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ECOLE PRATIQUE DES HAUTES ETUDES
Sciences de la Vie et de la Terre

Analyse fonctionnelle du complexe hNup107-160 des pores nucléaires en mitose.
Présenté par Iméne BOUHLEL

Résumé

Chez les eucaryotes, le noyau renferme le matériel génétique de la cellule. 1l est isolé du
reste de la cellule par une double bicouche lipidique, I’enveloppe nucléaire (EN). Les échanges
entre le noyau et le cytoplasme se font par I’intermédiaire des pores nucléaires ou NPCs (pour
Nuclear Pore Complexes).

Les NPCs sont composés d’une trentaine de protéines appelées nucléoporines (ou Nups)
organisées en sous complexes. Le complexe hNup107-160 est le sous complexe majeur , par sa
taille, des pores nucléaires. Ce complexe est conservé au cours de I’évolution, malgré une certaine
variabilité entre espéces. Il est composé de neuf protéines distinctes (hNupl60, hNupl33,
hNup107, hNup96, hNup85, hNup43, hNup37, hSec13 et hSeh1l) et fait I’objet des études menées
au laboratoire.

En interphase, le complexe hNup107-160, est localisé de facon symétrique sur les faces
cytoplasmique et nucléaire des pores nucléaire. A ce stade, il est impliqué dans I’export des ARN
messagers et dans la biogénése de novo des NPCs.

Chez les vertébrés, la mitose est dite ouverte et nécessite la rupture de I’EN et le
désassemblage des NPCs. En fin de mitose, il y a reformation de I’EN autour des chromosomes
des deux cellules filles. A cette étape, le complexe hNup107-160 est essentiel au réassemblage
des NPCs. Durant la mitose, une fraction du complexe hNupl07-160 est localisé aux
kinétochores, structures impliquées dans I’ancrage des microtubules aux centroméres des
chromosomes mitotiques. 1l a été démontre dans le laboratoire, que le domaine N-terminal de
hNup133 interagit avec CENP-F, une protéines des kinétochores, spécifiquement localisé a I’EN
en prophase.

Dans le cadre de mes travaux, je me suis intéressée d’une part, au rble de la protéine
hNup133 lors de la transition G2/M. Ainsi, j’ai entrepris la production et la caractérisation
d’anticorps monoclonaux dirigés contre le domaine N-terminal de hNupl133, impliqué dans
I’interaction avec CENP-F. J’ai aussi contribué a montrer que cette nucléoporine recrute CENP-F
a I’EN en prophase. Cette interaction participe a la localisation de NudE/EL et la dynéine-
dynactine a I’EN. De plus, ce réseau moléculaire, participe a I’ancrage des centrosomes a I’EN.
Enfin, nous avons aussi démontré que ce réseau agit de facon indépendante des protéines
RanBP2/BiCD2, récemment impliquées dans le positionnement des centrosomes a I’EN en
prophase.

D’autre part, j’ai étudié la dynamique des membres du complexe hNup107-160 en mitose,
en utilisant la méthode de la FCCS (Fluorescence Cross Correlation Spectroscopy). Cette
technique permet de suivre in vivo la diffusion simultanée de deux protéines étiquetées par des
fluorochromes différents. Lors de cette étude, j’ai d’abord validé I’application de la FLCS
(Fluorescence Lifetime Correlation Spectroscopy) aux signaux de FCCS dans le but d’éliminer le
passage de signal de la GFP dans le détecteur de la mCherry. Une fois la technique validée pour
I’interaction entre hNup107 et hNup133 en mitose et en interphase, j’ai entrepris I’analyse des
interactions entre hNup107 et les autres membres du complexe.

Mots-clés : Complexes de Pores nucléaires (NPCs), nucléoporine, cycle cellulaire, mitose,
centrosomes, culture cellulaire, microscopie a Fluorescence, FCCS
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Liste des Abreviations

ADN Acide Désoxyribonucléotique

ADNCc ADN complémentaire

ALPS Amphipatic Lipid Packing Sensor
ARN Acide Ribonucléotique

ARNmM ARN messager

DAPI 4’ 6-diamidino-2-phenylindole,dilactate
EN Enveloppe Nucléaire

FCS Fluorescence Correlation Spectroscopy
FCCS Fluorescence Cross Correlation Spectroscopy
FG Phenylalanine-Glycine

GDP Guanosine di-Phosphate

GTP Guanosine tri-Phosphate

G2/M G2/Mitose

h human

HIV Human Immunodeficient Virus

HRP Horse Radish Peroxydase

IF Imuunofluorescence

INM Inner Nuclear Membrane

IP Immunoprécipitation

kDA kilodaltons

mAb monoclonal Antibody

MRNP Messenger ribonucleoparticule

NEBD Nuclear Envelope Breakdown

NES Nuclear Export Signal

NLS Nuclear Localisation Signal

NPCs Nuclear Pore Complexes

NTF Nuclear Transport Factor

Nup Nucléoporine

ONM Outer Nuclear Membrane

PAF Paraformaldéhyde

PCR Polymerase Chain Reaction

Pom Pore membrane protein

RanBP1 Ran Binding Protein

RanGAP Ran GTPase Activating Protein
RanGEF Ran Guanine nucleotide Exchange Factor
RE Réticulum Endoplasmique

RSSU RanBP2-RanGAP1 :SUMO :Ubc9 complex
Scr Scramble

SiRNA Small interfering RNA

SUMO Small Ubiquitin-like Modifier

WB Western Blot

WT Wild-Type



Introduction générale :

L’acquisition de membranes et de compartiments intranucléaires est une des
caractéristiques principales des cellules eucaryotes. L un de ces compartiments, le noyau, une
des premiéres structures intracellulaires découvertes et a été largement décrit par Franz Bauer
en 1802 et plus tard par Robert Brown en 1831 (pour revue voir Dundr and Misteli, 2001).

