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Le Cytosquelette
Introduction
· On étudie uniquement chez les Eucaryotes. Il faut savoir qu’il y a cependant bien un cytosquelette chez les procaryotes dans les eubactéries et les archéobactéries.
· Toues les cellules ont des formes différentes (ex : paramécie, neurone). On peut dégager une polarité (ex : neurone : polarité biologique associée à une polarité fonctionnelle). Forme acquise au cours de la vie cellulaire, non figée : elle peut évoluer.

· La paramécie a des cils à sa surface (groupe des « ciliés ») . Il existe d’autres structures : les microvisolitées, les stéréociles.
· Dans chaqu’une des propriétés des cellules eucaryotes, le cytosquelette intervient. Il est impliqué de façon très large dans la vie de la cellule.

· Poly : une cellule est fixée et colorée au bleu de Bromacie. On observe un réseau : le cytosquelette. C’est un ensemble de filaments de nature protéiniques, hétérogènes,  dans la cellule eucaryote. Il y a différents types de filaments et différents types de systèmes pour les assembler (de façon diverse).

I. Les différents éléments du cytosquelette
1. Généralités sur la structure des différents filaments et des microtubules
· Il y a trois types de filaments chez les eucaryotes : 

· Les filaments intermédiaires (FI), 

· les microtubules (MT), 

· Les micro-filaments d’actine (MFA). 

· Les MT et les MFA sont présents chez tous les eucaryotes. En revanche, les FI se trouvent uniquement chez les métazoaires (pas tous) et chez certaines plantes (--> pas de FI chez les champignons).
· L’ordre de grandeur pour le diamètre est le suivant : 20nm ~ MT > FI > MFA ~ 10nm. Un microtubule standar a 13 protofilaments.

2. Localisation sub-cellulaire des différents filaments et des microtubules

·  (Il y a plusieurs types d’anticorps anti-filaments.)

· Cortex = région du cytoplasme juste sous la membrane plasmique.

·  Les MFA en interphase : se trouvent dans le cytoplasme --> leur concentration est plus importante dans le cortex de la cellule (que dans les profondeurs du cytoplasme). Ils sont très impliqués dans le soutient de la membrane plasmique.
· Les cellules en culture peuvent avoir une organisation différentes in situ.

· MT : Ils forment un réseau radiaire qui part d’un point et qui rayonne. Note : ce modèle classique qui se retrouve dans tous les bouquins n’est pas toujours vrai, au contraire la forme varie beaucoup selon les types de cellule.
· Le reste du temps (pendant la mitose, cytodiérèse ?) les MT forment le fuseau de division

· FI : Il y en a dans tout le cytoplasme. Il y aussi des FI nucléaires : les lamines.

· On sait qu’il existe de l’actine dans le noyau mais elle ne forme pas de grands filaments (éventuellement de petits polymères d’actine très court) --> elle joue un rôle dans la régulation de l’expression des gènes.

· Il y a une variation de la localisation en fonction du type d’organisation de la cellule.

· Le reseau d’actine est associé à la membrane interne de la cellule, en interaction avec la chromatine.

· On observe une ceinture d’adhérence associé à des MT parralèles les uns aux autres au niveau de l’épithélium basal. Ce complexe est reliée au niveau des jonctions cellulaire ( à des structures/organites de la cellule).
3. Les filaments et microtubules sont des «polymères »

3.1 Généralités sur les monomères constitutifs
· Ces 3 types de filaments sont des polymères (assemblage de ssu élémentaires). Ce ne sont pas des protéines géantes

· Actine (MFA) et tubuline (MT) : sont composées de ssu globulaires et sont toujours associées à un nucléotide (triP ou diP). Attention les ssu sont liées par des faible énergie (assez élevées). Or en chimie des polymères sont constituées de ssu liées par des liaisons covalentes, cependant les biologistes appèlent ça quand même des polymères ( les fous !).
· Filaments intermédiaires : La structure n’est pas toujours la même, il y a une grande diversité. 

3.2 L’actine
· Actine = protéine la plus abondante dans les cellules (surtout musculaire). Ellle est formée de 375 aa, de un à plusieurs dizaines de gènes (différents gènes + isoformes associés). Vertébré, 3 types associés à… AC spécifiques pour cellules musculaires lisses (AC différents selon le type). Il existe des ARP très imp.La structure globale de la protéine est très conservée. Il n’y a pas de symétrie centrale. Une poche est générée par la structure de la protéine --> ou se loge soit ATP soit ADP (mais non fonctionel car « enfermé ».

