

irréversible. La tubuline est sujette à de nombreuses MPTs dont la nature est très variable. En cellule, 

la majorité de ces modifications est observé sur le polymère 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 à 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 l’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 III. 

 

 

 

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Tableau 1 : Récapitulatif des modifications post-traductionnelles des tubulines alpha et beta, des 
enzymes responsables et de leurs implications physiologiques connues.  

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), 
l’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) 
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Chapitre II : Le cycle de détyrosination/tyrosination 

1. Introduction générale 

Historique de la découverte du cycle 

La tyrosination a été décrite pour la première fois en 1973 par l’équipe argentine de Caputto. Ils 

observèrent l’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 même année cette équipe identifie un unique substrat 

tyrosiné qui peut également être 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 

qu’il avait été proposé dans un premier temps que les réactions d’ajout et de clivage de la tyrosine 

soient réalisées par une même protéine (Hallak et al.1977), les enzymes effectuant ces réactions 

furent finalement séparées par l’utilisation de protocoles de purifications distincts (Argaraña et al., 

1978). Ces travaux permettront la description du premier élément de régulation de ces enzymes : 

l’état de polymérisation de la tubuline.  

Vue d’ensemble du cycle  

Le cycle de détyrosination/tyrosination s’effectue sur l’extrémité C-terminale de l’alpha 

tubuline. La majorité des gènes de l’alpha-tubuline code pour une tyrosine C-terminale (voir Figure 

3b). Cette tyrosine peut être clivée par une enzyme appelée Tubuline CarboxyPeptidase ou TCP, 

enzyme dont la découverte et la caractérisation ont été l’objectif de mes travaux. Ce clivage génère 

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 dimère 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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2. Les enzymes impliquées 

2.1. La TTL 

2.1.1. Historique de la découverte  

Rabin et Flavin seront les premiers à publier une purification partielle de la TTL à partir de 

cerveau en 1977 suivis de Murofushi en 1980 qui décrira une préparation proche de l’homogénéité 

(Raybin and Flavin 1977.; Murofushi 1980). Après amélioration de cette purification, des anticorps 

monoclonaux furent générés contre la TTL permettant l’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 après séquençage peptidique de 

la TTL de cochon (Ersfeld et al. 1993 pour revue voir Erck et al. 2000). La souris invalidée pour le gène 

de la TTL sera rapidement générée et soulignera l’importance de cette protéine et du cycle de 

détyrosination/tyrosination in vivo puisque les animaux meurent peu après leur naissance (Erck et al. 

2005, voir paragraphe 3). Finalement, l’enzyme sera cristallisée en 2011 ainsi qu’en 2013 éclairant 

alors les mécanismes de sélectivité pour le dimère et de spécificité pour l’alpha-tubulin détyrosinée 

(Prota et al. 2013; Szyk et al. 2011). 

Figure 10 : Cycle de détyrosination/tyrosination. Le dimère de tubuline dont l’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 libère le dimère qui sera le substrat de la 
Tubuline Tyrosine Ligase qui ajoutera à nouveau une tyrosine en position C-terminale. (Construite à 
partir d’élément de Janke et al., 2012) 
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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 être ajoutées in vitro au C-terminus de l’alpha-tubuline (Barra et al. 1973b; Rodriguez et 

al. 1975). Cependant, la TTL ayant une très faible affinité pour les autres acides aminés, il est 

raisonnable de penser que la tubuline cellulaire sera principalement tyrosinée, très 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 être intégrée sur la tubuline et 

qu’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 possède 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 manières. Premièrement, elle 

s’associe de façon contiguë à la jointure des deux sous-unités reconnaissant alors la courbure du 

dimère 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 à la beta tubuline, seule la queue C-terminale de l’alpha possède deux glutamates 

nécessaires à la fixation et au maintien de la séquence peptidique dans le site actif (Prota et al. 2013, 

Figure 11b). Ce modèle explique également l’insensibilité de la TTL à 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 à la tubuline alpha. 
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2.2. La TCP 

2.2.1. Historique de la découverte 

En 1978, Argaraña et ses collaborateurs séparent les activités de ligase et de carboxypeptidase 

de cerveau de rat en améliorant les protocoles de purification ( Argaraña et al. 1978). Débute alors 

l’étude des caractéristiques biochimiques et des spécificités de la TCP. En 1980, ils proposent un 

nouveau protocole de purification à 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 à de nombreux composés. De nouvelles tentatives de 

purifications furent proposées par la suite mais aucune n’aboutira à l’identification de l’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 à travers une colonne de gel filtration, l’activité TCP 

semble posséder un poids moléculaire de l’ordre de 90 kDa (Argarana et al. 1980). Quelques années 

plus tard la même équipe refit l’expérience en présence d’une forte concentration de sel (chlorure de 

Figure 11 : La TTL tyrosine spécifiquement l’alpha tubuline détyrosinée dimérique indifféremment 
de son état de polyglutamylation. (a) Représentation de la TTL (bleu) associée à un dimère courbé 
(gauche) ou droit (droite). La TTL s’associe majoritairement avec l’alpha-tubuline (bas) permettant le 
positionnement de la queue C-terminale de cette dernière proche du site actif de l’enzyme. La flèche 

noire indique la séquence de la TTL ( loop, en rouge) responsable de l’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 
l’ancrage de la séquence dans le site actif. Le taux de polyglutamylation n’a pas d’effet sur l’activité de 
la TTL. (Adapté de Prota et al. 2013). 
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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 l’activité (Weizetfel et al. 1997). Cette 

enzyme possèderait un pH isoélectrique aux alentours de 9.  

L’activité enzymatique de la TCP est également sensible au pH qu’elle préfère 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 l’association des MAPs avec les microtubules : au 

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

2.2.2.2. Action sur le polymère, une caractéristique intrinsèque ? 

L’ensemble des données accumulées depuis 1977 concordent à proposer un mécanisme 

d’action préférentiel de la TCP sur le polymère. La toute première 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 l’état dépolymérisé de la tubuline, stoppait l’activité de 

relargage de la tyrosine (Hallak et al. 1977; Arce et al. 1978; Arce and Barra 1985). Thompson et 

collaborateurs montrèrent 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 à un mélange de tubuline libre ou polymérisée révèleront une détyrosination 

deux à dix fois plus importante sur le polymère que sur le dimère (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 l’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 l’association de l’enzyme aux 

microtubules dans des cellules vivantes.  

La détyrosination apparait alors préférentiellement sur la tubuline polymérisée. Cependant, la 

sélectivité intrinsèque de la TCP pour les microtubules reste hypothétique en l’absence de 

préparation purifiée (et cristallisée). Il pourrait en effet s’agir d’un élément de régulation ne 

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

2.2.2.3. Classe d’enzyme 

Une question capitale dans l’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 l’élément initiateur de l’attaque nucléophile générant la coupure. Nous distinguons les 
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protéases à sérine, à cystéine (ou à thiol), à acides aspartique ou glutamique, à 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 l’attaque mais un cation métallique divalent 

qui activera une molécule d’eau qui elle-même attaquera le substrat. Il s’agit généralement d’un ion 

de zinc mais cela peut être également du cobalt, du manganèse ou du cuivre.  

La TCP est aujourd’hui classée dans la famille des métallocarboxypeptidases (nomenclature 

IUPAC EC3.4.17.17). Cependant, l’activité de détyrosination est augmentée en présence d’EDTA, un 

chélateur de cations divalents (Argaraña et al. 1978; Argaraña et al. 1980) et l’addition de zinc, cobalt 

ou cuivre abolit complètement l’activité de l’enzyme (Webster and Oxford 1996). D’autre part, des 

éléments soutiennent l’importance d’une cystéine dans l’activité détyrosinase. Le premier élément 

se base sur l’inhibition irréversible de l’enzyme par deux composés réagissant avec les thiols : le N-

éthylmaléimide et l’iodoacétamide (Webster and Oxford 1996). De plus, le parthénolide, inhibiteur 

de l’activité cellulaire de la TCP, possède une structure appelée alpha-beta lactone connue pour 

réagir avec les nucléophiles et plus particulièrement avec les groupements sulfhydriles ainsi qu’une 

fonction epoxide réagissant irréversiblement avec les cystéines nucléophiles. Lorsque l’un ou l’autre 

de ces groupements est absent l’inhibition en cellule est perdue (Fonrose et al. 2007). Si l’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 manière générale lors de l’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 l’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 l’estimation de la quantité 

d’enzyme lors du test. Le taux de détyrosination observé n’est alors pas un bon révélateur de la 

quantité absolue de TCP présente dans l’extrait ce qui rend l’établissement des étapes de 

purifications biochimiques de la TCP particulièrement difficile. De très nombreux modulateurs de 

l’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 manière indirecte en agissant 

sur l’état de polymérisation des microtubules ou directement en interagissant avec les microtubules 

et faussent ainsi l’appréciation de la quantité d’enzyme dans la fraction testée. Il s’agit alors : 

- d’éléments modifiant l’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 l’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 Argaraña 1982). Au contraire, les conditions favorisant la 

dépolymérisation comme une forte force ionique ou la présence de colchicine, inhibe la 

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 l’activité TCP lors des tests in vitro. 