Le noyau est entouré d’une enveloppe nucléaire (EN) composée par une double
bicouche lipidique, les membranes interne (INM pour Inner Nuclear Membrane) et externe
(ou ONM pour Outer Nuclear Membrane) (D'Angelo et al., 2006) et contient la plus grande
partie de I’ADN cellulaire. Les échanges entre le noyau et le cytoplasme sont médiés par des
structures situées aux points de fusion de I’EN. Ces structures sont appelées pores nucléaires
ou NPCs (pour Nuclear Pores Complexes) et sont composées d’une trentaine de protéines
appelées nucléoporines (ou Nups).

La compartimentation cellulaire permet aux cellules eucaryotes de réguler
temporellement et spatialement de multiples évenements cellulaires : la transcription et la
réplication des géenes sont intranucléaires alors que la traduction des ARNm en protéines est

cytoplasmique. De ce fait, le transport est le role principal des NPCs.



A. Roéle principal des NPCs : Le transport :

Les NPCs sont perméables aux petites molécules d’une taille inférieure a 40 kDa, mais
régulent le transport des molécules de plus grande taille présentant des signaux d’export ou
d’import. Les signaux les plus classiques sont les NLS (Nuclear Localisation Signal, pour les
protéines a importer) riches en lysines et arginines, et les NES (Nuclear Export Signal) riche
en leucines. Cependant, certaines protéines, du fait des différents réles qu’elle peuvent jouer
dans la cellule, peuvent posséder d’autres types de signaux d’import et d’export dans leur
séquence (pour revue voir Terry and Wente, 2007).

Le transport nucléo-cytoplasmique requiert la participation des facteurs de transport
nucléaire (NTFs pour Nuclear Transport Factors) solubles qui font, pour la plupart, partie de
la famille des karyophérines. Il se déroule en trois étapes : (i) les NTFs reconnaissent et lient
les macromolécules a transporter, (ii) le complexe (cargo) formé est transloqué a travers le
canal central des NPCs grace aux interactions avec certaines nucléoporines; pour finalement
(iii) se dissocier une fois le compartiment cible (nucléoplasme ou cytoplasme) atteint (voir
2).

A.l. La famille des karyophérines :

Il existe plus d’une vingtaine de membres appartenant a la famille des karyophérines
chez les métazoaires. Les facteurs de la famille des karyophérines sont caractérisés par leur
capacité a lier divers substrats d’import ou d’export a motifs spécifiques (NLS, NES...) et a
interagir avec une famille de nucléoporines contenant des motifs FG (voir chapitre B.2.1) et
RanGTP (voir chapitre A.2).

On peut distinguer deux sortes karyophérines : les importines et les exportines, méme
si certaines karyopherines peuvent médier & la fois I’import et I’export (Yoshida and Blobel,
2001).

La voie d’import la plus classique est la voie de I’importine-R. Les sequences NLS des
protéines a importer sont reconnues par I’importine-a, qui a son tour lie I’importine-f au
niveau de son domaine IBB (pour Importin B-Binding domain). Dans ce cas, |I’importine-
o joue un rble d’adaptateur entre le substrat et I’importine- (Yoneda, 2000). Cependant, la
karyopheérine 3 ou d’autres membres de cette famille sont capables d’interagir directement
(sans I’intervention d’adaptateurs) avec d’autres substrats d’import possédant des signaux

différents des NLS classiques.



La voie d’export des protéines la mieux caractérisée est la voie dépendante de
I’exportine Crm1 qui reconnait les NES typiques. Il faut noter que dans certains cas, Crm1l
peut avoir besoin de certains cofacteurs comme RanBP3 ou RanBP1 pour se lier aux protéines

possédant un signal NES, ou aux Nups-FG.

A.2. Rble de Ran-GTP /GDP dans le transport :

Les karyophérines ont la capacité de lier la petite Ran GTPase sous sa forme GTP. La

liaison de Ran au GTP ou GDP régule le transport. En effet, la forme RanGTP est
essentiellement nucléaire et participe a la dissociation des complexes d’import en liant les
NTFs. Le cycle de Ran est régulé par deux types d’enzymes ; dans le cytoplasme, RanGAP1
hydrolyse RanGTP en RanGDP alors que dans le noyau RanGEF transforme RanGDP en
RanGTP. Pour I’export nucléaire, RanGTP augmente I’affinité des exportines avec leur cargo
et favorise donc I’assemblage des complexes d’export dans le noyau. L’hydrolyse de RanGTP
en RanGDP a lieu une fois le cargo arrivé dans le cytoplasme, permettant ainsi la dissociation
du cargo (pour revue voir Kohler and Hurt, 2007).

L’import et I’export des macromolécules ne nécessitent pas d’énergie autre que celle
apportée par RanGTP mis a part peut-étre pour les tres gros cargos (Lyman et al., 2002). Les
facteurs de transport et RanGDP sont recyclés afin d’étre réutilisés. Ainsi 1000 événements de

translocation peuvent avoir lieu par seconde et par pore (Yang et al., 2004).

A.3. L export des ARNS :
Les différents types d’ ARNs cellulaires sont transcrits dans le noyau et doivent d’étre

exportés dans le cytoplasme afin de remplir leurs fonctions. Différents mécanismes d’export
existent selon le type d’ARN.

Dans certains cas, I’export des ARNs implique des karyophérines. Ainsi, une
exportine spécifique, I’exportine-t, a été impliquée dans I’export des ARN de transfert (ARNTt)
(Rodriguez et al., 2004). L’exportine-5 quant a elle est impliquée dans I’export des
microARNs (MiARN).

Par ailleurs, la karyophérine d’export Crml est aussi impliqué dans I’export de
certains ARNs, comme par exemple dans I’export des UsnARNs (Uridin-rich Small nuclar
RNAs ; (Simos et al., 2002)). Les ARNs ribosomaux (ARNTr) interagissent dans le nucléole
avec des protéines ribosomales et des facteurs d’assemblage pour former des sous unité pre-
ribosomales qui sont ensuite exportées dans le cytoplasme ou s’acheve leur assemblage. Le

mécanisme exact de transport des sous unités ribosomales reste encore mal caractérisé.