· 2 protéines ressemblent structurellement à l’actine : Arp2, Arp3. 

3.3 La tubuline
· Il y a plusieurs famille de tubuline : alpha, béta, gamma sont toujours présents (chez les procaryotes aussi). Les autres, ça dépend du type d’eucaryote :
· Alpha et béta : sont constitutifs des MT. Ils sont isoformes (plusieurs types).    --> constitution variable. Ils subissent des modifications post-traductionnelles. Alpha et Béta sont reliés par des liasons de faible énergie mais très stables (Energie de dissociation assez élevée).
· Les autres sont associées aussi aux MT mais ne sont pas à l’interieur. 

· La tubuline nu est associée à des structures capables de former d’autres MT.

· Il existe un GTP dans l’actine dans une poche entre alpha et béta ; on n’en parle pas car il n’intervient pas. Il n’est pas accessible donc ne peut pas s’hydroliser ou faire d’autres fonctions biologiques.

· Alpha et Béta ont des structures très proches. Ce sont essentiellement les régions Cter qui sont modifées. Sur Alpha text : on peut la tysosine. On peut polyglicyler, polyglutamiser, acétyler l’alpha tubuline --> il y a donc diverses formes d’alpha et de béta tubuline.

3.4 Les protéines constitutives des filaments intermédiaires
· Schéma : Il y a différents types de FI. Kératine dans les épithélium --> En fonction de la structure, ce ne sera pas les même types de Ker (I ou II).

· On peut avoir un type de FI exprimé par un type de cellule --> outil : on utilise la présence de ces FI connus comme marqueurs. Ex : dans les cellules neuronales, les astrosites ou cellules de Schawn peuvent être reconnues par des marques.

3.5 Modalités d’assemblage des microfilamentset des microtubules
· La constitution des MFA suit une construction en plusieurs étapes :

· 1) formation de noyaux (2 ou 3 monomères le plus souvent)

· 2) éllongation du MFA.

· Celle des MT :

· 1) formation de dimères de tubuline alpha et béta --> association en protofilaments ( interactions verticales / transversales).

· 2) Ceux-ci s’assemblent par des interactions latérales pour former des polymères.
· 3) Puis « fermeture » (MT = cylindre creux).

3.6 Les microfilamentset les microtubules sont polarisés
· Pour les MFA, on a systématiquement un assemblage dans le même sens (pas de modification dans l’orientation des monomères) --> a une extrémité on voit la poche, à l’autre le « plancher ».

· Pour les MT, soit on voit alpha, soit béta --> les deux ssu n’ont pas la même structure. => système de filament polarisé. Polarité structurale.

Le domaine central forme un baton.

3.7 Modalitéd’assemblage des filaments intermédiaires
· L’assemblage d’un FI : 

· 1) formation de dimère polarisé

· 2) la dimère forme un tétramère (on voit à la fois Cter (NH2) et Nter (COOH) tête bêche. 

· 3) élongation ?...

· les FI ne sont pas polarisés.

4. Les filaments et microtubules forment des structures d’ordre supérieur

4.1 Les réseaux et faisceaux de microfilamentset les protéines d’assemblage
· Il y a deux types de réseaux ( créés grace à des protéines d’assemblage dans le domaîne de liaison à l’actine polymérisée): 

· Antiparallèle (croisé) : les FI différents sortent tête bêche dans le faisceaux.

· Parallèles (branché) :  les MFA sont tous dans le même sens.

·  Les FI du cytoplasme tout seuls ne font pas grand-chose, mais ils s’associent avec plein de de protéines). Il y en a de plusieurs types (assemblage, dynamique, mutation, etc…).
· Un treillis comporte de petits filaments d’actine (=FMA ?) (comme très souvent pour les réseaux branchés au cortex).
· Les microvilosité sont sous tendues par de l’actine sous forme de faisceaux parrallèles.

· Les stéréocils peuvent basculer en fonction de ce que fait le fluide au dessus d’eux (selon les ondes sonores).

