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I - INTRODUCTION 
 

La capacit® des cellules eucaryotes dôadopter une vari®t® de formes et 
dôeffectuer des mouvements coordonn®s et dirig®s d®pend dôun r®seau complexe de 
filaments prot®iques ( les microtubules, les filaments dôactine, les filaments 
intermédiaires ) qui sô®tendent dans tout le cytoplasme. Ce r®seau forme le 
cytosquelette (1). Les microtubules sont de longs polym¯res rigides qui sô®tendent ¨ 
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 (2) obtenue par précipitation de 
microtubules ¨ partir dôun broyat de cerveaux de bîufs. La tubuline a ®t® purifi®e  par 
chromatographie sur colonne ®changeuse dôions (3). Puis les cinétiques de 
polymérisation de la tubuline native et purifiée, ont été déterminé par 
spectrophotométrie. La présence de  tubuline  et des MAPs (4) a été confirmée par 
électrophorèse sur gel SDS-PAGE. Ensuite la tubuline est localisée dans deux lignées 
cellulaires : CHO (5) et NIH3T3 (6), par immunohistochimie ( marquage fluorescent )  
avec un anticorps anti-tubuline. En parallèle, la localisation de la vinculine avec un 
anticorps anti-vinculine est effectuée par la même méthode. 

  

II - RESULTATS ET DISCUSSION. 
 

II - 1 -Purification de la tubuline. 
 

II - 1 - a -Purification par chromatographie. 
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Figure 1 : Profil dô®lution de la tubuline native. 
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, MgCl2 1 mM, PH = 
6,75 ). Lecture de la densité optique ( D.O )à 280 nm des fractions 
dô®lutions ( 0,7 ml ) dilu®es au 1 / 25ème. 
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La chromatographie sur colonne échangeuse de cations permet de séparer la 

tubuline des autres prot®ines associ®es, par un ®change dôions. Les MAPS, charg®s 
négativement, restent dans la colonne. La tubuline, protéine acide donc chargée 
négativement, ne devrait pas être retenue. 

Dans cette exp®rience, lôabsorbance ¨ 280 nm refl¯te la quantit® de prot®ines 
pr®sente dans lô®luant. Un pic dôabsorbance est visible dans la fraction 2 et dans les 
fractions 4 et 5 sur la figure 1. 

La fraction 2 contient une protéine qui ne peut pas être de la tubuline, car à ce 
stade le volume dô®lution est inf®rieur au volume de la colonne. Cette prot®ine provient 
probablement dôun mauvais lavage de la colonne avant purification. Les fractions 4 et 
5  contiennent donc une protéine qui devrait °tre de la tubuline purifi®e. Pour sôen 
assurer, il faut vérifier sa purification par une électrophorèse  en condition dénaturante 
et étudier sa capacité à se polymériser par une cinétique. 

 
 

II - 1 - b -Electrophorèse en condition dénaturante 
 

 

 
  1        2         3 

 
Figure 2 : Analyse des solutions de tubuline par 
électrophorèse en condition dénaturante. 
Photographie du gel  SDS-PAGE ( gel de séparation 7,5 % 
dôacrylamide, gel de concentration 5 % dôacrylamide ). 
Condition de migration : 1 heure, 150 V, 25 mA. Révélation : 
coloration au bleu de Coomassie ( 30 minutes ) et décoloration 
dans un m®lange 10 % dôacide ac®tique et 15 % dôisopropanol ( 

45 minutes ). Dépôts : 1 ­ marqueurs de poids moléculaire, 2 

­ fraction de tubuline native, 3 ­ fraction de tubuline purifiée.  

MAPs 

Tubuline a et b 
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Lô®lectrophor¯se SDS-PAGE ( cf. figure 2 ) permet 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 de tubuline. Nous pouvons penser quôil 
sôagit de MAPs. Notre solution de tubuline purifi®e ne contient que les dimères de 

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 à partir des résultats de 
lô®lectrophor¯se ( PM =  poids mol®culaire ). 

 

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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II - 2 - Etude cinétique des solutions de tubuline 
 

II - 2 - a - Etude de la dynamique dôassemblage de la tubuline native 
 
 

 
 

Figure 4 : Analyse cinétique in vitro de la polymérisation et de la 
dépolymérisation de la tubuline dans la solution native. 
Analyse réalisée au spectrophotomètre à 350 nm. On utilise 0.7 ml de solution de 
tubuline native de concentration 2 mg de tubuline / ml. Dur®e de lôanalyse : 50 min. 
Zéro du spectrophotomètre fait avec du tampon MEM. Les phases 1,2,3 se font à 37 

°C et la phase 4 à 4°C. Phase 1 : solution de tubuline, phase 2 : ajout de GTP ( 10 ml 
), phase 4 : diminution de la température à 4°C. 
 
 
 
En phase 1, la tubuline ne polymérise pas.  
En phase 2, lôajout de GTP provoque une augmentation de la turbidit® de la solution 
qui correspond à la polymérisation de la tubuline. 
En phase 3, la D.O reste constante. En effet, on atteint un tableau avec un équilibre 
correspondant à 50%de dimères de tubulines et 50% de microtubules. 
En phase 4, la diminution de la température à 4°C entraîne la dépolymérisation de la 
tubuline. 