Cependant, il semblerait que plusieurs facteurs d’exports soient nécessaires a la translocation
des sous unités ribosomales a travers les NPCs. Parmi ces facteurs on retrouve Crm1, premier
facteur d’export des ARNTr identifié (Fornerod and Ohno, 2002 ;Fukuda et al., 1997 ;Stade et
al., 1997).

Crm1 a aussi été impliqué dans I’export de certains ARN messagers (ARNm), comme
par exemple celui de I’ARNm non épisse du virus HIV-1. Cet export se fait en présence de la
protéine Rev (protéine virale possédant un NES typique). Le complexe ARN pré-messager de
HIV-REV-Crm1 lie alors RanGTP et est exporté au travers des NPCs.

Cependant I’export de la majorité des ARNm est medié par des transporteurs qui ne
font pas partie de la famille des karyophérines et de facon indépendante de Ran. La voie
d’export des ARNm la mieux caractérisée est la voie MEX67/TAP (MEX67 chez la levure et
TAP chez les métazoaires). Ce facteur interagit avec I’ARNm via I’adaptateur Yral/ALY et
possede, comme les karyophérines, la capacité d’interagir avec les Nups-FG et de passer au
travers des NPCs. La directionnalite du transport des ARNSs est apportée par une hélicase,
Dbp5, associée a la face cytoplasmique des NPCs et potentiellement impliquée dans le
remodelage des MRNPs et la dissociation de MEX67.

L’export des ARNm est lié a d’autres évenements post-transcriptionnels ; seuls les
ARNmM matures sont exportés sous formes de complexes appeles mRNP (pour Messenger
ribonucleoparticule, Dreyfuss et al., 2002). 1l existe aussi des points de contréle de la qualité
des ARNm exportés situés au panier des NPCs, et seuls les ARNm correctement maturés

peuvent étre exportés.

B. La structure des pores nucléaires :

B.1 Architecture du pore nucléaire :

Depuis leur découverte pendant les années 50 par Callan et Tomlin gréce a la
microscopie électronique, les NPCs ont beaucoup été étudiés. La structure des NPCs des
oocytes (cellules présentant des noyaux géants) de différentes espéces avait déja été décrite en
1967 (Gall, 1967) non plus comme circulaire mais comme présentant une symétrie
octogonale. Depuis, I’élucidation de la composition des NPCs a été permise grace a
différentes techniques de génétique, d’imagerie et surtout gréce aux approches de

protéomique.



Malgré quelques différences selon les especes, I’architecture des NPCs a été
remarquablement conservée au cours de I’évolution.

Les NPCs sont constitués d’un anneau membranaire, de quatre anneaux (deux de
chaque c6té de I’enveloppe) connectés a une structure centrale formée de protéines solubles.
Cette structure est prolongée par des filaments cytoplasmiques et nucléaires. Du coté
cytoplasmique les filaments ne présentent pas de structure particuliére, alors que du cété
nucléaire, les filaments se rejoignent pour former un cercle distal dit en panier. Ces filaments

mesurent environ 120 nm chez les vertébrés.

Le pore nucléaire représente une des plus grosses structures macromoléculaires dans
une cellule interphasique, avec une masse qui varie entre 65 MDa chez la levure et 125 MDa
chez les vertébrés (Rout et al., 2000 ; Stoffler et al., 1999 ; Cronshaw et al., 2002 ; Reichelt et
al., 1990). Malgré cette masse importante, il n’est composé que d’une trentaine de protéines
différentes, appelées nucléoporines ou Nups (pour comparaison, un ribosome de 4MDa est
composé d’environ 75 protéines). La plupart des Nups sont nommées NupX ou X est leur
poids moléculaire et sont assemblées en sous complexes structuraux.

Les nucléoporines et les complexes correspondants sont présents en 16 copies par
NPC pour les Nups symétriques (présentes des cotés cytoplasmique et nucléaire de I’EN) ou
en 8 copies pour les Nups asymétriques, formant les structures cytoplasmiques ou nucléaires.

On peut définir trois catégories principales de Nups ; (i) les Nups transmembranaires

qui permettent I’ancrage des NPCs a I’EN, (ii) les Nups possédant un motif FG et qui

B.2. Les différents motifs structuraux des nucléoporines :

Les Nups sont caractérisées par la présence de motifs et domaines différents ; les domaines [3-
propeller, a—solénoide, motifs FG (répétitions de séquences phénylalanine glycine), domaines

coiled-coil et domaines transmembranaires.

B.2.1. Les motifs FG
Les motifs a répétition de phenylalanine glycine (FG), sous forme GFLG, FxFG,

PXFG ou SxFG séparés en moyenne par 5 a 30 acides aminés hydrophiles sont retrouvés dans
prés d’un tiers des nucléoporines, appelés Nups-FG. Les Nups-FG ne possédent pas de
structure tridimensionnelle formant ainsi des polypeptides flexibles capables d’adapter

différentes conformations (Denning et al., 2003).



Les Nups-FG sont majoritaires dans le canal central du NPC (Nup98, Nup62, Nup45,
Nup54 et Nup58) et s’étendent jusque dans les filaments cytoplasmiques (Nup358, Nup214 et
hCG1) et nucléoplasmiques (Nup153 et Nup50). Cette localisation particuliere favorise les
interactions de ces Nups avec les karyophérines (pour revue voir Terry and Wente, 2009). En
revanche, ces motifs ne sont pas essentiels a la formation des NPCs; les délétions de
domaines FG des nucléoporines n’induisent de défauts de transport importants que si la
majorité des motifs FG de ces Nups est délétée (Walther et al., 2002 ; Zeitler and Weis, 2004 ;
Strawn et al., 2004).

