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| - INTRODUCTION

L a capacit® des cellul es eucaryotes doa
doeffectuer des mouvements coordonn®s et dir
filaments prot ®i ques ( |l es mi crotubul es,
intermédiaire s ) qgui s0O®t endent dans tout | e cyt
cytosquelette . Les microtubules sont de |l ongs pol

travers le cytoplasme et sont impliqués dans divers processus cellulaire comme la
division cellulaire, la motilité flagellaires ou le transport intracellulaire des vésicules et
des organites.

Nous avons lors de ce TP utilisé de la tubuline ® obtenue par précipitation de
mi crotubules ° partir dobébun broyat de cerveau
chr omat ographie sur c ol o n% ePuis®lesh ainétigees de doi ¢
polymérisation de la tubuline native et purifiée, ont été déterminé par
spectrophotométrie. La présence de tubuline et des MAPs @ a été confirmée par
électrophorése sur (S:]el SDS-PAGE. Ensuite la tubuline est localisée dans deux lignées
cellulaires : CHO ® et NIH3T3 ©, par immunohistochimie ( marquage fluorescent )
avec un anticorps anti-tubuline. En parallele, la localisation de la vinculine avec un
anticorps anti-vinculine est effectuée par la méme méthode.

Il - RESULTATS ET DISCUSSION.

Il - 1 -Purification de la tubuline.

Il - 1 - a -Purification par chromatographie.
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Figurel:Pr of i | do®l ution de | a tubuline nat
Purification de la tubuline native ( 7,5 mg ) par chromatographie sur
colonne échangeuse de cations ( fractogel EMD SO3- 3 ml dans
du tampon MEM : MES 0,1M, EGTA 1 mM, MgCl, 1 mM, PH =
6,75 ). Lecture de la densité optique ( D.O )a 280 nm des fractions
do®l utions ( 0,7°%m ) dilu®es au 1 /| 25
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La chromatographie sur colonne échangeuse de cations permet de séparer la
tubuline des autres prot®i nes associ ®es, pat
négativement, restent dans la colonne. La tubuline, protéine acide donc chargée
négativement, ne devrait pas étre retenue.

Dans cette exp®rience, | 6absorbance © 280
pr ®s ente dans | 6®l uant. Un pic doébabsorbance
fractions 4 et 5 sur la figure 1.

La fraction 2 contient une protéine qui ne peut pas étre de la tubuline, car a ce

stade | e volume dé®lution est inf®rieur au Vv
probabl ement doéun mauvais | avage de | a col or
5 contiennent donc une protéine qui devrai t °tre de | a tubuline

assurer, il faut veérifier sa purification par une électrophorése en condition dénaturante
et étudier sa capacité a se polymériser par une cinétique.

Il -1 -b -Electrophorése en condition dénaturante
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Figure 2: Analyse des solutions de tubuline par

électrophorese en condition dénaturante.

Photographie du gel SDS-PAGE ( gel de séparation 7,5 %

déacryl ami de, gel de concentration 5
Condition de migration : 1 heure, 150 V, 25 mA. Révélation :

coloration au bleu de Coomassie ( 30 minutes ) et décoloration

dans un m®l ange 10 % ddédacide ac®tique el
45 minutes ). Dépbts : 1 - marqueurs de poids moléculaire, 2

- fraction de tubuline native, 3 - fraction de tubuline purifiée.
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L6®I ect r opdRPAQE ( f.digur® P Bpermet de séparer les protéines en
fonction de leur poids moléculaire. SDS sature négativement les protéines donc elles
ne migrent plus en fonction de leur charge, mais de leurs tailles.

Nous pouvons observer que dans la solution de tubuline native, il y a présence
de 5 prot®ines diff®rentes des deux dim res
sbagit de MAPs. Notre solution de médrasldal i ne
tubuline a et b.
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Figure 3: Courbe étalon Log PM en fonction de la

distance de migration sur gel SDS .

Courbe réalisée a partir des résultats de

| 6®l ectrophor se ( PM = poids mol ®cu

Migration entre 1,7 et 2,3 cm de la tubuline a et b, soit une moyenne de 2 cm. Donc
par lecture graphique, on détermine le PM compris entre =55 et 60 kDa. Ceci
confirme notre purification.
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Il - 2 - Etude cinétique des solutions de tubuline

l-2-a-Etude de | a dy nlagmdedauubuline®aivyes e mb
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Figure 4 : Analyse cinétique in vitro de la polymérisation et de la

dépolymérisation de la tubuline dans la solution native.

Analyse réalisée au spectrophotometre a 350 nm. On utilise 0.7 ml de solution de

tubuline natve de concentration 2 mg de t:6®mdi ne /
Zéro du spectrophotometre fait avec du tampon MEM. Les phases 1,2,3 se font a 37

°C et la phase 4 & 4°C. Phase 1 : solution de tubuline, phase 2 : ajout de GTP ( 10 nk

), phase 4 : diminution de la température a 4°C.

En phase 1, la tubuline ne polymérise pas.
Enphase2, | 6ajout de GTP provoque une augmentat
qui correspond a la polymérisation de la tubuline.
En phase 3, la D.O reste constante. En effet, on atteint un tableau avec un équilibre
correspondant a 50%de dimeres de tubulines et 50% de microtubules.
En phase 4, la diminution de la température a 4°C entraine la dépolymérisation de la
tubuline.
Le GTP semble indispensable a la polymérisation. La température apparait
comme un facteur déterminant dans la polymérisation ou la dépolymérisation de la
tubuline.
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Figure 5: Analyse cinétique in vitro de la polymérisation et de la
dépolymérisation de la tubuline de la solution purifiée.