Le GTP semble indispensable à la polymérisation. La température apparaît 
comme un facteur déterminant dans la polymérisation ou la dépolymérisation de la 
tubuline. 
 
 

1 

2 
3 4 
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II - 2 - b -Etude de la dynamique dôassemblage de la tubuline purifi®e. 
 
 

 
Figure 5 : Analyse cinétique in vitro de la polymérisation et de la 
dépolymérisation de la tubuline de la solution purifiée. 
Analyse r®alis®e au spectrophotom¯tre ¨ 350 nm. Dur®e de lôanalyse : 50 minutes. 
Z®ro du spectrophotom¯tre fait avec du tampon MEM. Lôanalyse se fait ¨ 37ÁC. Etude 
des fractions 4 ( 0,7 ml ) et 5 ( 0,1 ml ) ( cf. figure 1 ), donc de concentration ~ 0,75 

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

phase 3 :  ajout de 10 % de DMSO ( 80 ml ), 10 % de glycérol ( 80 ml ), 1 mM de MgCl2 

( 8 ml ). 
 
 

 
Nb : DMSO est un solvant ; le MgCl2 apporte des ions Mg2+ ( certains ont pu être 

retenu sur la colonne ®changeuse dôions lors de la chromatographie ) et 
nécessaires à la polymérisation de la tubuline Mg2+ dépendante; le glycérol sert à 
la stabilité du microtubule, sa viscosité favorise la « collision » entre les tubulines. 

 
 
 

En phase 1, la tubuline ne polymérise pas. 
Lôajout de GTP, en phase 2, nôa pas dôeffet. Donc, dans notre fraction purifi®e, une 
mol®cule est absente par rapport ¨ la tubuline native ( avec laquelle lôajout de GTP 
suffisait à la faire polymériser). 
En phase 3, lôajout de la solution ( DMSO, glyc®rol, MgCl2 ) va permettre la 
polymérisation. 
Nous avons d®j¨ vu que la solution purifi®e ne contenait pas de MAPs. Lô ajout de 
glyc®rol permet lô apparition dô une polymérisation, il semble donc que ces protéines 
permettent la stabilité des microtubules et facilite la nucléation. 
 
 
 

1 2 3 
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II - 3 -Etude de la tubuline par immunofluorescence 
 

II - 3 - a -Morphologie des cellules de CHO et de la lignée NIH3T3 
avant traitement pour lôimmunofluorescence. 
 
 
 
 
 

 

 
 
 

Photo 1 : cellules CHO observées au 
microscope inversé à contraste de 
phase. 
Grossissement X100. Milieu de culture 

a MEM. 

 
 

Photo 2 : cellules NIH3T3 observées 
au microscope inversé à contraste 
de phase. 
Grossissement X 200. Milieu de culture 

a MEM. 
 
 
 
 
 

 
Les CHO ( Ovaire dôHamster Chinois ) sont des fibroblastes moins étalés que 

peuvent lô°tre ceux des souris. Certaines ont un aspect fusiforme d¾ ¨ leur capacit® 
dôadh®rence ¨ la matrice extracellulaire ; côest dans ces cellules que lôon peut 
observer le r®seau de tubuline en tant que filament du cytosquelette. Dôautres, au 
contraire, ont un aspect brillant et rond, ce sont des CHO qui nôadh¯rent plus car elles 
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 très étalées sur 
la matrice extracellulaire via les filipodes ( extension de la membrane plasmique ). On 
observe essentiellement ces cellules adhérentes ( très difficiles à décoller ). Très peu 
de ces cellules se divisent ( division toute les 30 / 32 heures ). 
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II - 3 - b -Lôimmunofluorescence.  
 

Ĕ morphologie de la cellule 
 

   
 
 

Photo 3 : cellules CHO  en interphase observées  au 
microscope à fluorescence . 
 Culture de cellules CHO sur fibronectine. A) Visualisation de 
lôADN par marquage au DAPI ( excit® dans lôUV, ®met une 
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 ). 
 

 
Ĕ localisation de la tubuline à différents stades du cycle cellulaire 

 
 
 

 
 
 

 
Photo  4: cellules de CHO en fin de prophase observées  au 
microscope à 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 ). 

A 
B 
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Photo 5 : cellules CHO  en métaphase observées  au 
microscope à fluorescence . 
 Culture de cellules CHO sur fibronectine. A) Visualisation de 
lôADN par marquage au DAPI ( excit® dans lôUV, ®met une 
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: cellules de CHO en fin dôanaphase observ®es  au 
microscope à 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 ). 

 
 

A B 
 

B 
 A 
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Photo 7: cellules CHO en fin de télophase observées  au 
microscope à 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 à fluorescence . 

Culture de cellules NIH3T3 sur fibronectine. A) 50 ml de 
Phalloïdine-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 ml dilué ) 
 
 
 
 

A 
 

B 
 

A 
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