B.2.2. Les domaines transmembranaires :

D’autres Nups posseédent des hélices-a. transmembranaires et sont généralement
appelées PomX pour « Pore membrane Protein de X kDa ». Elles sont insérées dans I’EN au
niveau de la membrane du pore et sont supposées ancrer la structure du pore dans la bicouche
lipidique. Chez les mammiféres, trois nucléoporines transmembranaires existent : Pom121,
gp210 et Ndcl, cette derniere étant la seule conservée au cours de I’évolution (Madrid et al.,
2006 ;Stavru et al., 2006). Récemment une quatrieme nucléoporine transmembranaire a été
identifiée chez la levure, il s’agit de Pom33 (Chadrin et al., 2010). Dans les cellules humaines,
TMEM33, homologue de Pom33 a été localisée a I’lEN mais sa localisation aux NPCs n’a pas

encore été démontrée.

B.2.3. Les motifs coiled-coil :

Certaines Nups présentent une structure secondaire en hélice-o., avec une distribution en
heptade des acides aminés hydrophobes et chargés, permettant des interactions homologues
ou hétérologues de type « coiled-coil » (hélice super enroulée). Des domaines coiled-coil
étendus sont retrouvés dans le domaine N-terminal de la nucléoporine du panier nucléaire,
Tpr. 1l a été montré que ce motif coiled-coil de Tpr est requis pour son homo-dimérisation et

pour la formation du panier nucléaire (Hase et al., 2001).

B.2.4. Les motifs R-propeller et a-solénoide :

La structure centrale des NPCs est constituée essentiellement de Nups présentant
seulement deux types de motifs structuraux : des B-propellers et des a-solénoides. Le motif -
propeller contient plusieurs sous-unités disposées radialement autour d'un axe central,

chacune étant composée de quatre feuillets-p antiparalleles. Le motif a-solénoide est
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composé de nombreuses paires antiparalléles d’hélices-o. empilées sur elles-mémes formant
un solénoide. Ainsi, le p-propeller forme une région globulaire, probablement dédiée a
I’interaction avec d’autres protéines, alors que I’a-solénoide forme un bras allongeé et courbe.
Ainsi, beaucoup de Nups se composent de I’un ou I’autre de ces motifs ou d’une association
des deux (Devos et al., 2006). Certaines Nups comme hNup133 ou hNup160 contiennent dans
leur séquence les deux motifs. D’autres Nups, comme hNup43, hNup37 et hSehl sont
formées exclusivement de domaines R-propeller. Malgré des variations dans les séquences
primaires des Nups entre la levure et les vertébrés, ces domaines structuraux sont bien

conservés (Devos et al., 2006).

B.2.5. Les motifs ALPS :

Un autre motif structural a été récemment caractérise, le motif ALPS (Amphipathic

Lipid Packing Sensor) commun aux protéines favorisant I’assemblage du manteau COPI
(ArfGAPL) et a certaines Nups (dont hNup133) (Bigay et al., 2005 ; Mesmin et al., 2007 ;
Drin et al., 2007). Ce motif non structuré en solution peut former une hélice amphipatique
capable de s’insérer dans les membranes a fortes courbures. Cette hélice, est différente des
hélices classiques qui lient la membrane, car elle est riche en sérine et thréonine et pauvre en
acides aminés chargeés. Ainsi, les hélices du motif ALPS s’insérent entre les lipides
uniquement lorsque la courbure induit un écartement suffisant des tétes lipidiques (Drin et al.,
2009). Récemment ce domaine a été impliqué dans la biogenése des NPCs en interphase
(Doucet et al., 2010 voir chapitre C.3).

B.3. Le complexe hNup107-160
Le complexe hNup107-160, composé de neuf protéines chez les vertébrés (hNup160,
hNup133, hNupl107, hNup96, hNup85, hNup43, hNup37, hSehl et Secl3) est le sous

complexe macromoléculaire majeur du pore nucléaire (Vasu et al., 2001 ;Belgareh et al.,

2001). Méme s’il est conservé chez tous les eucaryotes, certaines variations existent selon les
especes, comme par exemple I’absence de hNup37 et hNup43 chez la levure S. cerevisae. La
majorité des membres du complexe hNup107-160 comporte des motifs B-propeller dans leur
séquence et certaines (comme hNup133 ou hNup160) comportent des motifs B-propeller et o-
solénoides.

Des observations en microscopie électronique ont montré que les membres du
complexe scNup84 (homologue du complexe hNup107-160 chez S. cerevisae) s’associent en

formant une structure dite en Y (Lutzmann et al., 2002). Ces dernieres années, I’avancement
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dans [I’élucidation de la structure cristallographiqgue des membres du complexe
scNup84/hNup107-160 a permis d’établir un modéle structural plus détaillé (Kampmann and
Blobel, 2009 ; Nagy et al., 2009).

Des expériences de FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) ont montré
que pendant I’interphase, le complexe hNupl07-160, qui est situé du cOté nucléaire et
cytoplasmique de I’enveloppe, constitue une structure stable des NPCs (Belgareh et al., 2001 ;
Rabut et al., 2004). Des expériences ont montré que chez les vertébrés, les NPCs ne sont pas
mobiles dans le plan de I’enveloppe (Daigle et al., 2001). Dans ce cadre I’absence d’échanges
entre les différentes régions blanchies, indique que le complexe hNup107-160 n’est pas
capable de s’échanger entre différents NPCs (alors que certaines Nups comme hNup98 ou
hNup153 sont tres mobiles), (Rabut et al., 2004).

Récemment, une nouvelle protéine, ELYS, a été identifiée par des expériences
d’immuno-précipitation comme partenaire du complexe hNupl07-160 dans les cellules
humaines ou dans des extraits cellulaires de Xenope. ELYS est I’orthologue de
MEL28/C38D4.3 chez C. elegans ou du gene flo codé chez le poisson zébre, mais n’existe
pas chez S. cerevisae.

Chez les vertébrés, le complexe hNup107-160 participe a différentes fonctions dans la
cellule notamment a I’export des ARN messagers en interphase, I’assemblage des pores

nucléaires ou a la progression dans la mitose (voir chapitre C.2).