Anal yse r®alis®e au spectrophot o:nb0 minuwes."” 350
Z®r o du spectrophotom tre fait avec du tampo
des fractions 4 ( 0,7 ml ) et 5 (0,12 ml ) ( cf. figure 1), donc de concentration ~ 0,75

mg / ml. Phase 1 : solution de tubuline purifiée; phase 2 : ajout de GTP ( 10 nv );

phase 3 : ajout de 10 % de DMSO (80 nb), 10 % de glycérol (80 mh), 1 mM de MgCl,

(8 mh).

Nb : DMSO est un solvant ; le MgCl, apporte des ions Mg?* ( certains ont pu étre
retenu sur | a col onne ®changeuse @oi ons
nécessaires a la polymérisation de la tubuline Mg®* dépendante; le glycérol sert a
la stabilité du microtubule, sa viscosité favorise la « collision » entre les tubulines.

En phase 1, la tubuline ne polymérise pas.

L6aj out dphasePP,n@®a pas doeffet. Donc, dans
mol ®cul e est absente par rapport ~ dd@&@Ptubul
suffisait a la faire polymériser).

En phase 3, | 6aj out de l a sol ut izo)nva germddtid SO , gl
polymérisation.

Nous avons d® "~ vu que |l a solution purifi ®e

gl yc®r ol per met | oymédsptiprg il semnblecdonc qlié cesi proteings
permettent la stabilité des microtubules et facilite la nucléation.
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Il - 3 -Etude de la tubuline par immunofluorescence

Il - 3 - a-Morphologie des cellules de CHO et de la lignée NIH3T3
avant traitement agemcer |l 6i mmunofl uor es

Photo 1: cellules CHO observées au Photo 2 : cellules NIH3T3 observées
microscope inversé a contraste de au microscope inversé a contraste
phase. de phase.

Grossissement X100. Milieu de culture Grossissement X 200. Milieu de culture
a MEM. a MEM.

Les CHO ( Ov a i rHamstréChinois ) sont des fibroblastes moins étalés que

peuvent | 6°tre ceux des souri s. Certaines o
déadh®rence ° l a mat rcibcees t e xdtarnasc e ¢ dosu peatied ¢ u |
observer |l e r®seau de tubuline en tant gue
contraire, ont un aspect brillant et rond, c

se divisent; ( division toute les 16 heures ) on peut alors observer le fuseau
achromatique. Il y a autant de cellules adhérentes que de cellules en division.

Les NIH3T3 sont des fibroblastes de souris. Ces cellules sont trés étalées sur
la matrice extracellulaire via les filipodes ( extension de la membrane plasmique ). On
observe essentiellement ces cellules adhérentes ( trés difficiles a décoller ). Trés peu
de ces cellules se divisent ( division toute les 30 / 32 heures ).
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H1-3-b-L6é6i mmunofl uorescence.

E morphologie de la cellule

Photo 3: cellules CHO en interphase observées au
microscope a fluorescence.

Culture de cellules CHO sur fibronectine. A) Visualisation de
| 6ADN par mar quage au DAPI (
fluorescence bleue ) ajouté lors du montage lame / lamelle. B)
Visualisation des microtubules avec un anticorps monoclonal anti-
tubuline et un anticorps secondaire GAM ( goat anti-mouse )
marqué Alexa 488 ( fluorescence verte sous incidence bleue ).

E localisation de la tubuline a différents stades du cycle cellulaire

Photo 4: cellules de CHO en fin de prophase observées au
microscope a fluorescence.

Culture de cellules CHO sur fibronectine marquage des
microtubule par anticorps anti-tubuline et un anticorps secondaire
GAM ( goat anti-mouse ) marqué Alexa 488 ( fluorescence verte
sous incidence bleue ).
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Photo 5: cellules CHO en métaphase observées au

microscope a fluorescence .

Culture de cellules CHO sur fibronectine. A) Visualisation de

| 6 ADN par mar quage au DAPI ( excit® d
fluorescence bleue ) ajouté lors du montage lame / lamelle. B)

Visualisation des microtubules avec un anticorps monoclonal anti-

tubuline et un anticorps secondaire GAM ( goat anti-mouse )

marqué Alexa 488 ( fluorescence verte sous incidence bleue ).

Photo 6: cellulesdeCHO en fin doéanaphase observe
microscope a fluorescence.

Culture de cellules CHO sur fibronectine A) marquage DAPI B)

anticorps anti-tubuline et un anticorps secondaire GAM ( goat

anti-mouse ) marqué Alexa 488 ( fluorescence verte sous

incidence bleue).
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Photo 7: cellules CHO en fin de télophase observées au
microscope a fluorescence .

Culture de cellules CHO sur fibronectine A) marquage DAPI B)
anticorps anti-tubuline et un anticorps secondaire GAM ( goat
anti-mouse ) marqué Alexa 488 ( fluorescence verte sous
incidence bleue ).

Photo 8: cellules NIH3T3 en interphase observées au
microscope a fluorescence.

Culture de cellules NIH3T3 sur fibronectine. A) 50 m de
Phalloidine-TRITC dilué ( fluorescence rouge sous inscidence
verte ). B) Anticorps primaire monoclonal anti-vinculine et un
anticorps secondaire GAM ( goat anti-mouse ) marqué Alexa 488
(50 mdilué)
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