- d’éléments interagissant de manière aspécifique avec les microtubules ou la TCP. Les 

polyanions, les ARNs, et les protéoglycanes, très négativement chargés ont été identifiés comme des 

éléments  diminuant fortement et de manière non-spécifique l’activité de la TCP in vitro. (Argaraña, 

et al. 1981; Modesti et al. 1984). D’un autre côté, 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 manière aspécifique à la tubuline chargée négativement à sa surface 

ce qui créerait une gêne stérique pour l’association de la TCP aux microtubules ou générer 

l’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 l’activité (N. M. Modesti et al. 

1984). Les enzymes de la glycolyse sont connues pour interagir avec les microtubules et de manière 

surprenante, l’interaction de celles-ci avec le polymère est dépendante de la présence de la queue C-

terminale de l’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 l’on connaisse le cycle de détyrosination/tyrosination depuis presque quarante 

ans et que l’identité de la Tubuline Tyrosine Ligase eût été révélée en 1993 (Ersfeld et al., 1993), très 

peu d’informations concernant les impacts physiologiques de ces modifications au niveau de 

l’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 premières 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 génèrent 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 l’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 suggèrent ainsi un processus de sélection strict 

supprimant l’activité de la TTL lors de la croissance tumorale.  

 

 D’autre part, Whipple et collaborateurs montreront que la transition épithélio-

mésenchymateuse, première étape rendant les cellules invasives et menant à la formation de 

métastases, s’accompagne de l’augmentation de tubuline détyrosinée par la perte d’expression de la 

TTL. Les microtubules détyrosinés participeraient, via la coorganisation des filaments intermédiaires, 

à l’élaboration de microtentacles. Les microtentacles, décrits la première 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. Ils constituent des sortes de « bras » qui 

facilitent le réattachement des cellules tumorales circulantes à 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). L’inhibition de l’activité de 

détyrosination est ainsi proposée comme une opportunité thérapeutique permettant de réduire le 

potentiel métastasique des cancers du sein. 

Figure 12 : L’accumulation de tubuline détyrosinée est associée à 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 I, II ou III. Les grades évaluent l’agressivité de la tumeur, le stade III étant le plus agressif et de 
ce fait ayant le plus mauvais pronostic (Adaptée de Mialhe et al. 2001). 
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3.1.2. La souris KO TTL, révélation du rôle vital de cette enzyme 

 Afin d’investiguer l’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 néosynthèse 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 après leur naissance. Ils ne présentent aucune 

malformation morphologique externe mais on observe néanmoins une anomalie de connectivité 

cérébrale et de l’organisation des couches du cortex. La mort des souris est très certainement due 

aux défauts de formation de la boucle thalamo-corticale. En effet, cette boucle a pour principale 

fonction le relais et l'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 l’hypoplasie de cette boucle chez l’embryon est généralement létale 

(voir revue López-Bendito and Molnár 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 » l’ensemble des mécanismes moléculaires pouvant sous-tendre ces phénotypes 

cellulaires.  

3.1.3.  Dans le cœur et la contraction musculaire  

 Dans les myocytes cardiaques, les microtubules jouent un rôle prépondérant dans la 

fréquence de contraction et donnent une résistance mécanique interne à la fibre. Les microtubules 

des fibres musculaires sont particulièrement enrichis en tubuline détyrosinée, les autres 

modifications post-traductionnelles étant peu présentes (voir revue Robison and Prosser 2017). La 

détyrosination permettrait l’ancrage des microtubules au niveau des disques-Z, qui délimitent les 

sarcomères, par son association avec une protéine des filaments intermédiaires, la desmine. En effet, 

l’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 l’expression de la TTL 

dans des myocytes murins provoque un défaut de leur rétrécissement couplé à une augmentation de 

sa rigidité.  

D’un autre côté, 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 contrôles. Chez ces patients souffrant de 

cardiomyopathies, la quantité de tubuline détyrosinée corrèle 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 à ce jour, restore la signalisation mécanique démontrant ainsi encore une fois 

l’importance de la régulation de la quantité de tubuline détyrosinée pour une activité contractile 

normale. (Kerr et al. 2015; Robison et al. 2016).  

 

 

 Depuis la découverte du cycle de détyrosination/tyrosination, l’étude de ces modifications 

fut principalement tournée vers le système nerveux dans lequel la tubuline détyrosinée est 

extrêmement enrichie. L’ensemble de ces travaux souligne l’importance de ces modifications dans un 

Figure 13 : La détyrosination permet l’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 dû 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, l’ancrage des microtubules est ainsi moins 
important ce qui entraîne une réduction anormale de la longueur du sarcomère lors de la 
contraction musculaire (Adapté de Robison et al. 2016). 
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autre tissu et dans certaines maladies cardiaques ce qui ouvre de nouvelles perspectives d’études 

pour la compréhension de l’importance physiologique du cycle.   

 Au travers de ces impacts on observe que l’accumulation excessive de tubuline détyrosinée 

dans les cancers, dans les neurones ou encore dans les fibres musculaires est fortement associée à 

des phénotypes pathologiques. Ces données soulignent l’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 qu’impliquent ces modifications. 

3.2. Implications cellulaires 

3.2.1. Répartition et particularité des microtubules détyrosinés  

 Les premières 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 manière plus ou moins enrichie (Figure 14, Geuens et al. 1986). On considère 

alors que les microtubules dit tyrosinés sont constitués majoritairement mais pas exclusivement de 

tubuline tyrosinée. Il en est de même pour les microtubules détyrosinés. 

 

 

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

montrent extrêmement 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 

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). 
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presque plus mais deviennent compétents lorsqu’ils sont fragmentés, c'est-à-dire que l’extrémité 

« plus » nouvellement générée peut de nouveau polymériser (Infante, Stein, Zhai, Borisy, and 

Gundersen, 2000; Kreis, 1987). Ils sont également résistants à la dépolymérisation par le bout 

« plus » induite par la présence de nocodazole -qui s’associe au dimère et diminue la concentration 

critique- ainsi que par la dilution. A contrario, ces microtubules sont sensibles à la fragmentation par 

le froid de la même manière que les microtubules tyrosinés (Khawaja et al. 1988). De ces 

observations émanera alors l’hypothèse de l’existence d’une « coiffe» qui protègerait l’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 très régulée spatialement et temporellement. 

Elle se localise de manière générale dans les populations de microtubules particulièrement 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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La présence de la tubuline détyrosinée dans ces structures localisées sous-tend fortement que 

celle-ci possède des fonctions cellulaires spécifiques. Nous aborderons dans les prochaines parties 

l’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 l’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 près du noyau et de l’appareil de Golgi 

(Burgess et al. 1997; Skoufias et al. 1990; Thyberg and Moskalewski, 1993, Figure 16). Dès les années 

1980, l’importance des microtubules dans l’organisation et le maintien structural de l’appareil de 

Golgi a été démontrée par l’utilisation de la colcémide, qui en dépolymérisant les microtubules 

entraîne une relocalisation disparate des vésicules provenant de l’appareil de golgi fragmenté ( 

Wehland et al. 1983). Des études montreront que l’appareil de Golgi s’associe préférentiellement sur 

des microtubules stables et que son organisation spatiotemporelle suit fidèlement 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).  

 

 

 Afin de déterminer la pertinence de l’aspect bouclé des microtubules détyrosinés observé en 

Figure 16 : Dans un fibroblaste les microtubules détyrosinés sont courbés et enrichis près 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). 

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). 
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culture 2D, Prescott et collaborateur observèrent l’organisation en 3D du réseau de microtubules 

stables des cellules du tissu épithélial intact de grenouille. De manière intéressante, ils démontrèrent 

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 rôle 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 l’énorme intérêt que ces questions posent sur la structuration tridimensionnelle des 

microtubules détyrosinés (et stables) et sur leur importance dans l’organisation intracellulaire, les 

avancées sont encore malheureusement très peu nombreuses. 