C. Les NPCs au cours du cycle cellulaire :

C.1. Généralités sur le cycle cellulaire:

Lors de la division, la cellule doit séparer le matériel génétique dupliqué lors de la
phase S. Pour le bon déroulement de la division, plusieurs structures spécifiques de la mitose
sont necessaires.

Les centrosomes sont des acteurs clés de la mitose. Ces structures, formées par deux
centrioles entourés par du matériel pericentriolaire, constituant des centres de nucléation et
d’ancrage des microtubules. Au cours de I’interphase, la cellule duplique son centrosome en
effectuant une copie de chaque centriole. Les centrosomes sont associés a I’EN et le restent
jusqu’en prophase. Lors de la prophase, les deux centrosomes se séparent et migrent afin de

former une structure clé de la mitose : le fuseau mitotique.
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Chez les vertébrés, la mitose est dite ouverte. En effet, la formation du fuseau
mitotique nécessite la rupture de I’enveloppe nucléaire ou NEBD (pour Nuclear Envelope
Breackdown). A cette étape, les NPCs et la lamina (fibres structurales associées a I’EN) se
désassemblent (voir chapitre C.4) et les membranes de I’EN se résorbe dans le réticulum
endoplasmique (RE). Cette rupture permet aux microtubules d’accéder aux chromosomes.

L’ attachement des microtubules aux chromosomes mitotiques s’effectue au niveau des
kinétochores, structures protéiques qui s’assemblent au niveau des centroméres des
chromosomes lors de la mitose.

Les kinétochores jouent un role important dans la séparation des chromatides sceurs en
anaphase, mais sont aussi impliqués dans le point de contrdle de sortie de mitose, le
« checkpoint » mitotique, qui inhibe la ségrégation des chromosomes tant que ces derniers ne
sont pas tous alignés sur la plaque métaphasique et correctement ancrés aux microtubules. A
cette étape, parmi les différents facteurs impliqués, les protéines Mad1l et Mad2 jouent un réle
crucial. En effet, elles forment un complexe qui interagit avec les kinétochores libres (non
attachés aux microtubules) et séquestrent la kinase Cdc20, inhibant ainsi I’activation du

complexe APC (Anaphase Promoting Complex).

En télophase, il y a reformation de I’enveloppe nucléaire et des NPCs autour de la
chromatine de chaque cellule fille (détaillé dans la partie C.2). Cependant, il y aussi un
assemblage des NPCs durant I’interphase, il s’agit de la biogénese de novo, au moment ou la
cellule double le nombre de ses NPCs en préparation a une nouvelle division (détaillé dans la
partie C.3). Dans les organismes a mitoses fermées ou I’EN ne se désassemble pas (comme
par exemple chez la levure S. cerevisae), la biogenése de novo est la seule voie d’assemblage
des NPCs.

Bien que ces deux événements de biogénése conduisent a I’assemblage des NPCs, les
mécanismes qui les régissent sont totalement différents. En effet, lors de I’assemblage post
mitotique, les NPCs se réassemblent en méme temps que la formation de I’EN a partir de
nucléoporines dispersées dans le cytoplasme mitotique, alors qu’en interphase, I’assemblage a

lieu sur une enveloppe intacte a partir de nucléoporines nouvellement synthétisées.

C.2. Réassemblage des NPCs en fin de mitose :

A la fin de la mitose, des membranes du réticulum endoplasmique sont recrutées afin
de reformer I’EN autour des chromosomes des deux cellules filles. L’assemblage des NPCs a

lieu en paralléle selon un processus ordonné (Dultz et al., 2008 ; Anderson and Hetzer, 2008 ;
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Walther et al., 2003). La protéine ELYS/MEL28 est un acteur clé dans la reformation post
mitotique des NPCs. En effet, ELYS s’associe a la chromatine via son domaine de liaison a
I’ADN et recrute le complexe hNup107-160 (Belgareh et al., 2001 ;Franz et al., 2007 ;Galy et
al., 2006 ;Gillespie et al., 2007). Des expériences d’interférence par ARN (siRNA) ainsi que
des approches in vitro a partir d’extraits d’ceufs de Xenope, ont montré que le complexe
hNup107-160 est essentiel a I’assemblage post mitotique des NPCs (Boehmer et al., 2003 ;
Harel et al., 2003 ; Walther et al., 2003).

Ensuite des vésicules membranaires contenant les nucléoporines transmembranaires
Pom121 et Ndcl (Antonin et al., 2005 ;Rasala et al., 2008) sont recrutées au niveau des
complexes preformes. Puis, les nucléoporines hNup155 et hNup53/35 sont incorporées afin
de faciliter la fusion des membranes issues du RE (Antonin et al., 2008). Enfin, les
nucléoporines des structures périphériques et les Nups-FG sont incorporées aux NPCs afin de

finaliser I’assemblage.

C.3. Assemblage des NPCs durant I’interphase :

Pendant longtemps, il a été admis que I’assemblage des NPCs durant I’interphase était
spécifique a la phase S (Maul et al., 1972). Depuis il a été montré que ce processus s’étendait
de la phase G1 jusqu’en G2 (Maeshima et al., 2006 ;Winey et al., 1997). Des observations au
microscope électronique d’embryons de drosophile ont montre que les nouveaux NPCs sont
formés dans des régions de I’EN ou il n’existe pas de NPCs (Kiseleva et al., 2001).
Récemment, D’Angelo et ses collaborateurs, ont montré que I’assemblage des NPCs en
interphase a lieu de novo sur les deux cotés de I’enveloppe nucléaire intacte, et que ce
mécanisme nécessite au moins la présence de RanGTP, de I’importine-8 et du complexe
hNup107-160 (D'Angelo et al., 2006). Cette étude laisse émerger la nouvelle hypothese de la

formation de précomplexes qui seront ensuite incorporés a I’enveloppe nucléaire.

