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RESUME

Au cours de I’évolution, pour pouvoir
se déplacer dans le milieu qui les
entoure, les cellules ont développé des
structures spécialisées : les cils et les
flagelles. Ces structures qui produisent
des successions d’ondes symétriques
ou asymétriques, contiennent la méme
"machinerie" interne, I'axonéme.

L'axonéme est composé généralement
de neuf doublets de microtubules
externes entourant une paire centrale
de microtubules. Le battement résulte
d'un phénomeéne actif, dia a l'attache-
ment temporaire des dynéine-ATPases
d'un doublet externe au doublet adja-
cent. Il se produit alors un glissement
entre les doublets qui est transformé
en courbure par les résistances de cer-
taines structures axonémale. Les méca-
nismes moléculaires impliqués dans la
génération du mouvement sont les
méme dans les cils et les flagelles, bien
que les voies de contréle de ces méca-
nismes puissent étre différents.

Cette revue se présente en deux parties :
la premiére est un rappel sur la compo-
sition de axonéme incluant les récentes
découvertes aux niveaux ultrastructural
et biochimique, la seconde porte sur la
mécanique du battement axonémal et
présente le role de certaines des struc-
tures ou des protéines dans la généra-
tion du battement.

Mots clés : flagelles, cils, dyneines, battement
flagellaire, spermatozoides.

INTRODUCTION

Au cours de 1'évolution, pour pouvoir se
déplacer dans le milieu qui les entoure, les
cellules ont développé des structures spécia-
lisées : les cils et les flagelles. Ces struc-
tures de 0,1 &4 1 mm de diameétre et de 10 4
plus de 100 mm de long, produisent un bat-
tement qui est une succession d'ondes
symétriques ou asymétriques se propageant
généralement de la base vers le sommet de
ces appendices. Ces cils et ces flagelles
contiennent la méme "machinerie” interne,
un cylindre d'environ 250 nm de diametre:
I'axonéme. Celui-ci présente en général une
structure dite "942" qui est un assemblage
de neuf doublets de microtubules externes
entourant une paire centrale de microtu-
bules (Figure 1).

Les mécanismes moléculaires impliqués
dans la génération du mouvement sont les
mémes dans les cils et les flagelles, bien que
les voies de controle de ces mécanismes
puissent étre différentes. Schématique-
ment, le mouvement de 1'axonéme résulte
du glissement coordonné entre les doublets
de microtubules externes sous l'action des
dynéines-ATPases, extensions portées par
les bras externes et internes, et de la résis-
tance qu'opposent a ce glissement certaines
des autres structures axonémales.



Figure 1: Structure de Paxonéme.

En A : photomicrographie d’une section
transversale de flagelle de spermatozoide
de bélier. L’axonéme de type 9+2 est entou-
ré par les 9 fibres denses (FD) et U'anneau
de mitochondries (Mit.). Les doublets sont
numérotés de 1 a 9. Grossissement 240
000.

Actuellement, les principales découvertes
sur la structure et le role des protéines axo-
némales dans le battement flagellaire pro-
viennent de 1'étude de 1'algue unicellulaire
biflagellée Chlamydomonas. Chez ce protis-
te il est possible d'induire des mutants et de
les sélectionner sur leurs problemes de
mobilité et/ou de battement flagellaire.

Cette revue se présente en deux parties:
une est un rappel sur la composition de
I'axonéme en incluant les récentes décou-
vertes aux niveaux ultrastructural et bio-
chimique, la seconde porte sur la mécanique
du battement axonémal et présente le rdle
de certaines des structures ou des protéines
dans ce mouvement.

STRUCTURE

L’axonéme est la structure stable des cils et
des flagelles restant apres l'extraction de la
membrane et du cytosol par un détergent.
Cette structure minimale est suffisante
pour que le battement flagellaire ait lieu.
Ceci est montré par la possibilité de réacti-
ver le mouvement de ces axonémes en pré-
sence ’ATP et de Mg2+ [31].
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Figure 1: Structure de Paxonéme.