3.2.2.2. Organisation des filaments intermédiaires  

Après dépolymérisation du réseau microtubulaire par traitement au nocodazole, Gurland et 

Gundersen observèrent une rétractation des filaments intermédiaires en direction du noyau 

(Gurland and Gundersen 1995). Ils montrèrent que la détyrosination anormale des microtubules de 

cellules fibroblastiques par traitement avec du taxol entraîne la réorganisation des filaments 

intermédiaires. De plus, l’injection en cellule d’anticorps anti-tubuline détyrosinée (et qui vont donc 

s’associer fortement à celle-ci)  entraînent la rétractation des filaments de vimentine. Cette 

rétractation est également générée par l’injection de tubuline détyrosinée non compétente à 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, l’injection d’anticorps 

anti-kinésine entraîne la rétractation des filaments intermédiaires (Gyoeva and Gelfand, 1991; 

Kreitzer et al. 1999; Liao and Gundersen, 1998).  
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A l’exception du muscle où l’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 l’intérêt 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 l’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 particulière dans le 

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

3.2.4.  La division cellulaire 

Les proportions de tubuline tyrosinée et détyrosinée ne varient pas au cours de la division 

cellulaire. De manière générale, la tubuline tyrosinée est abondante et le marquage se superpose à 

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 

Figure 17: Co-alignement des filaments intermédiaires avec les microtubules détyrosinés au 
front de migration de cellule de 3T3 observé par Immunofluorescence. Immunomarquage de la 
vimentine (a) de la tubuline détyrosinée (b) et  de la tubuline tyrosinée (c) (Adapté de Gurland 
and Gundersen 1995) 
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intermédiaire lors de la télophase et la cytocinèse mais est indétectable sur les microtubules astraux 

(Gundersen et al. 1984; Gundersen and Bulinski 1986).  

Les premiers éléments fonctionnels montrant l’importance de la ségrégation de ces espèces de 

tubulines dans le fuseau mitotique viendront de l’étude de la division des cellules issues des souris 

déficientes en TTL (MEFs enrichies en tubuline détyrosinée). Ces fibroblastes possèdent un défaut de 

polarisation, des anomalies morphologiques et établissent un positionnement anormal du fuseau 

mitotique (Figure 18, Peris et al. 2006).  

 

De plus, la diminution du taux de tubuline détyrosinée, par l’usage de parthénolide inhibant la 

TCP ou par la surexpression de la TTL, génère un défaut d’alignement des chromosomes à la plaque 

équatoriale (lors de la congression). Les chromosomes des pôles proximaux ne migrent pas à la 

plaque et restent donc aux pôles. 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 

manière désordonnée et aléatoire dans différentes directions (Figure 19, Barisic et al. 2015). 

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 modèle sur lequel elles adhèrent alors que les cellules déficientes en TTL (TTL 
KO), à droite, montrent une orientation aléatoire du fuseau mitotique. (a/d) Immunofluorescence 
de la tubuline tyrosinée et détyrosinée (Glu-tubulin), (b/e) Exemple représentatif de l’orientation 
du fuseau et (c/f) et quantification des angles. (Adapté de Peris et al. 2006) 
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En d’autres termes, l’altération des taux de tubuline tyrosinée et détyrosinée non seulement génère 

un problème d’orientation du fuseau mitotique mais perturbe également la congression 

chromosomale c'est-à-dire l’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/morphogénèse cellulaire 

La morphogénèse cellulaire ainsi que l’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. Dès 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 être 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 

manière générale, les cellules en prolifération possèdent très peu de microtubules détyrosinés mais 

lorsque la différentiation est déclenchée, une augmentation du nombre de microtubules détyrosinés 

s’observe avant même 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 

Figure 19: La perturbation du taux de détyrosination lors de la mitose 
génère des défauts de congression des chromosomes. La diminution de 
tubuline détyrosinée (parthénolide) contraint les chromosomes polaires 
aux pôles cellulaires alors que l’augmentation de tubuline détyrosinée (TTL 
RNAi) entraîne 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)  
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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 à ceux observés dans 

les cellules interphasiques, ne sont pas sinueux mais rectilignes et souvent organisés dans le sens de 

la polarisation. La détyrosination peut être 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’hypothèse du rôle 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 

à la polarisation.  

3.2.6. La motilité 

Dans les certaines cellules telles que les fibroblastes les microtubules détyrosinés semblent avoir 

un rôle important lors du processus de la migration. Les stimuli extracellulaires, et notamment les 

acides lysophosphatidiques ou LPA, entraînent l’activation de la GTPase Rho présente à la 

membrane. Celle-ci activera alors mDia1 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 l’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 modèle 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 

à la migration.  
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3.3. Impacts moléculaires de la détyrosination 

3.3.1. Caractéristiques intrinsèques des espèces 

3.3.1.1. Vitesse de polymérisation in vitro 

Lors de la découverte du cycle, la première question fonctionnelle concernant les espèces 

tyrosinée et détyrosinée concerna leur capacité intrinsèque à 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 espèces par 

l’équipe de Didier Job que la question fut résolue (Paturle, Wehland, Margolis, and Job, 1989). Les 

microtubules constitués entièrement de tubuline tyrosinée ou de tubuline détyrosinée ne révèlent 

alors aucune différence de dynamique. Ces résultats suggèrent que la détyrosination seule ne 

modifie pas la dynamique intrinsèque des microtubules. 

3.3.1.2. Stabilisation et détyrosination : l’œuf 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 génère la stabilité du microtubule 

ou est-ce la stabilité qui entraîne la détyrosination des microtubules ? Les éléments précoces 

répondant à cette question se basèrent sur l’étude de la dynamique des microtubules détyrosinés de 

manière artificielle et non spécifique. Cette détyrosination est générée en traitant des cellules 

perméabilisées avec la Carboxypeptidase A ou en leur injectant un anticorps bloquant l’activité de la 

Figure 20: Modèle du rôle physiologique des microtubules détyrosinés 
proposé par Dunn et collaborateur. Microtubules dynamiques (tyrosinés, 
rouge) et stables (détyrosinés, vert). 
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TTL. Ces microtubules détyrosinés ne démontreront pas de modification significative de la résistance 

à la dépolymérisation et possèdent une dynamique similaire aux microtubules tyrosinés (Khawaja et 

al. 1988; Webster et al. 1990). Associées aux résultats obtenus in vitro sur les espèces 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 

hypothèse 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 l’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 très 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 à CAP-Gly sont incapables de colocaliser ou 

de cosédimenter avec les microtubules détyrosinés (Badin-Larçon 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 à 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 génèrent une 

altération de l’interaction entre CLIP170 et les microtubules et entrainent des anomalies de 

l’orientation du fuseau mitotique (Peris et al. 2006). La seconde protéine à 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 l’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 à 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 particulièrement 
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importante lors de la mitose et des dérégulations de la tyrosination ou de l’activité de MCAK sont 

fortement liées à la transformation des cellules (Ritter et al. 2016). 

On observe ici que même si les microtubules détyrosinés ne confèrent pas d’eux même une 

stabilité aux microtubules (voir paragraphe 3.3.1) ils y contribuent in vivo. En effet dans les cellules, 

les microtubules stabilisés seront détyrosinés. Ils seront par conséquent moins sensibles aux moteurs 

dépolymérisants ce qui consolide alors leur stabilité. Il s’agit d’une boucle renforçant la stabilité des 

microtubules. 

3.3.4. Kinésine-1 

Contrairement aux protéines à CAP-Gly et aux kinésines-13 qui nécessitent la tyrosine C-

terminale, les kinésines-1 s’associent de manière préférentielle avec les microtubules détyrosinés. En 

effet, la tyrosination diminue l’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 particulière 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 possède 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, 

extrêmement régulé lors de la mitose, altère 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 

 

        

L’élément central de cette régulation est donc la présence de la tyrosine qui est favorable à 

l’activité des kinésines-13 et à l’association des protéines à 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 à 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 

particulièrement crucial dans les cellules riches en tubuline détyrosinée comme le neurone. C’est ce 

que nous allons aborder dans le chapitre suivant. 

4. Un cas particulier : le neurone 

Les microtubules neuronaux sont l’un des principaux composants des neurones et constituent 

une structure critique pour la stabilité de la morphologie neuronale. Ils servent de rails sur de 

longues distances pour le transport intracellulaire, pourvoient des propriétés mécaniques rigides ou 

dynamiques et peuvent participer localement à la signalisation cellulaire. La majorité des 

microtubules neuronaux sont particulièrement stables donc très enrichis en modifications post-

traductionnelles telles que la polyglutamylation, l’acétylation et la détyrosination. Dans cette partie, 

après avoir décrit l’organisation générale des microtubules et la répartition des tubulines tyrosinées 

et détyrosinées au sein du neurone, nous aborderons les différents éléments sous-tendant le rôle 

fondamental du cycle de détyrosination/tyrosination dans la physiologie neuronale. 