Une recente étude a montré que dans les cellules humaines, Pom121 est nécessaire
dans les étapes précoces de I’assemblage des NPCs en interphase. De plus, le domaine ALPS
de la protéine hNupl133 joue un réle spécifique en interphase dans le recrutement du
complexe hNup107-160 (Doucet et al., 2010), alors qu’il n’est pas requis dans I’assemblage
des pores durant la mitose. Inversement, ELYS ne semble pas requis pour I’assemblage
durant I’interphase alors qu’il est essentiel pour I’assemblage post mitotique (Doucet et al.,
2010).
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Ces informations permettent d’établir le mécanisme de formation des NPCs en
interphase. Ce mécanisme débute par le recrutement des deux cotés de I’EN des
nucléoporines transmembranaires et les composants formants les anneaux internes des NPCs.
Le complexe scNup84 (homologue de hNup107-160) est ensuite recruté des deux cotés de
I’EN, sa fusion avec cette derniere met en place une structure stable de pré-pore. Le
recrutement des nucléoporines de liaison et des Nups-FG se fait en dernier, finalisant la

formation du pore nucléaire (pour revue voir Fernandez-Martinez and Rout, 2009).

C.4. Désassemblage des NPCs en prophase:

Les cellules de vertébrés sont caractérisées par une mitose dite ouverte, impliquant la
rupture de I’EN et le désassemblage des NPCs. De la méme facon que pour I’assemblage, le
désassemblage des NPCs a lieu selon un processus ordonné.

Une étude de la cinétique du désassemblage des NPCs, montre qu’il s’agit d’un
processus plus rapide que I’assemblage des NPCs, et qui a lieu de maniére synchronisée aux
niveaux des NPCs de toute la cellule.

Dans les cellules de vertébrés, la premiére étape est le détachement de hNup98 et
hNup153 des NPCs ; cette étape est suivie du détachement de la nucléoporine présente sur
I’anneau cytoplasmique hNup214 (Dultz et al., 2008). La dissociation de Nups provoque une
perte progressive de la perméabilité des NPCs.

De facon intéressante, le désassemblage n’a pas lieu dans I’ordre inverse de
I’assemblage ; par exemple les nucléoporines du complexe hNupl07-160, recrutées a la
chromatine dés les premieres étapes de I’assemblage sont détachées avant des nucléoporines
incorporeées plus tard aux NPCs, comme hNup58 (Dultz et al., 2008).

Bien que le mécanisme moléculaire régissant le désassemblage des NPCs n’ait pas été
caractérisé en détails, il semblerait que la phosphorylation joue un réle dans le déclenchement
du désassemblage. En effet, plusieurs études ont montré que certaines Nups étaient
spécifiqguement phosphorylées pendant la mitose (Bodoor et al., 1999 ;Macaulay et al.,
1995 ;Favreau et al., 1996 ;Glavy et al., 2007). Un rdle dépendant de la phosphorylation de
hNup98 dans I’initiation du désassemblage des NPCs a été trés récemment proposé (Laurell et
al., 2011), montrant que le désassemblage des NPCs était dépendant de la phosphorylation de

cette nucléoporine.
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D. Nups et mitose :

Certaines protéines du « checkpoint » mitotique, notamment Madl et Mad2, sont
localisées aux NPCs durant I’interphase. Inversement un nombre croissant d’études a mis en
évidence ces dernieres années la localisation de différents composants des NPCs aux
kinétochores ou au fuseau mitotique, et leur implication durant la mitose (pour revue voir
Strambio-De-Castillia et al., 2010 ; Tran and Wente, 2006 ; D'Angelo and Hetzer, 2008 ;
Wozniak et al., 2010).

D.1. RAE1-hNup98 et mitose :
Pendant I’interphase, RAE1 (RNA export 1) interagit avec hNup98 pour former un

complexe ayant un réle majeur dans I’export d’ARNm (Kraemer and Blobel, 1997 ;Pritchard
et al.,, 1999). Pendant la mitose, ce complexe interagit avec la kinase spécifique du
checkpoint Bubl et permet I’inhibition du complexe APC (Anaphase Promoting Complex)
(Jeganathan et al., 2005). De plus, il a été montré récemment que le domaine C-terminal de
hNup98 interagit avec les microtubules et contribue a la mise en place des deux poles du

fuseau mitotique (Cross and Powers, 2011).

D.2. Le complexe RanBP2-RanGAP1:SUMO:Ubc9 durant la mitose

En interphase, le complexe RanBP2-RanGAP1:SUMO:Ubc9 (RRSU) est localise aux
NPCs et impose la direction du transport nucléo cytoplasmique. En effet, RanGAP favorise
I’hydrolyse de RanGTP en GDP. Chez les vertébrés, RanGAP1 est modifiée par SUMO
(Small ubiquitine like modifier), et seule la forme sumoylée peut interagir avec
RanBP2/Nup358.

Durant la mitose, le complexe RRSU est retrouvé au fuseau mitotique et, de facon

dépendante des microtubules, aux kinétochores (Joseph et al., 2002). De plus, des études ont
montré que la localisation en mitose du complexe RRSU est dépendante de Crm1, facteur de
transport de la famille des karyopheérines (voir chapitre transport) (Arnaoutov et al.,
2005 ;Arnaoutov and Dasso, 2005 ;Zuccolo et al., 2007 pour revue voir Wozniak et al., 2010).

Des expériences de siRNA ont montré que la déplétion du complexe RRSU provoque
des défauts du fuseau mitotique, des dysfonctionnements des kinétochores et des défauts de
ségrégation des chromosomes (Salina et al., 2003). De plus, la déplétion de RanBP2 induit la
délocalisation de RanGAPL et d’autres protéines comme Madl/Mad2, CENP-E, CENP-F et
la dynéine (Joseph et al., 2004). Ces observations montrent I’importance du complexe RRSU

dans I’interaction des microtubules avec les kinétochores.
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D.3. Le complexe hNup107-160 durant la mitose :

En plus de son réle crucial dans I’assemblage post mitotique des NPCs, le complexe
hNup107-160 possede plusieurs autres fonctions durant la mitose.