En B : Schéma representant Paxonéme. Les
doublets externes résultent de la fusion de
deux microtubules : le microtubule A porte
les bras externe et interne. Le manchon cen-
tral contient la paire de microtubules cen-
traux entourée de projections. Chaque micro-
tubule est formé par Uassemblage de 13 pro-
tofilaments d’c et § tubuline (voir texte).

Bien que présentant certaines variations
entre les espéces, 'axonéme est constitué
par un assemblage microtubulaire complexe
entouré ou non par des structures dites
accessoires.

1. Les microtubules

Ce sont de petits tubes de 25 nm de dia-
meétre dont la paroi est formée par I'associa-
tion de 13 protofilaments (Figure 1).
Chaque protofilament résulte de ’empile-
ment d’hétérodimeére composé d’o et de B
tubuline [61]. Les 9 doublets externes pro-
viennent de la fusion de deux microtubules
qui partagent trois protofilaments sur toute
leur longueur: ainsi, le microtubule A qui
apparait circulaire posséde 13 protofila-
ments, et le microtubule tronqué B n’en pos-
séde que 10. Dans de nombreuses espéces la
lumiére d'un des deux tubules est bouchée
par la présence de matériel ou de projections
[2, 112]. Les doublets peuvent étre numérotés
de 1 2 9, le numéro 1 étant situé dans l'axe
passant entre les microtubules du doublet
central. Cet axe représente aussi le plan dans
lequel se développe le battement flagellaire.



Dans I'axonéme, les microtubules sont
extrémement stables. Cette stabilité semble
due a différents facteurs [34, 61, 78] :

1. & des modifications post-transcriptio-
nelles de la tubuline o (poly-glutamyla-
tion, détyrosination),

. & la présence d’'un variant de cette tubuli-
ne o (nommée delta 2-tubuline) qui est
amputée des deux acides aminés carboxy-
terminausx,

. a la présence dans les microtubules
externes et centraux de protéines appa-
rentées aux filaments intermédiaires
(tektines). Chez les spermatozoides d’our-
sin, une protéine proche de l'histone H1
pourrait aussi jouer un réle dans la stabi-
lité [70].

2. Les bras externes et internes

Chacun des microtubules A des neuf dou-
blets externes porte des extensions en
forme de crochets, dirigées vers le micro-
tubule B du doublet adjacent: ce sont les
bras externes et internes. Ces bras indi-
quent le sens horaire quand les coupes
d’axonemes sont vues depuis la base vers
le sommet.

Ces bras sont formés par des complexes pro-
téiques a activité ATPasique, les dynéines;
ce sont les moteurs moléculaires du batte-
ment flagellaire. Ces ATPases sont uniques
par leur taille (jusqu’a 1,5 MDa), leur com-
position (plus de 15 protéines) et peuvent
contenir plusieurs chaines de hauts poids
moléculaires possédant un site catalytique
actif.

Les bras externes sont distribués le long
du microtubule avec une grande régularité
bien que 'espacement entre ces bras ne
soit pas le méme chez toutes les especes: il
y a un bras tous les 24 nm chez Chlamy-
domonas. Les bras internes sont distri-
bués de facon plus complexe : ils sont
groupés par trois (nommés 11, 12, et I3) et
chaque groupe se répete tous les 96 nm le
long du microtubule (Figure 2). La distan-
ce entre 11 et I2 est de 32 nm, celle entre
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Figure 2 : Microtubule A vue de face. Sché-
ma de la position des dynéines des bras
externes et internes le long du microtubule
A vue depuis le microtubule B adjacent
chez Chlamydomonas (voir texte). D’apreés
U’analyse en microscopie des références
60,71.

12 et I3 est de 24 nm. Il y a 40 nm entre le
bras I3 et le bras I1 suivant [81, 83]. Chez
Chlamydomonas, les bras internes ne sont
pas alignés en un seul rang, mais forment
deux rangées longitudinales avec le bras
12 plus intérieur que I1 (Figure 2), mais
cette disposition pourrait étre spécifique
[60, 71].

Chez la plupart des espéces, les bras
externes et internes forment une liaison
stable entre deux des doublets externes :
entre les doublets 9-1 chez
Chlamydomonas, 5-6 chez Poursin et chez le
rat [91, 56, 112].