Tableau 2: Récapitulation des MAPs sensibles au statut de 
détyrosination/tyrosination de la tubuline et l’impact physiologique de ces affinités. 
préférentielle.  
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4.1. Organisation générale du cytosquelette microtubulaire neuronal 

Les neurones possèdent une morphologie extrêmement polarisée comprenant des 

compartiments structuralement et fonctionnellement définis, les dendrites et l’axone, qui émanent 

du corps cellulaire. De manière générale les dendrites sont courtes, branchées et reçoivent les 

informations afférentes alors que l’axone plus fin et plus long est responsable de la transmission du 

signal électrique aux neurones efférents. Lors de l’élongation des neurites, il se forme une extension 

transitoire appelée cône de croissance qui perçoit les signaux extracellulaires et oriente la pousse 

neuritique (Figure 21). Il s’agit d’une structure extrêmement labile principalement constituée 

d’actine et de microtubules dynamiques. A l’exception du cône de croissance, la majorité des 

microtubules neuronaux présentent une extrême stabilité et on estime leur temps de demi-vie à 

plusieurs heures contre quelques minutes pour les microtubules dynamiques (pour revue voir Conde 

and Cáceres 2009). 

La plupart des microtubules neuronaux sont non-centrosomaux, c'est-à-dire non ancrés à un 

centre organisateur des microtubules et peuvent observer des orientations différentes. 

L’organisation des microtubules dans les dendrites et dans l’axone présente certaines différences. 

Alors que l’axone possède des microtubules parallèles ayant les bouts « plus » exclusivement 

orientés vers la périphérie, les dendrites comprennent des microtubules à orientation non-

homogène avec une majorité de bout « moins » vers l’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 génèrent une véritable variabilité cytosquelettique des extensions neuronales (pour 

revue générale voir Kapitein and Hoogenraad 2011).  
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4.2. Répartition des microtubules tyrosinés et détyrosinés 

Alors que les microtubules axonaux, particulièrement stables, sont extrêmement enrichis en 

tubuline détyrosinée, les microtubules labiles présents dans les cônes de croissance et les parties 

distales des neurites sont majoritairement tyrosinés. Cette variation de distribution de cette 

modification révèle une importance fonctionnelle de la dynamique des microtubules neuronaux. En 

effet, alors que les microtubules des prolongements cellulaires doivent être stables afin de soutenir 

l’architecture neuronale et l’efficacité du transport intracellulaire, les microtubules entrant dans le 

cône de croissance doivent être 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 premières étapes du développement neuronal, l’initiation de la formation de l’axone 

est un évènement crucial dans la rupture de symétrie et l’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 parallèles particulièrement stables et exposant leur bout 

« plus » vers le cône de croissance (Figure 21). L’importance des microtubules et de leur stabilisation 

dans l’établissement de la polarisation neuronale (Figure 22) a été démontrée récemment par 

Figure 21: Organisation des microtubules dans un neurone. Alors que les dendrites montrent des 
microtubules à orientations non-homogènes, les microtubules de l’axone sont organisés avec leur 
extrémité « plus » orientée du côté distal. Au bout des neurites en croissance on retrouve le cône de 
croissance, une structure labile qui sonde l’environnement et oriente la pousse neuritique. 
Majoritairement constitué d’actine, le cône de croissance est également envahi par les microtubules 
dynamiques qui émanent du faisceau axonal. (Adapté de Namba et al. 2015) 
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plusieurs expériences. Tout d’abord, la déstabilisation pharmacologique légère des microtubules d’un 

neurone en stade II entraîne 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 l’axonogénèse (pour revue voir Neukirchen and Bradke 2011 ou Conde et Cáceres 

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 

l’addition de faibles doses de taxol dans le milieu de culture des neurones induit la formation de 

multiples axones (Gomis-Rüth et al. 2008; Hammond et al. 2010).  

 

L’un des mécanismes sous-jacent de l’axogenèse dépendrait en partie de la détyrosination via 

l’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 à celui de 

l’ensemble des microtubules somatiques et est également enrichi en tubuline acétylée (Konishi and 

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 à cette spécification (Adapté de Witte and Bradke 2008). 
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Setou 2009). Hammond et al ont démontré que l’acétylation n’est cependant à elle seule ni 

nécessaire ni suffisante pour recruter sélectivement la kinésine-1 (Hammond et al. 2010). De 

manière cohérente, la perte sélective de la tyrosination dans les neurones entraîne 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, 

l’utilisation de taxol, qui génère la détyrosination homogène des microtubules neuronaux, entraîne 

également la relocalisation de la kinésine-1 vers les dendrites (Kapitein et al. 2010). L’ensemble de 

ces résultats supportent fortement l’hypothèse 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 à la spécification 

axonale (Figure 22) et par conséquent à la polarisation neuronale (voir revue Hirokawa and 

Takemura 2005; Arimura and Kaibuchi 2007).  

Le transport polarisé par la kinésine pourrait également avoir un rôle tout au long de la vie du 

neurone. Le knock-down de la kinésine-1 après 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 suggèrent que la kinésine-1, et par extension des résultats 

précédents la tubuline détyrosinée, pourraient être nécessaires au maintien de la polarisation 

neuronale (Konishi and Setou 2009). Cette modification étant effectivement enrichie dans l’axone, il 

serait donc d’un intérêt justifié d’étudier l’impact direct du cycle de détyrosination/tyrosination dans 

le maintien de la polarisation neuronale.  

4.3.2.  L’initiation 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). L’état de tyrosination des microtubules intervient directement dans l’interaction de ces deux 

dernières 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 l’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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La déphosphorylation des dimères 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 à domaine CAP-Gly, est la principale 

protéine constituante du complexe dynactine. Le recrutement de cette dernière est dépendant de la 

localisation de CLIP170 mais également de la tyrosine C-terminale de la tubuline (Figure 23). En effet, 

l’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 à se localiser sur les microtubules tyrosinés 

nécessite uniquement son domaine CAP-Gly et serait par ailleurs le facteur majeur des complexes 

dynéine-dynactine à 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 l’état de 

tyrosination des microtubules (McKenney et al. 2016; Nirschl et al. 2016). 

La tyrosine C-terminale participe donc à l’initiation du transport via le recrutement de CLIP170 

et de p150Glued. 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 l’importance physiologique de la tyrosination dans l’efficacité du transport 

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 
l’enrichissement de CLIP-170 déphosphorylé. CLIP-170, en présence de tubuline tyrosinée, recrute 
à 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). 
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rétrograde il serait nécessaire de l’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 particulière dans le cône de croissance. Alors qu’ils 

forment un réseau très dense et parallèle dans le prolongement axonal, ils se dissocient, se 

dispersent et explorent le cône de croissance (voir Figure 21). Les neurones invalidés pour la TTL 

présentent in vivo des cônes de croissance élargis et dont l’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, 

l’accumulation anormale de tubuline détyrosinée de ces neurones déficients en TTL induit des 

défauts de dépolymérisation des microtubules. Cela passe par l’inhibition de l’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 manière intéressante, l’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 létale chez la souris 

démontrant l’importance de cette protéine et donc de la régulation de son activité dans les 

neurones. L’analyse de l’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 possède 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 à l’enrichissement des moteurs KIF3C dans le cône de croissance où ils colocalisent avec 

les bouts « plus ». Cette kinésine-2 est exclusivement exprimée dans le système nerveux durant la 

différenciation et après une blessure. Même si l’activité de KIF3C n’est pas encore clairement établie, 

elle possède un rôle crucial dans la régulation de la pousse et de la régénérescence axonale, sa 

déplétion entraînant 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 manière locale ou 

systémique chez la souris accélère le processus de régénération nerveuse (Gobrecht et al. 2016a). Au 

contraire, l’utilisation de taxol contrebalance l’effet positif du parthénolide. Ces résultats suggèrent 

que l’impact du parthénolide passe par une diminution du taux de détyrosination dans les extrémités 

axonales, qui via l’augmentation de la susceptibilité aux kinésines dépolymérisantes augmente la 

dynamique des microtubules. Ainsi, à travers l’impact que la tyrosine exerce sur les activités de KIF2A 
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et KIF3C, sa présence sur les microtubules dynamiques des cônes de croissance est essentielle au 

maintien de leur état dynamique requis pour l’établissement correct de réseaux neuronaux ou la 

régénérescence d’axones blessés. 