· Exemple de réseau antiparrallèle :

· Fibre de tension (= structure comme des batons) reliés à 2 points antiparallèles les uns aux autres. A un point on trouve une extrémité, à l’autre on trouve la même. Avantage : structure contractile --> force de ce système.

Dans ces fibres de tension on trouve l’alpha actinine dans les protéines d’assemblage. 

· A partir  du moment ou une protéine possède un domaine de liaison à l’actine F elle est potentiellement une protéine d’assemblage (finline, villine --> voir poly).

· Les MFA sont reliés entre eux par la vilin et la fimbrin. Des protéines pontent le faisceau à la membrane plasmique.

4.2 Les réseaux de microtubules et les MAPs

· Réseau radiaire : les MT rayonnent depuis la région périphérique, en interaction avec des protéines. Le centrosome peut s’associer avec des MT, qui prennent alors très souvent la forme de réseaur radiaire.
· Dans le réseau non radiaire, on trouve des faisceaux de MT parallèles.

· L’organisation en faisceau n’est pas intrinsèque des MT, elle provient de l’association d’autres protéines. On parle des MAP. Il y a les classiques (MAP1, MAP2…) et les autres (Tau,Lol, Mdr…).
· Dans un neurone, il y a des faisceaux. Il y a Axon (Tau) et dendrites (MAP2) non polarisés. Quand il exprime tau c’est un axone.
· L’organisation de l’éphithélium : il y a une grande variation radiaire --> on peut tout avoir !

4.3 Des structures cellulaires formées de microtubules
· L’axonème : type de réseau constitués de microtubules.

· 9+2 : 9 doublets MT à la périphérie, 2 au centre.
· Il y a des protéines de liaisons qui participent à l’assemblage.

· Il y a des protéines moteur (motrice ?).

· On retrouve cette structure 9+2 dans les cils et les flagelles (les fils) qui sont en général « motil » (et dans les flagelles des spermatozoides métazoaires).

· Autre type de structure : les centrioles (dans le centrosome) ~ corps basaux (à la base cils). 

· L’axonème soutient le cil (attention les flagelles chez les eubactéries = assemblage de protéines différentes du cytoplasme).

· Cil motil : qui va onduler et battre. C’est différent des cils non motils, aussi soutendus par des MT, aussi des anomères, mais avec une structure 9+0, et pas de moteur.           --> fonction très importante dans la réception de signaux et pour la signalisation.
4.4 Les filaments intermédiaires peuvent s’associer en faisceaux par deux mécanismes
· Les FI peuvent aussi former des réseaux graçe à des protéines qui s’associent (--> littérature beaucoup moins dévelloppée que pour les 2 autres).

· La lamine

· Reseaux parallèles (faisceaux) --> on prends un neurone pour « regarder ses nanofilaments.
· Il existe des interactions entre les différents réseaux formés par les différents filaments. : un réseau de MT interagit avec ses filaments interieurs… « tout le monde interagit avec tout le monde ! ».

· Ex : le traffic vésiculaire : il y a naissance de vésicules au RE puis transport à la membrane plasmique (par les microfilaments d’actine), puis fixation à la membrane plasmique (FI ?).
II. La dynamique de la polymérisation des filaments et des microtubules

1. Les microfilaments et les microtubules montrent la même cinétique d’assemblage in vitro
· Il faut que le système soit dynamique. Plusieurs niveaux permettent de créer un système dynamique :

· 1) polymérisation / dépolymérisation (créér/détruire)
D’abord étudié in vitro (tissus nerveux). Les ssu du cytoplasme ont la capacité de s’assembler (auto-assemblage). Donc on n’a pas besoin de dépenser d’énergie pour synthétiser ces filaments (problème d’hydrolyse d’ATP/GTP mais pas nécessaire). Il faut un tampon avec sel, magnesium, ATP ?, nuc ?. On peut aussi jouer sur la température : le froid entraine une dépolymérisation).

· 2) La cinétique d’assemblage : 3 phases :
· Latence

· Phase exponentielle

· Equilibre dynamique.

On évalue la quantité de polymères formés au cours du temps.

On évalue la « turpidité » dans d’autres systèmes.

Pour obtenir la formation de filaments, il faut dépasser une certaine concentration en monomères.

Abréviations

Ssu = sous unité

Aa = acide aminé

AC = anticorps

RE = réticulum endoplasmique

FI, MT, MFA (et pas FMA !)

