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NOUVELLE

Polyglutamylation

des microtubules et
neurodégénérescence

Marie-Jo Moutin, Annie Andrieux, Carsten Janke

Les microtubules et leur régulation

par des modifications post-
traductionnelles

Les microtubules sont des fibres du
cytosquelette cellulaire. Dans les cel-
lules eucaryotes, ils forment un réseau
dynamique essentiel a la mobilité et a
la morphologie de la cellule ainsi qu'a
sa polarité. Dans les cellules nerveuses,
par exemple, les microtubules déter-
minent le choix de I’extension neuriti-
que qui deviendra Iaxone du neurone
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différencié. Les microtubules permettent
également le trafic de nombreux orga-
nites (mitochondries, vésicules golgien-
nes ou synaptiques, etc.) ou molécules
(comme les ARN) dans le cytoplasme.
Lorsque les cellules entrent en mitose,
les microtubules forment le fuseau mito-
tique qui ségrege les chromosomes entre
les cellules filles. Les microtubules sont
également les composants principaux
des cils et des flagelles : ils en consti-
tuent I’axe central, "axonéme.

Au niveau moléculaire, les microtubules
se présentent comme de larges tubes
creux dont la paroi est composée de
protéines trés conservées dans I’évolu-
tion, les tubulines. Plus précisément, ce
sont des assemblages orientés et dyna-
miques de diméres de tubuline oL et [3
(Figure 14). Leurs extrémités, en particu-
lier celles appelées bouts « plus » (c6té
[B-tubuline) qui se trouvent vers la péri-
phérie cellulaire, polymérisent et dépo-
lymérisent en permanence. Parce que

Figure 1. Modifications post-tra-
ductionnelles de la tubuline. A. La
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polyglutamylation est une modi-
fication complexe de la tubuline
contrdlée par des glutamylases et
des déglutamylases. Les chaines de
glutamates de longueurs variables
attachées sur le carboxy-terminus
des tubulines o et [3 représentent

des signaux pour les protéines (MAP,
F) moteurs moléculaires) qui intera-

gissent avec les microtubules. B. Le
cycle de détyrosination/tyrosina-
tion modifie le carboxy-terminus
de la tubuline: le résidu tyrosine
carboxy-terminal de I'0t-tubuline
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est successivement clivé par une
carboxypeptidase (TCP) et ré-
ajouté par une ligase (TTL). La TTL a
été identifiée. Son absence provo-
que des défauts d’interaction des
microtubules avec certains de leurs
partenaires protéiques, engendre
une désorganisation neuronale et
favorise la progression tumorale
[10-13]. La TCP reste inconnue &
ce jour. Images modifiées a partir

de la référence [14].
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Figure 2. Lien entre polyglu-
tamylation et survie ou dégé-
nérescence neuronales. A. La
polyglutamylation doit étre
strictement régulée dans les
neurones. Les glutamylases
avaient été identifiées [2,
3]. Nous avons découvert
les déglutamylases parmi les
CCP : trois d’entre elles, CCP1,
CCP4 et CCP6, catalysent le

raccourcissement des chaines

de glutamates, alors que CCP5 coupe le glutamate de branchement. U'absence de CCP1 chez la souris ped conduit a une hyperglutamylation des

microtubules dans ses cellules de Purkinje (neurones du cervelet) et provoque leur dégénérescence. B. Exemple de cellule de Purkinje que nous

avons sauvée de la dégénérescence dans le cervelet de la souris pcd en réduisant I’expression d’une polyglutamylase (TTLL1). Images modifiées

a partir de [9].

les besoins en microtubules varient
considérablement dans le temps et dans
I’espace intracellulaire, la dynamique
des microtubules est indispensable et
cruciale pour I'exécution de leurs taches
cellulaires.