 

De plus, comme nous l’avons vu dans la partie précédente, l’initiation du transport rétrograde 

est modulée par l’état de tyrosination des microtubules. L’efficacité du transport rétrograde est 

cruciale pour la physiologie des neurones et est particulièrement impliquée dans leur survie et la 

régénérescence des axones (Rishal and Fainzilber 2014). La blessure de neurones de ganglions 

rachidiens de souris conduit à une élévation de l’activité TTL au niveau de la lésion. L’augmentation 

subséquente de tubuline tyrosinée localisée génère 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 l’expression de la TTL et donc la 

diminution générale de la tyrosination dans ce modèle réduit de manière critique la capacité 

régénérative de 20% dans les 60h après blessure. La modulation du cycle en faveur de la tyrosination 

apparaît alors comme une stratégie clinique adaptée pour le traitement des lésions nerveuses.  

4.3.4. Vue d’ensemble  

 

 Tout au long de ce chapitre consacré au cycle de détyrosination/tyrosination, nous avons vu 

que ces modifications, qui reposent sur l’ajout ou le clivage d’une tyrosine sur le C-terminus de la 

tubuline alpha, révèlent 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 l’importance de la régulation fine de ce cycle dans des processus 

pathologiques graves comme le cancer et la neurodégénérescence et poussent fortement à 

l’élucidation des mécanismes moléculaires impliqués. De manière générale, les dérégulations 

observées dans ces processus pathologiques penchent en faveur de l’accumulation de tubuline 

Tableau 3: Récapitulatif des partenaires sensibles à la tyrosination et implication de 
ces modifications dans la physiologie neuronale. 
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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 l’identité de cette enzyme. Cela a été l’objectif principal de ma 

thèse dont les résultats sont présentés dans la partie article n°1. 
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Chapitre III : Les modifications consécutives à la détyrosination 

1. La tubuline 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 à la découverte d’une forme 

ne pouvant pas être 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 manière 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 à elle la 

quantité de tubuline tyrosinée initiale (Figure 24). Ils observèrent alors qu’une proportion 

représentant jusqu’à 50% de tubuline de cerveau n’était pas capable d’incorporer de la tyrosine 

même après traitement avec la CPA. Cette fraction fut par conséquent nommée Non-Tyrosinatable 

Tubulin ou NTT. Deux principales hypothèses expliquant l’incapacité de cette tubuline à entrer dans 

le cycle furent émises. Premièrement, la TTL se fixant à la jointure du dimère et donc en partie sur la 

tubuline beta, certains isotypes pourraient interdire la tyrosination en empêchant l’association avec 

l’enzyme. La deuxième hypothèse proposait quant à elle que cette tubuline possède une différence 

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

 

 

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 première 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 même colonne. La tubuline non retenue 

constitue la NTT (Paturle et al. 1989). De manière 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 deuxième hypothèse 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-

Lafanechère et al. 1991). Cette tubuline alpha correspond à une forme débarrassée de ces deux 

derniers acides aminés C-terminaux, elle sera nommée 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 

l’exception de la CCP5, toutes les CCPs sont également capables de générer de la tubuline delta-2 en 

clivant un glutamate de l’alpha-tubuline détyrosinée (Rogowski et al. 2010; Tort et al. 2014; Aillaud et 

al. 2016, voir Figure 25). 

 

Figure 25 : Les CCPs 1,2,3,4 et 6 déglutamylent l’alpha 
tubuline détyrosinée ce qui génère 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 particulièrement abondante dans le cerveau où elle peut 

représenter jusqu’à 35 % des formes de tubuline alpha. Par ailleurs, il s’agit du seul tissu dans 

lequelle elle est observable physiologiquement (Paturle-Lafanechère et al. 1994). Plus précisément, 

ce variant s’accumule dans les neurones différenciés et se répartit de manière homogène entre 

dendrites et axones (Paturle-Lafanechère 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 uniquement dans les cils et les centrioles des cellules qui se divisent (Paturle-Lafanechère et 

al. 1994). La tubuline alpha delta-2 est également présente dans l’axonème des spermatozoïdes 

d’oursins (Redekeret al. 1996; Multigner et al. 1996).  

La répartition physiologique de la tubuline delta-2 suggère très fortement que celle-ci soit 

générée sur des microtubules particulièrement stables et persistants. Ce postulat de marqueur 

d’hyper stabilité des microtubules delta-2 est également appuyé par l’observation de l’apparition de 

tubuline delta-2 sur le réseau microtubulaire de cellules qui se divisent par traitement à forte dose de 

taxol (Paturle-Lafanechère 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 très faible lors de 

l’embryogénèse augmente rapidement après la naissance (Aillaud et al. 2016; Redeker et al. 1996). 

Enfin, mise à 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 très peu de choses concernant le 

rôle physiologique de celle-ci. Une hypothèse de l’importance de la tubuline delta-2 est alors fondée 

sur l’incapacité de celle-ci à être de nouveau tyrosinée. Il s’agirait d’une réaction « irréversible » 

bloquant la tubuline dans un état « non-tyrosiné ». 

1.3.2. Implication physiologique moléculaire 

Aujourd’hui, aucun travail portant sur la détermination d’un rôle 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, possède in 

vitro les mêmes propriétés dynamiques que les tubulines tyrosinée et détyrosinée excluant toute 

spécificité fonctionnelle intrinsèque (Paturle et al. 1989).  

1.3.3. La tubuline alpha delta-2, une modification irréversible ?  

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

l’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 à 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 deuxième élément vient de l’observation 

de la persistance de ce variant dans le cône de croissance, compartiment dans lequel la tubuline 

détyrosinée est rapidement reconvertie en tubuline tyrosinée (Lafanechère and Job, 2000). Ces deux 

éléments suggèrent que la suppression du glutamate C-terminal permet à 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 l’antépénultième 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 être générée 

par plusieurs des membres de la famille des CCPs, mais également que ce variant existe de manière 

physiologique. 
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Objectifs de thèse 

 

Mon travail de thèse s’inscrit dans un objectif global de l’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 l’importance de ces modifications 

in vivo. L’étude du cycle est aujourd’hui très limitée par le fait que nous ne connaissons pas l’identité 

de la première enzyme qui agit sur l’alpha tubuline : la Tubuline CarboxyPeptidase ou TCP. L’objectif 

premier de mon travail de thèse a été la mise au point d’un protocole de purification de cette 

enzyme dans le but de l’identifier par spectrométrie de masse. Grâce au soutien de l’équipe et la 

réalisation d’une quatrième année de doctorat, j’ai pu valider l’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 parallèle de ce travail, j’ai participé à la mise en évidence de l’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 clôturé par une 

conclusion générale replaçant l’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 à des processus 

cellulaires cruciaux tels que la division, la motilité et la différentiation. Le cycle de 

détyrosination/tyrosination de l’alpha tubuline fait partie des modifications post-traductionnelles qui  

en contribuant à la régulation fonctionnelle des microtubules permettent la diversité de leurs rôles. 

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 être ré-ajoutée par la Tubuline 

Tyrosine Ligase (TTL). Ces modifications n’ont lieu que sur la tubuline et ont un rôle crucial in vivo. En 

effet, les souris déficientes en TTL présentent des défauts d’organisation du cerveau et meurent peu 

après leur naissance (Erck et al. 2005). L’état de tyrosination est particulièrement crucial pour la 

physiologie neuronale et sa dérégulation génère des défauts majeurs de l’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 

l’orientation du fuseau mitotique et l’alignement des chromosomes (Barisic et al. 2015; Peris et al. 

2006). L’augmentation anormale du taux de tubuline détyrosinée est par ailleurs associée à 

l’agressivité tumorale ainsi qu’à un mauvais pronostic vital des patients atteints de cancer 

(Lafanechère 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 

à 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. Argaraña 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 thèse fut donc la mise au point d’un protocole de purification permettant l’identification et la 

caractérisation de la Tubuline CarboxyPeptidase. Ce travail de thèse, qui s’inscrit à la suite de travaux 

initiés par Anouk Bosson (ancienne doctorante) et Marie-Jo Moutin, est présenté dans l’article n°1 

que 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 l’enrichissement maximal de l’activité TCP, nous avons mis au point à partir 
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de cerveau de souris, une purification en trois étapes inspirée des travaux d’Argaraña 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 révèle cependant être encore très riche en protéines (fraction IV, figure 1A). Ainsi afin d’isoler la 

protéine portant l’activité catalytique, nous avons ensuite réalisé une étape d’affinité grâce à un 

inhibiteur irréversible. L’incubation d’une fraction enrichie en activité TCP avec différents inhibiteurs 

commerciaux révèle que l’enzyme pourrait être une protéase à sérine ou à cystéine (voir figure S2A). 