3. Les liaisons entre les doublets externes

Chacun des doublets externes est connecté
a son voisin par une projection, le pont de
nexine. Cette liaison de 25 nm relie le
microtubule A au dos du microtubule B lui
faisant face. Ces liens de nexine se répeétent
tout le long du microtubule avec une pério-
dicité de 96 nm [113]. Chez Chlamydomo-
nas des liens supplémentaires entre les
microtubules A de doublets adjacents sont
présents dans la partie proximale de I'axo-



néme : ce sont les liens périphériques. Ces
liens ont environ 40 nm de long et relient la
base des fibres radiaires des doublets péri-
phériques [6, 113].

4. Les fibres radiaires

De chaque microtubule A des doublets
externes part une extension dirigée vers les
microtubules centraux: ce sont les rayons
ou fibres radiaires. Ces fibres se terminent
par un renflement du coté central [20]. Le
long du doublet externe ces fibres radiaires
sont groupées par deux ou trois suivant les
espéces (nommées S1, S2, S3) avec une
périodicité de 96 nm (Figure 2). La fibre S2
est proche de 'emplacement du lien de nexi-
ne.

5. Le manchon central

Il est constitué par un doublet central de
deux microtubules de 13 protofilaments
chacun, joints entre eux par des ponts espa-
cés de 16 nm [113]. Ces microtubules por-
tent chacun des projections qui les enro-
bent, cet ensemble forme le manchon cen-
tral. La forme et la distribution des projec-
tions le long de ces microtubules varient
suivant les especes.

6. Structures accessoires

Chez les spermatozoides de nombreuses
espéces, et en particulier chez les mammi-
feres, autour de I'axonéme 9+2 se sont déve-
loppés des structures accessoires [4, 7].
Chez les mammiferes, ces structures chan-
gent suivant le niveau flagellaire. De la
jonction téte-flagelle jusqu’a la fin de la
pigce principale, a chacun des doublets péri-
phériques est associée une fibre dense (axo-
néme 9+9+2). Ces neuf fibres ont des
tailles, des formes et des longueurs diffé-
rentes [94]. Autour de ces fibres, il existe
aussi une gaine fibreuse formée par deux
colonnes longitudinales reliées entre elles
par des cotes. Dans la partie distale de la
piéce principale, les colonnes se substituent
aux fibres denses des doublets 3 et 8. Il
semble qu’il y ait une continuité fonction-
nelle et structurale suivant ’'axe 3-8 entre
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les colonnes, les fibres denses, les doublets
externes et le doublet central [56].

7. Le corps basal

A lextrémité proximale, de I'axonéme se
trouve le corps basal qui est constitué de
neuf triplets de microtubules. Ce corps
basal sert de racine lors de I’élaboration de
laxonéme par la cellule et certainement a
restreindre le mouvement entre les doublets
de microtubules a ce niveau.

Il y a une relation étroite entre ce corps
basal et les centrioles, et ceci est flagrant
pour les spermatozoides. En effet, lors de la
spermatogénese, le centriole distal sert de
point de départ pour le développement du
flagelle. Chez les mammiferes, ce centriole
devient partie intégrante de I'axonéme et
disparait quasiment lorsque la jonction téte
flagelle est terminée [7]. Des anomalies
génétiques au niveau de ce centriole ou de
sa position lors de la spermatogéneése
entrainent des malformations flagellaires et
des stérilités [1].

Dans les cellules ciliées et chez les sperma-
tozoides d’invertébrés, le corps basal
s’entoure de structures fibreuses a larchi-

tecture complexe qui servent a ancrer 1’axo-
néme [112].

COMPOSITION BIOCHIMIQUE

Lorsque des axonémes purifiés sont analy-
sés par gel d’électrophorese bidimensionel,
prés de 200 polypeptides différents peuvent
8tre observés [58]. Par la méme technique,
I’analyse d’axonémes dont certaines struc-
tures ont été extraites, ou sont absentes a la
suite d'une mutation, montre que la plupart
de celles-ci sont des complexes formés de
plusieurs protéines.