Avec toujours la méme architecture
moléculaire, différents microtubules
participent donc a des fonctions cellu-
laires tres variées. Pour étre le support
de toutes ces activités, ils interagis-
sent avec une grande variété de pro-
téines, comme par exemple les MAP
(microtubules associated proteins) qui
peuvent stabiliser ou déstabiliser les
microtubules, ou les divers moteurs
moléculaires (dynéines, kinésines) qui
se déplacent sur les microtubules pour
transporter des organites ou des molé-
cules. Toutes ces interactions entre les
microtubules et leurs protéines parte-
naires sont régulées et coordonnées par
diverses modifications post-traduc-
tionnelles des tubulines (modifications
qui interviennent aprés la syntheése
de la tubuline et souvent apres son
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incorporation dans le microtubule).
Ces mécanismes peuvent donc géné-
rer d’une facon rapide et réversible
des signaux sur des microtubules bien
définis. Plusieurs de ces modifications
affectent les domaines carboxy-ter-
minaux des tubulines qui sont exposés
a I’extérieur des microtubules, comme
la polyglutamylation (Figure 1A) et la
polyglycylation des tubulines o et [3
et la détyrosination/tyrosination de la
tubuline o (Figure 1B).

Les modifications post-traductionnel-
les représentent donc des signaux pour
les protéines qui interagissent avec les
microtubules. Nous cherchons a com-
prendre comment celles-ci régulent
I’organisation et les fonctions microtu-
bulaires, en particulier dans les cellules
nerveuses.

La polyglutamylation, une
modification complexe des
microtubules.

La polyglutamylation des microtubu-
les, découverte il y a 21 ans par une

équipe francaise [1], correspond @ un
attachement covalent de chaines de
glutamates latérales sur le carboxy-ter-
minus des tubulines o et B (Figure 14).
La longueur des chalnes peut étre trés
variable, permettant ainsi de générer
sur un seul site de modification toute
une gamme de signaux diversifiés. La
spécificité pour la tubuline o ou pour
la tubuline 3, ainsi que la présence de
plusieurs sites de modification sur une
méme molécule de tubuline, augmen-
tent encore la complexité potentielle de
ces signaux. On imagine bien en consé-
quence que ce mécanisme rapide et
réversible permet une régulation fine
des fonctions et propriétés des micro-
tubules.

La polyglutamylation est particuliére-
ment abondante sur les axonemes des
cils et des flagelles et sur les microtu-
bules des cellules nerveuses. Le taux de
polyglutamylation est en revanche trés
faible sur le réseau microtubulaire de la
plupart des autres cellules. Mais, lors de
la division cellulaire, une augmentation
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de la polyglutamylation est observée sur
les microtubules qui participent direc-
tement aux processus de ségrégation du
matériel génétique et a la séparation
finale des deux cellules sceurs.

La polyglutamylation est contrdlée par
des activités enzymatiques portées par
des glutamylases et des déglutamyla-
ses. Les glutamylases ont été identifiées
il y a quelques années [2, 3]. Elles font
partie d’une famille de protéines nom-
mées tubuline tyrosine ligase-like (TTLL)
qui regroupent les diverses enzymes
en charge de I'addition de résidus sur
le carboxy-terminus de la tubuline :
la tubuline tyrosine ligase (TTL, Figure
1B [4]), les glutamylases (Figure 1A)
et les glycyclases [5, 6]. Au cours de
I’évolution, cette famille d’enzymes est
apparue avec les cils (au moment de
I’émergence des eucaryotes), suggérant
un role majeur de ces modifications
dans 'assemblage de ces organites. Les
enzymes catalysant la déglutamylation
restaient inconnues jusqu’alors.

Notre attention a été attirée par un
groupe de genes, également apparu avec
les organismes ciliés, dont les produits
présentent des caractéristiques de car-
boxypeptidases cytosoliques (cytosolic
carboxy peptidases ou CCP). Des travaux
publiés en 2007 avaient de plus proposé
que I'un des membres de cette famille,
la CCP1, soit I’enzyme qui enléve la tyro-
sine carboxy-terminale de la tubuline
(la tubuline carboxypeptidase ou TCP,
Figure 1B) [7, 8]. La possibilité que la
CCP1 soit impliquée dans une modifi-
cation de la tubuline était particuliere-
ment intéressante parce que I'absence
de cette carboxypeptidase est associée
a un phénotype de dégénérescence neu-
ronale chez la souris, le phénotype pcd
(Purkinje cell degeneration, un mutant
naturel d’ataxie cérébelleuse).