De plus, l’activité de la fraction IV montre une sensibilité 100 fois plus importante pour un inhibiteur 

présentant une phénylalanine (TPCK) comparé à 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 particulièrement intéressante car elle a l’avantage de réagir de 

manière covalente et très spécifique avec les cystéines catalytiques (nucléophiles). Le parthénolide, 

un composé utilisé pour l’inhibition de la détyrosination dans les cellules, possède cette fonction 

epoxide, qui est essentielle à son activité (Fonrose et al. 2007). En se basant sur la séquence de la 

queue C-terminale de la tubuline, la fonction epoxide a été couplée à un, deux ou trois acides aminés  

de cette séquence respectivement –Y, -EY ou –EEY (figure S2B). Parmi eux l’inhibiteur epoY (fonction 

epoxide suivie d’une tyrosine, voir structure figure S1C) se révèle être le plus efficace (figure 1B) et 

semble inhiber irréversiblement l’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, 

que par réaction de « clic », l’inhibiteur peut être couplé de manière covalente à 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 révèle 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 à 

l’élimination des protéines contaminantes par lavages dénaturants lors des cette étape nous a 

permis d’obtenir un seul candidat largement enrichi dans l’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 l’angiogénèse (voir en annexe « complément d’information 

concernant la partie article n°1 »). Cependant de récents travaux de bioinformatique révèlent 

qu’elles possèdent toutes deux une triade catalytique non-canonique Cys-His-Ser (figure 1F) et 
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qu’elles appartiennent à la famille des protéases TransGlutaminase-Like (Sanchez-Pulido and Ponting 

2016). De plus, les vasohibines possèdent 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’entraîne qu’une faible 

augmentation de tubuline détyrosinée, leur coexpression avec SVBP génèrent une détyrosination 

presque complète de l’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 l’on mute la tyrosine ou la phénylalanine 

C-terminales en alanine, la génération de tubuline détyrosinée est abolie (figure 1C et S2B). 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 l’activité catalytique intrinsèque 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 

l’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.µg-1.min-1 pour la vasohibine-1 et pour la vasohibine-2 (figure 2D).  

Les premières études de la Tubuline CarboxyPeptidase ont souligné l’importance de l’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 dimère libre (figure 2E, S4B, C et D). De plus, la détyrosination n’étant décrite 

que sur la tubuline cela suggère que la Tubuline CarboxyPeptidase possède une certaine sélectivité 

pour son substrat. Afin de vérifier cette spécificité, nous avons testé la capacité des vasohibines 

purifiées à détyrosiner la protéine EB1. Cette protéine possède les mêmes 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 manière 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 l’activité et rôle physiologiques de ces protéines, nous avons examiné l’impact 

de la baisse de l’expression des vasohibines et de SVPB dans les neurones où ces modifications sont 
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particulièrement enrichies. Même si les protéines sont indétectables en Western-blot, l’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) 

entraîne une diminution de tubuline détyrosinée de presque 50 % (figure 3B) témoignant de leur rôle 

physiologique de détyrosinase. De manière cohérente avec l’importance du cycle pour la physiologie 

neuronale (voir chapitre II, 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 l’on diminue le taux de 

détyrosination par une baisse de l’expression de SVBP dans les neurones (figure S5B, C et D).  

Afin de questionner le rôle des ces vasohibines in vivo, nous avons analysé l’effet de la 

diminution de leur expression lors de la corticogenèse 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 après révèle que la majorité 

des neurones exprimant l’ARN contrôle ont migré jusqu’à 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 rôles fondamentaux lors 

de la différentiation neuronale et le développement cortical. Ces résultats sont en accord avec 

l’observation de défauts neuronaux et de l’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, même si la Tubuline 

Carboxypeptidase est restée non-identifiée des informations sur ses caractéristiques biochimiques se 

sont accumulées. Celles-ci corrèlent 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 à 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 corrèle avec la vasohibine-1 qui est une protéine de 42 kDa et 

dont l’activité semble effectivement nécessiter la présence d’un partenaire, la SVBP. Ces corrélations 

suggèrent que l’activité détyrosinase étudiée depuis 40 ans soit bien celle de la vasohibine-1. De plus, 

s’il s’avère que l’association entre SVBP et la vasohibine-1 est absolument nécessaire à l’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 manières. D’une 

part, la tubuline n’ayant pas la même 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 l’enzyme et le substrat est favorisée lorsque la tubuline est polymérisée. Cette  

dernière hypothèse 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 l’intégrité de la structure du 

dimère 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 intrinsèques 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 même 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 extrêmement enrichie. Si les vasohibines sont effectivement 

capables de détyrosiné EB1, ces observations suggèrent 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, l’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 à 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 à l’activité des vasohibines et 

que ces deux protéines copurifient. SVBP semble notamment essentielle à la solubilité des 

vasohibines (Suzuki et al. 2010). Nos travaux ne permettent cependant pas de discerner le rôle exact 

de SVBP et il sera important de déterminer si elle est nécessaire à la synthèse et au bon repliement 

de la vasohibine ayant alors un rôle transitoire de chaperonne ou s’il s’agit d’un activateur de 

l’enzyme. Encore une fois, l’obtention des protéines purifiées et mutées sera essentielle à la 

résolution du rôle exact de la protéine SVBP. 

 

Les régulateurs potentiels de l’activité détyrosinase  

Il a été montré que l’augmentation globale de la phosphorylation (par traitement aux inhibiteurs 

de phosphatases) entraîne l’inhibition de la détyrosination ainsi que le détachement de la TCP des 

microtubules (Sironi et al. 1997; Contin et al. 2003). Il envisageable que l’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 à se lier aux microtubules. Cela génère des charges 

négatives sur ces protéines qui diminuent ainsi leur affinité pour les microtubules eux-mêmes 

chargés très 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 suggèrent que l’activité des vasohibines, 

et particulièrement leur association avec les microtubules, pourrait être 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 être réalisés avec des phosphates radioactifs permettant de 

valider cette hypothèse. Enfin, des mutations (phosphomimétique ou non-phosphométique)  de sites 

potentiels de phosphorylation pourront alors être réalisées permettant d’élucider l’impact de ces 

phosphorylations.  

L’activité des vasohibines et ainsi la détyrosination pourraient également être 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 à ces enzymes il entraine un changement de 

conformation essentiel à 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 

l’état polymérique des microtubules. Sachant que la polymérisation de la tubuline favorise l’activité 
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de la TCP et que le calcium également, cela suggère que cet ion ai un effet direct sur l’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 rôle particulièrement important dans la 

physiologie neuronale. La diminution du taux de tyrosination de 40 % observée  lors de la baisse de 

l’expression des vasohibines génère un phénotype neuronal cohérent avec celui des neurones 

déficients en TTL (Peris et al. 2009). La perturbation des taux de tubuline tyrosinée et détyrosinée 

altère la pousse neuritique, la longueur axonale ainsi que le nombre de branchement. Lorsque l’on 

observe des neurones à deux ou trois jours après leur mise en culture, l’augmentation du taux de 

détyrosination semble entraîner une augmentation de la longueur des neurites (Peris et al. 2009) 

alors que sa diminution retarde leur pousse. Ces observations suggèrent que la perturbation du cycle 

de détyrosination/tyrosination altère la vitesse d’extension des neurites.  

L’impact de la baisse d’expression des vasohibines, même si elle entraîne 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 l’expression des formes inactives de ces protéines, les dead-V1 et dead-V2. L’impact 

de l’activité de détyrosination des vasohibines pourra alors être clairement déchiffré. 

 

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

Malgré l’efficacité des shARN ciblant les vasohibines, la baisse de la tubuline détyrosinée dans 

les neurones n’est pas supérieure à 40 %. Même si l’hypothèse de l’existence d’une autre TCP 

neuronale peut être considérée, la présence du reste de tubuline détyrosinée provient très 

certainement de l’isoforme de tubuline alpha4, la seule isoforme néosynthétisée sous forme 

détyrosinée. Même s’il a été montré que cette isoforme peut être tyrosinée par la TTL in vitro (Gu et 

al. 1988), elle existe très majoritairement sous forme native dans le cerveau de rat (Redeker et al. 

1998). Dans le cerveau la tubuline alpha4 semble être 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 manière intéressante, la tubuline alpha4 est également enrichie dans les 

fibres musculaires  (lisses, striées et cardiaques, Villasante et al. 1986; Gu et al. 1988) où le cycle de 

détyrosination/tyrosination joue un rôle particulièrement crucial (Robison et al. 2016; Robison and 

Prosser 2017). Chez le rat, les activités enzymatiques des TTL et TCP semblent être maximales durant 

le développement et diminuent progressivement pour atteindre un minimum chez l’adulte (Alonso et 
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al. 1993; Webster 1997) alors que la proportion de tubuline détyrosinée s’enrichie avec l’âge. 