En effet, une fraction du complexe hNup107-160 et de ELYS se localise au fuseau
mitotique et aux kinétochores (Belgareh et al., 2001). Deux populations différentes ont été
identifiées au niveau des kinétochores. En effet, un premier pool est étroitement lié au
complexe Ndc80, alors que le second pool est lié a I’interaction de hNup133 et de CENP-F
(Zuccolo et al., 2007).

Les premiers résultats montrant les fonctions mitotiques du complexe hNup107-160
ont été obtenus a partir d’observations in vitro. Ces résultats montrent que le complexe
hNup107-160 est essentiel a la formation d’un fuseau mitotique bipolaire dans des extraits
d’ceufs de Xenope (Orjalo et al., 2006) et joue un role dans I’assemblage ou le maintien des
fibres des microtubules entre les pbles du fuseaux mitotique et les chromosomes.

De plus, des défauts de ségrégations de chromosomes ont été observés apres la
déplétion de MEL28 (homologue de ELYS) dans des embryons de C.elegans (Fernandez and
Piano, 2006 ; Galy et al., 2006). Dans les cellules humaines, la déplétion individuelle des
constituants du complexe hNupl107-160 n’a que peu d’effets sur I’intégrité du fuseau
mitotique et n’induit pas de défauts de ségrégations des chromosomes (Zuccolo et al., 2007 ;
Rasala et al., 2006). La déplétion de plusieurs membres du complexe hNup107-160 provoque
un défaut d’assemblage post mitotique des NPCs et ne peut donc pas étre utilisée dans I’étude
de la fonction du complexe aux kinétochores durant la mitose. Cependant, la déplétion d’un
membre du complexe hNupl07-160, hSehl, ne provoque que peu de problemes de
réassemblage des NPCs (Loiodice et al., 2004) alors qu’elle induit une diminution de la
localisation du complexe hNup107-160 aux kinétochores (Zuccolo et al., 2007) provoquant
un allongement du temps de mitose. Les analyses des cellules deplétées de hSehl présentent
des defauts de segrégation des chromosomes et un nombre plus faible de microtubules
résistants aux traitements par le froid, suggérant une déstabilisation des interactions entre les
kinétochores et les chromosomes.

De plus, la déplétion du complexe hNupl07-160 aux kinétochores perturbe le
recrutement de Crm1, RanGAP1-RanBP2 a ces structures (Zuccolo et al., 2007). Cette étude a
aussi révélé que le complexe hNup107-160 est nécessaire au maintien de I’attachement de
CENP-F aux kinétochores.
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D’autre part, une étude récente montre que la déplétion de hSeh1 ou d’ELYS perturbe
la localisation aux centromeéres des chromosomes alignés sur la plaque métaphasique du
complexe CPC (Chromosome Passenger Complex) ainsi que de MCAK (substrat de la kinase
Aurora B) et de sa forme phosphorylée P-MCAK (Platani et al., 2009).

Enfin des expeériences d’immunoprécipation du complexe hNupl07-160 suivies
d’analyses en spectrométrie de masse, ont montré une association avec les protéines GCP2 et
GCP3, membres du complexe y-TuRC, complexe impliqué dans la nucléation des
microtubules aux kinétochores. Cette étude a montré que I’interaction entre le complexe
hNup107-160 et le complexe y-TuRC favorise la formation du fuseau mitotique en permettant
la nucléation des microtubules aux kinétochores. De plus, RanGTP est requis pour cette
fonction du complexe hNup107-160 (Mishra et al., 2010 ).

L’ensemble de ces travaux indique donc les roles importants du complexe hNup107-
160 a différentes étapes du cycle cellulaire : en interphase, I’assemblage de novo des NPCs et
export des ARNm, et en mitose, la mise en place du fuseau mitotique et la ségrégation des
chromosomes, et en fin de mitose, le réassemblage des NPCs.
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CONTEXTE DU PROJET

Dans le laboratoire, I’équipe s’intéresse a la division cellulaire, et plus spécifiqguement aux

roles du complexe hNup107-160 en mitose. Durant ma formation, je me suis intéressée a deux
aspects différents impliquant les membres du complexe hNupl107-160. D’une part, j’ai
participé a I’étude du role du domaine N-terminal de hNupl33 dans I’ancrage des
centrosomes a I’EN pendant la transition G2/Mitose. D’autre part, j’ai étudié la dynamique du

complexe hNup107-160 pendant la mitose.

A. Rb6le de hNup133 dans I’ancrage de CENP-F, NudE/EL, la dynéine/dynactine
a I’EN en prophase :

D’autres protéines ayant des fonctions spécifiques en mitose sont aussi localisées a
I’EN spécifiquement en prophase. Parmi elles, CENP-F (aussi appelé mitosine), est une
protéine des kinétochores, caractérisée par une localisation trés dynamique au cours du cycle
cellulaire. Ayant une localisation nucléaire pendant la phase G2, CENP-F s’accumule a
I’enveloppe nucléaire lors de la transition G2/M, puis se lie aux kinétochores en formation en
prophase précoce jusqu’a I’anaphase. Bien que plusieurs études aient contribué a comprendre
les roles de CENP-F pendant la mitose (pour revue voir Varis et al., 2006). Le mécanisme
d’ancrage de CENP-F et son rdle & I’enveloppe nucléaire pendant la prophase restaient
inconnus.

De facon intéressante, un crible double hybride ainsi que des expériences d’immuno-
précipitation avaient permit de montrer que hNup133 ancre CENP-F a I’enveloppe via son
domaine N-terminal qui présente une structure en 3-propeller (Zuccolo et al., 2007).

Durant la prophase, la dynéine, un moteur moléculaire se déplagant vers les bouts
moins des microtubules et son cofacteur, la dynactine, sont aussi recrutées a I’EN (Busson et
al., 1998 ; Salina et al., 2002). Il a été montré que la présence de ces deux protéines a I’EN
crée des tensions, facilitant ainsi la rupture de I’'EN (Hebbar et al., 2008 ; Beaudouin et al.,
2002 ; Salina et al., 2002).