Découverte des déglutamylases

et de leur importance

pour la survie neuronale

Les CCP sont des protéines qui pré-
sentent de fortes homologies avec
les carboxypeptidases pancréatiques
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de la digestion : elles possedent un
domaine métallocarboxypeptidase
contenant des résidus catalytiques
et des résidus de liaison au zinc tres
conservés. De plus, elles ont la parti-
cularité d’étre cytosoliques et nous les
avons de ce fait considérées comme
des enzymes qui pourraient catalyser
des clivages d’acides aminés sur la
tubuline. Des expériences de surex-
pression des CCP dans plusieurs types
de cellules eucaryotes suivies d’une
analyse des taux des modifications
post-traductionnelles de la tubuline
engendrées nous ont permis d’identi-
fier quatre déglutamylases parmi les
six CCP [14]. €n décryptant leur fonc-
tionnement, nous avons montré que
trois de ces enzymes, CCP1, CCP4 et
CCP6, catalysent le raccourcissement
des chaines de glutamates, alors que
CCP5 coupe le glutamate de branche-
ment des chaines latérales générées
par la polyglutamylation (Figure 2A).
Nous avons également démontré que
les déglutamylases fonctionnent de
maniere coopérative pour permettre la
compléte réversibilité de la polygluta-
mylation.

Considérant I'importance des CCP pour
la régulation des taux de polygluta-
mylation des microtubules, nous avons
ensuite analysé la responsabilité de
cette modification dans le phénotype
de la souris pcd dont le gene CCP1 est
altéré suite a une mutation spontanée.
Les souris pcd développent des ataxies
cérébelleuses liées a la dégénéres-
cence de leurs neurones de Purkinje et
deviennent aveugles par dégénéres-
cence de leurs cellules photoréceptri-
ces de la rétine. Depuis sa découverte
dans les années 1970, cette souris a
été trés étudiée et I’élucidation des
mécanismes impliqués dans ses dégé-
nérescences neuronales envisagée
comme d’importance majeure pour la
compréhension de désordres neurolo-
giques. Aprés avoir découvert que CCP1
est une déglutamylase, nous avons
montré que le taux de polyglutamy-
lation est augmenté de fagon anor-

male dans plusieurs régions du cer-
veau de la souris pcd, et en particulier
dans celles qui dégénérent, comme le
cervelet. Cette observation suggére
qu’une polyglutamylation excessive
des microtubules pourrait induire, par
des mécanismes qui restent a com-
prendre, une dégénérescence neuro-
nale. Pour conforter cette hypotheése,
nous sommes parvenus a contrecarrer
I'excés de polyglutamylation dans les
souris ped en réduisant I’expression
d’une polyglutamylase-clé du cerveau,
I’enzyme TTLLL. Ces expériences ont été
réalisées par injection d’un virus pro-
duisant des ARN interférentiels contre
la TTLLL dans le cervelet de la souris en
cours de développement. Nous avons
alors observé une survie de cellules de
Purkinje du cervelet (Figure 2B) et une
temporisation des défauts moteurs
ataxiques, traduisant un ralentisse-
ment de la neurodégénérescence chez
les souris pcd traitées. Nos expérien-
ces démontrent que la dégénérescence
neuronale de la souris pcd est induite
par une polyglutamylation excessive
de la tubuline [14].

Conclusion

Le taux élevé de la polyglutamyla-
tion des microtubules des neurones
nous avait permis d’envisager un réle
important de cette modification post-
traductionelle pour les fonctions des
microtubules. Nos travaux récents
révelent qu’une régulation stricte de la
polyglutamylation par les enzymes de
déglutamylation est indispensable a la
survie neuronale (Figure 2A). Comment
une hyperglutamylation de la tubuline
dans les neurones conduit a leur mort
reste cependant une question ouverte.
Nous cherchons désormais les pro-
téines régulatrices des microtubules
(MAP, moteurs) auxquelles les signaux
de polyglutamylation, altérés chez la
souris ped, sont destinés.

Des défauts de fonctionnement des
microtubules ayant également été
révélés associés a plusieurs maladies
neurologiques, neurodégénératives et



psychiatriques, il apparalt important a
I’avenir d’étudier les modifications de
la tubuline, et plus particulierement la
polyglutamylation, dans ces contextes
pathologiques. ¢

Microtubule polyglutamylation and
neurodegeneration
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