L’expression de tubuline alpha4 dans ces cellules différenciées pourrait donc représenter une part 

importante de la fraction de tubuline détyrosinée qui représente jusqu’à 50 % de la tubuline alpha.  

L’isoforme de tubuline alpha4 devrait être considérée comme partie intégrante du cycle, et son 

étude sera nécessaire à la compréhension de la physiopathologie du cycle de 

détyrosination/tyrosination. Par exemple, les analyses des expressions et des caractéristiques des 

variants détyrosinés alpha1A/B et alpha4 permettront de déterminer si ces deux isoformes 

concourent à la même fonction intracellulaire et sont ainsi interchangeables.   

 

Rôle de la détyrosination dans l’établissement des couches corticales  

La baisse de l’expression des vasohibines dans les progéniteurs neuronaux entraîne une 

perturbation critique de l’établissement des couches corticales. Si cela révèle un rôle crucial de ces 

protéines durant le développement cérébral, le phénotype peut cependant provenir de différentes 

étapes. En effet, l’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 l’implication de 

vasohibines dans la génération de ces phénotypes, il serait nécessaire de réitérer ces expériences en 

plaçant les séquences codantes des ARN interférents après 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 à 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, l’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 l’importance de ces protéines in vivo passera par l’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 

l'observation des souris développées au laboratoire). Cependant, cela s’avère cohérent si l’on 

imagine que les deux enzymes se compensent. Ainsi l’étude de la souris invalidée pour les deux 

enzymes sera plus pertinente. Nos résultats révèlent que la prolifération, la différentiation, la 

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

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

leurs neurones permettra de révéler l’implication de ces protéines dans la physiologie neuronales. 

Étant donné que la souris invalidée pour la TTL présente des défauts majoritairement cérébraux, 

l’analyse de l’anatomie cérébrale de la souris invalidée pour les vasohibines sera d’un intérêt 

particulier.  

4. Conclusions  

Dans cet article, nous révélons l’identité des Tubulines Carboxypeptidases dont l’activité est 

connue depuis 1977. Cette identification a été rendue possible grâce à la combinaison d’une 

purification poussée couplée à une étape d’affinité via un inhibiteur synthétisé suivant les 

caractéristiques biochimiques de l’activité TCP. Nous avons montré que le candidat identifié en 

spectrométrie de masse la vasohibine-1 ainsi que son homologue la vasohibine-2, possèdent toutes 

deux une activité de détyrosinase et déphénylalaninase in vitro lorsqu’elles sont coexprimées avec 

leur partenaire la protéine SVBP. Nos travaux révèlent que les vasohibines ont un rôle crucial dans la 

différentiation neuronale et la diminution de leur expression in vivo génère des retards critiques lors 

de l’établissement des couches corticales. Ces résultats soulignent l’importance physiologique de ces 

enzymes. La révélation de l’identité 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.   

 

5. Article n°1 
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Article n°2: « Evidence for new C-terminally truncated variants of α- and β-
tubulins» 

1. Introduction 

 La tubuline est sujette à de nombreuses modifications post-traductionnelles qui participent à 

la diversité des microtubules et ainsi à celle de leurs fonctions. Nous avons vu le cycle de 

détyrosination/tyrosination faisant intervenir les vasohibines/SVBP qui coupent la tyrosine C-

terminale de l’alpha tubuline ainsi que la TTL qui la rajoute. A la suite de la détyrosination (laissant 

apparaître la séquence C-terminale -GEE), une coupure supplémentaire peut être générée libérant le 

pénultième glutamate de la séquence primaire formant la tubuline alpha delta-2 (-GE). Ce variant 

peut être généré par cinq 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 deuxième article présentés ci-dessous révèlent alors non seulement 

l’existence physiologique de ce variant mais également les autres membres de la famille de CCPs 

capables de le générer. 

2. Résumé 

Spécificité de l’anticorps 3EG 

Afin d’étudier l’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 très 

spécifique du variant delta-3 (figure 1A de l’article n°2). De plus, des mutations ponctuelles de la 

séquence C-terminale de l’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 l’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 à 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 espèces 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 à 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 révèlent 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 génèrent la tubuline delta-2 à partir de la tubuline 

détyrosinée, nous avons voulu déterminer la capacité de ces enzymes à former de la tubuline delta-3. 

En coexprimant les différentes CCPs avec la tubuline delta-2 couplée à 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 

possèdent pas cette aptitude (figure 3A panneau de gauche). De manière cohérente avec les travaux 

précédents (Rogowski et al. 2010), nos résultats révèlent 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 à 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 être générée, nous nous sommes demandés si cette stabilisation favorisait aussi la 

formation de la tubuline delta-3. De manière 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 à l’existence de ce variant et leur stabilisation défavorable à sa formation. Ces 

observations révèlent un mode de régulation de la formation de tubuline delta-3 très différent de 

ceux des autres variants de la tubuline alpha. 

Afin d’élucider les propriétés de cette tubuline, nous nous sommes intéressés à 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 à 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 à l’état de dimère suggère 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 manière lente. 

Découverte d’une tubuline beta tronquée 

Lors de l’analyse par Western-blot des différents tissus de souris avec l’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 l’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 hypothèse, 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 révèlent 

qu’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 à la 

tubuline beta2A/B tronquée de ses quatre derniers acides aminés -EDEA, ainsi nommée beta delta4 

(figure 4C et D). La tubuline beta delta4 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 delta4 

(figure 5C).  

3. Discussion et perspectives 

La tubuline delta-3, une variant singulier 

Dans ce manuscrit, nous montrons l’existence physiologique d’un variant neuronal, la tubuline 

alpha delta-3. La quantification des espèces de tubuline alpha révèle 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 suggèrent que ce variant possède un rôle précis et notamment au cours du 

développement dont l’élucidation nécessitera l’étude de ses spécificités moléculaires. 

Le profil de régulation de ce variant apparaît singulier. En effet, la tubuline delta-3 qui est 

majoritairement microtubulaire, est générée par les déglutamylases à 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 à sa formation. Cependant lorsque 

l’on stabilise les microtubules par traitement taxol la génération de la tubuline delta-3 est abolie. Ces 
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observations suggèrent qu’un regain de dynamique de microtubules  âgés  est essentiel à la 

génération de tubuline delta-3. La présence de tubuline delta-3 sur les microtubules dynamiques 

pourrait être expliquée par une préférence des CCPs générant la tubuline delta-3 pour la tubuline 

dimérique (voir figure 25).  

 

 

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

 Malgré le fait que l’on connaisse les modifications post-traductionnelles de la séquence 

primaire de la tubuline alpha depuis presque 40 ans, très peu d’études se sont intéressées à celles de 

la tubuline beta. En effet, concernant les Mammifères, seuls les travaux de Miller et collaborateurs 

font mention de l’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 l’existence d’un 

variant de tubuline beta2A/B tronquée de quatre acides aminés –EDEA révèle ainsi pour la première 

fois une modification physiologique et ubiquitaire de la séquence primaire de la tubuline beta.  Ils 

révèlent 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 rôle 

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 

Figure 25 : La présence de tubuline delta-3 semble nécessiter un regain 
de la dynamique de microtubules persistants. 
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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 suggèrent qu’il pourrait exister 

d’autres tubulines carboxypeptidases capables de couper des alanines. Dans ces deux cas, ces 

hypothèses suggèrent l’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 à partir de tubuline 

delta-2. Contrairement à la tubuline delta-2 qui s’enrichit dans les microtubules très stables, la 

production de cette forme de tubuline nécessite la dynamique des microtubules. Ce variant est 

spécifiquement neuronal et est enrichi durant le développement du cerveau de souris suggérant un 

rôle précis de cette tubuline. L’utilisation de l’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 à 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 génèrent.   
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Conclusions générales 

Les microtubules sont des éléments clefs du cytosquelette des cellules eucaryotes. Ils sont 

assemblés par la polymérisation de dimères de tubulines alpha et beta. Malgré leur similitude 

structurale élémentaire, les microtubules possèdent des fonctions très différentes. Cette diversité de 

fonctions prend source dans deux mécanismes de diversification des microtubules : dans l’expression 

et l’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 l’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 à elles génèrent des changements de propriétés biochimiques rapides, 

et sont le plus souvent réversibles. Elles régulent ainsi plus finement les fonctions des microtubules 

en modulant l’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 être générée sur les microtubules soulignent l’importance de ces 

mécanismes dans leur régulation fonctionnelle. Nos travaux ont en ces points participé à la 

révélation de la complexité de ces mécanismes. Tout d’abord nous avons révélé un nouveau variant 

physiologique de la tubuline alpha. Au-delà 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 l’existence d’une tubuline beta tronquée de quatre acides 

aminés dont la présence est ubiquitaire. Ces résultats compètent le schéma déjà complexe de la 

diversité de modifications post-traductionnelles des  tubulines, et notamment celles des beta 

tubulines encore aujourd’hui très peu décrites. 