De plus, des études récentes démontrent que CENP-F joue un role dans le recrutement
de la dynéine et de la dynactine aux kinétochores via son interaction avec NudE et/ou NudEL
(aussi appelées Ndel) (Liang et al., 2007 ; Stehman et al., 2007 ; Vergnolle and Taylor,
2007). 1l semblait donc qu’il existait un lien entre hNup133 et la localisation de CENP-F,
NudE/EL, la dynéine et la dynactine durant la prophase (Busson et al., 1998 ; Salina et al.,
2002 ; Hebbar et al., 2008).

De méme, des travaux en collaboration avec I’équipe de R.Vallee ont montré que
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NudE/EL est retrouvé a I’enveloppe nucléaire pendant I’interphase, en plus d’étre localisé aux
kinétochores. De plus, la déplétion de CENP-F, provoquait la perte de localisation de
NudE/EL a I’EN et aux kinétochores (Bolhy, Bouhlel, Dultz et al 2010). Ces résultats
montrent donc que hNup133 est a la base d’un réseau d’interaction permettant la localisation
de la dynéine et la dynactine a I’EN en prophase.

Enfin, des expériences de vidéo microcopie ont montré que la déplétion des différents
membres de ce réseau provoque un défaut d’ancrage des centrosomes de I’EN durant la
prophase.

Dans le cadre de cette étude, j’ai contribué a finaliser ces travaux pour mieux
comprendre les relations entre les NPCs et les centrosomes en reproduisant de facon plus
quantitative les expériences d’interférence a I’ARN montrant I’implication du domaine N-
terminal de hNup133 dans I’adressage de CENP-F a I’EN en prophase et caracterisé I’effet de
I’altération de ce réseau d’interaction (hNup133, CENP-F, NudE/EL) sur le recrutement de la
dynéine-dynactine a I’lEN. Dans un second temps, j’ai réalisé les expériences nécessaires a la
mesure des distances noyaux-centrosomes dans les cellules HeLa puis dans les cellules
U20S. J’ai aussi observé les effets de la déplétion de NudE/EL sur la formation du fuseau
mitotique dans les cellules U20S.

Enfin, sachant que CENP-F interagit avec le complexe hNupl07-160 par
I’intermediaire du domaine N-terminal de hNupl33, j’ai entrepris la production d’un
anticorps monoclonal dirigé contre ce domaine. Pour cela, j’ai entrepris la construction du
plasmide, I’expression de ce domaine dans les bactéries puis la caractérisation des différents
surnageants de culture d’hybridomes et de fractions purifiées d’anticorps dirigés contre le

domaine N-terminal de hNup133 obtenus par un prestataire extérieur.

B. Etude de la dynamique du complexe hNup107-160 en mitose par FCCS :

Lors de la mitose ouverte chez les vertebrés, les NPCs se désassemblent en méme
temps que I’EN (voir chapitre C.4). Cependant, certains sous complexes ne désassemblent pas
totalement, et certaines nucléoporines restent sous forme de complexe. Ainsi, des approches
biochimiques (immuno-précipitation, en interphase et en mitose ou séparation sur gradient de
sucrose) ont mis en évidence, que de facon générale, les constituants du complexe hNup107-

160 restent assemblés en mitose.

Cependant, I’interaction de hSehl avec le complexe hNup107-160 était faible en

interphase et I’interaction en mitose n’avait pas été mise en évidence. De plus une étude
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récente a montré qu’une fraction de hNup43 se dissociait du complexe hNup107-160 en
mitose (Chakraborty et al., 2008). Cette étude a aussi montré que hNup96 était dégradée en
mitose. Dans ce contexte, j’ai réalisé une approche in vivo afin de valider et compléter ces
données. Pour cela, j’ai utilisé la technique de la FCCS afin de suivre les membres du
complexe hNup107-160 durant la mitose.

La FCCS (Fluorescence Cross Correlation Spectroscopy) permet de détecter les
interactions entre deux protéines étiquetées par deux fluorophores différents (ici, la GFP et la
mCherry) diffusant dans un volume focal. Cependant, étant donné la petite taille du volume
focal et la necessité d’étre appliquee a des molécules solubles, les protéines exprimées en
grande quantité ou immobiles dans la cellule ne peuvent étre suivies par cette méthode. Les
nucléoporines, présentes en faibles quantités dans les cellules et solubles durant la mitose
constituaient un bon modéle pour cette méthode. Il existe en revanche une limite importante
de la FCCS ; I’interférence entre les signaux émis par la GFP et retrouvés dans le détecteur de
la mCherry conduit a des signaux de cross-corrélation artéfactuels.

Dans I’institut, des membres de I’équipe de Maité Coppey (M. Tramier et S. Padilla-
Para) venaient de valider une technique mise au point par PicoQuant, permettant d’éliminer
les interférences entre les signaux d’émission de la GFP et de la mCherry par application de la
FLCS (Fluorescence Lifetime Correlation Spectroscpy) aux signaux détectés par FCCS. Lors
de cette étude, ils ont mesuré la cross-corrélation dans cellules HeLa exprimant la GFP et la
mCherry ou un tandem GFP-mCherry. L’application de la FLCS a permis d’éliminer la
proportion de cross-corrélation artéfactuelle (due au passage de certains photons émis dans le
canal vert), dans les cellules exprimant les deux protéines fluorescentes non liées mais pas

dans les cellules exprimant le tandem, validant ainsi cette approche.

Dans cette partie de mes travaux, réalisee en étroite collaboration avec Marc Tramier,
puis avec Nicolas Auduge, j’ai tout d’abord validé la technique de la FCCS/FLCS en suivant
I’interaction entre hNup107 et hNup133 durant la mitose. Une fois la faisabilité du projet
validée, I’étude a été étendue aux autres membres du complexe hNup107-160, dans le but de
compléter les résultats précédemment obtenus par biochimie.
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