Nos travaux participent également à l’étude des enzymes régissant ces nombreuses 

modifications. La découverte d’une tubuline beta tronquée suggère notamment l’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 là nommées les vasohibine-1 et 

vasohibine-2. Enfin, concernant les CCPs, même 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 à la compréhension de l’importance de la 

duplication de ces protéines au cours de l’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 

l’expression de l’isoforme alpha4, une isoforme néosynthétisée sans tyrosine C-terminale. Cette 

tubuline alpha4 est enrichie dans les cellules très détyrosinées telles que les neurones. Elle pourrait 

ainsi jouer un rôle capital dans la régulation du cycle de détyrosination/tyrosination. Ces résultats  

apportent des pistes à l’étude des fonctions de cette isoforme très peu décrite, et notamment dans 

la régulation fonctionnelle des microtubules neuronaux. 

En dévoilant les Tubuline CarboxyPeptidases dont l’activité est connue depuis presque 40 ans 

ainsi que de nouvelles modifications post-traductionnelles, l’ensemble de nos travaux participent à la 

compréhension des mécanismes de régulation fonctionnelle des microtubules. Ces travaux 

contribueront à l’éclaircissement de l’implication des modifications post-traductionnelles et 

particulièrement du cycle de détyrosination/tyrosination dans des processus physiologiques tels que 

la mitose ou la différentiation, ainsi que pathologiques tels que la tumorigenèse ou le 

développement de pathologies cardiaques. 
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Complément d’information attaché à 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 l’équipe de Yasufumi Sato au Japon. Les travaux publiés concernent 

uniquement leur rôle dans l’angiogénèse et le cancer et impliquent que se soient des protéines 

extracellulaires. Ces travaux dont voici la synthèse proviennent en très grande majorité de l’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. analysèrent 

simultanément des banques de gènes humains adultes et fœtaux à la recherche de cDNA codant 

pour des protéines de plus de 50 kDa. Parmi 100 clones sélectionnés, 27 furent positifs pour 

l’expression in vitro de longues protéines parmi lequel le gène KIAA1036 (Kikuno, Nagase, Ishikawa, 

Hirosawa, and Miyajima, 1999).  

En cherchant à identifier des protéines anti-angiogéniques dont la transcription serait induite 

par le VEGF, l’équipe de Yasufumi Sato identifia la protéine associée à la séquence KIAA1036. La 

protéine fut donc baptisée Vasohibine en raison de sa capacité à inhiber l’angiogénèse (Watanabe et 

al. 2004). Par recherche d’homologie dans les bases de données, la même équipe identifie deux ans 

plus tard la Vasohibine-2 (Shibuya et al. 2006). 

1.2. Des expressions tissulaires faibles mais ubiquitaires ? 

D’après l’équipe de Yasufumi Sato, les vasohibines 1 et 2 sont exprimées de manière 

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 l’analyse des bases de données révèlent 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 l’ensemble des tissus examinés c'est-à-dire le cœur, le cerveau, les poumons, 

le foie, le muscle, ou même les ovaires (Kikuno et al. 1999). Concernant nos travaux, ils semblent en 

corrélation avec l’hypothèse 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 particulièrement 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 à 31 nM et 87 nM par technique de résonance plasmonique de surface (Suzuki et al. 2010).  

La SVBP semble exprimée de manière constitutive dans les cellules endothéliales. Celle-ci 

formerait un héterodimère avec les vasohibines favorisant leur solubilité. La diminution de 

l’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 

que la vasohibine-1 est observable dans l’ensemble de la cellule endothéliale, SVBP se concentre au 

pôle apical. Ces observations amènent les auteurs à proposer un rôle 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, très peu caractérisées, ont surtout été utilisées pour l’étude de leurs impacts 

dans le cancer (voir paragraphe 4.6). 

1.5. Rôles des Vasohibines dans l’angiogénèse  

La vasohibine-1 serait induite dans les cellules endothéliales par le VEGF. Elle inhiberait 

l’angiogénèse en limitant la prolifération et la migration des cellules endothéliales (Figure 27, 

Watanabe et al. 2004). La surexpression de cette protéine entraine l’apoptose des cellules 

fibroblastiques (Kern, Bauer, Rychli, Wojta, and Ritsch, 2008; Kern, Steurer, Gastl, Gunsilius, and 

Untergasser, 2009). De manière surprenante, la vasohibine-2 qui partage 52% d’homologie avec  la 

vasohibine-1 aurait des fonctions antagonistes à cette dernière. En effet, la vasohibine-2 semble 

stimuler l’angiogénèse et sa surexpression favorise la prolifération et la migration cellulaire 

(Takahashi et al. 2012; Xue et al. 2013, 2014). Enfin, malgré l’absence de séquence signal, les deux 

protéines sont décrites comme sécrétées et exerçant leur effet sur l’angiogénèse de manière 

paracrine. 
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1.6. Implication dans le cancer 

Depuis leurs découvertes, les travaux réalisés sur ces deux protéines se sont particulièrement 

concentrés sur leurs rôles 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 à 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 l’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, l’expression de la vasohibine-2 aurait les effets inverses et promouvrait la 

tumorigenèse (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  (Ito 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 
vasohibines dans le cancer. Ces effets 
passeraient par la régulation de 
l’angiogénèse de la tumeur. En 
inhibant l’angiogénèse, la vasohibine-1 
réduirait la croissance tumorale. A 
l’inverse, la vasohibine-2 activant 
l’angiogénèse, favoriserait la 
croissance tumorale. 

Figure 27 : Modèle de régulation 
de l’angiogénèse par les 
vasohibines 1 et 2. La vasohibine 
1 serait exprimée dans les cellules 
endothéliales (ECs) et freinerait 
l’angiogenèse alors que la 
vasohibine-2 serait exprimée par 
les cellules mononuclées dérivées  
de la moelle osseuse (MNCs) et 
stimulerait l’angiogénèse. 
(Adapté de Sato 2013) 
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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 rôle prépondérant du calcium dans l’activation de l’enzyme. Après fixation de celui-

ci, la cystéine catalytique activée par l’histidine, réalise l’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 à la chélation d’un ion calcium. Ces résultats publiés peu avant 

notre première analyse en masse spectrométrie nous a vivement encouragé à considérer ces 

protéines comme des candidats valables. 

2. Conclusion 

Dans l’ensemble, les travaux réalisés sur ces protéines se concentrent surtout sur leurs fonctions 

physiologiques et notamment dans l’angiogénèse et les cancers. La description des caractéristiques 

biochimiques des vasohibines humaines et murines sont restreintes et confuses. On révèle 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 à la détyrosination de la tubuline alpha, leurs caractéristiques devront être 

examinées de nouveau, de manière plus complète. 
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RRééssuumméé  

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

L’objectif principal du projet de thèse a donc été la mise en place d’un protocole original de purification 
biochimique de l’activité TCP basée, après trois étapes de purification biochimique, sur l’utilisation d’un 
inhibiteur irréversible. La vasohibine-1 sera la protéine candidate identifiée en masse spectrométrie. Les tests 
in vitro révèleront 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 l’expression des vasohibines dans les neurones induit une large baisse du taux 
de tubuline détyrosinée associée à un retard critique de la différentiation neuronale. De plus la diminution de 
l’expression de ces protéines dans les progéniteurs neuronaux d’embryon de souris entraîne un fort délai 
dans l’établissement des couches corticales soulignant le rôle fondamental des vasohibines lors du 
développement cérébral. Ces travaux révèlent ainsi pour la première fois l’identité des Tubuline 
CarboxyPeptidases dont l’activité a été découverte il y a presque 40 ans. 

D’autre part, j’ai participé à la mise en évidence de l’existence 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 thèse participent l’étude de la régulation des modifications post-
traductionnelles des microtubules et avec la découverte des enzymes TCPs, contribueront à la 
compréhension de leur implication dans des processus physiologiques tels que la mitose et pathologiques tel 
que le cancer. 

  
AAbbssttrraacctt  

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 clearly 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. 