1. Les microtubules

Les tubulines o et f qui forment les micro-
tubules représentent environ 70 % des pro-
téines totales de 'axonéme. Ces protéines,
qui ont une masse apparente d’environ 50
kDa, sont codées par deux génes différents



[16]. Elles possédent respectivement 436 et
430 acides aminés dont la séquence est hau-
tement conservée a l'exception de la partie
C terminale. Ces protéines ont un site cata-
lytique qui reconnait le GTP [16, 61].
L’hydrolyse du GTP intervient lors de la
polymérisation des microtubules.

2. Les complexes de dynéines
a) Les dynéines des bras externes.

Chez différentes especes, les axonémes peu-
vent étre isolés apres une déflagellation chi-
mique ou mécanique en présence de déter-
gent. A partir de ces axonémes les bras
externes ont été extraits par un traitement
a haute force ionique [8, 26, 111]. Cette
méthode permet en général la solubilisation
de plus de 50% de Pactivité ATPasique de
Paxoneme et 'extraction de 90% des bras
externes. La solution d’extraction est ensui-
te fractionnée par ultracentrifugation sur
gradient de saccharose. Suivant 'espéce,
soit une particule avec un coefficient de
sédimentation de ~20S, soit plusieurs parti-
cules & ~20S et ~118S sont obtenues. Chacu-
ne de ces particules possede une activité
ATPasique. 1l est possible de reconstituer le
bras externe en mélangeant ces particules
purifiées et les axonémes extraits. I semble
cependant qu’une protéine de 70 kDa extra-
ite des microtubules par la haute force
ionique soit nécessaire & une reconstruction
complete [100].

Les particules migrant & 20S apparaissent
en microscopie électronique comme un bou-
quet de 30 4 35 nm constitué, suivant
I'espece, de deux ou de trois domaines glo-
bulaires ou ovoides (tétes) de 10 a 15 nm
portés chacun par une tige qui émerge d’un
pied commun [33] (Figure 3). La masse de
ces particules a pu étre estimée par micro-
scopie de transmission (STEM) : une parti-
cule a trois tétes fait 1.9 MDa et une a deux
tétes 1,2-1,3 MDa [41, 59]. Chaque domaine
globulaire représente environ 300 kDa. Les
particules migrant a 11S sont constituées
d’une seule téte et d’'une tige. Leur masse
par STEM est d’environ 500 kDa [41, 59].
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Figure 3 : Dynéine du bras externe. Repré-
sentation schématique de la dynéine de
bras externe extraite des flagelles de sper-
matozoides de truite. La position des diffé-
rentes chaine est interprétée d’apreés les
complexes obtenus lors de la dissociation a
faible force ionique [26, 50].

L’analyse de ces particules, par gel d’élec-
trophorese, montre qu’elles sont constituées
d’une dizaine de protéines différentes
variant entre 5 et 600 kDa {111, 114]
(Tableau 1). Trois catégories de protéines
ont été définies : les chaines de hauts poids
moléculaires (chaines lourdes) au dessus de
400 kDa, les chaines intermédiaires entre
50 et 150 kDa, et les chaines légeres en des-
sous de 50 kDa. Le nombre de chaines
lourdes est de deux ou de trois pour les par-
ticules de 20S (nommées par des lettres
grecques depuis la plus lourde) et de 1 pour
les particules de 11S. Ce nombre est le
méme que celui des domaines globulaires
observés par microscopie.

Les résultats obtenus chez les différentes
espéces semblent indiquer que le nombre de
chaines lourdes contenues dans les
dynéines de bras externes est de deux chez
les métazoaires alors qu'il est de trois chez
les protozoaires (Tableau 1). Cependant
cette différence pourrait aussi étre celle
entre les dynéines ciliaires et flagellaires. Il
n’y a pas de régle apparente dans la distri-
bution des chaines légeéres et intermé-



Tableau 1: Composition des dynéines de bras externes de différentes espéces.

Nombre de chaines

Espeéces Lourdes Intermédiaires Légeres ref.

- Chlamydomonas 3 2 (70-80) 8 111 (a)
- Paramecium 3 3 (65-65-81) 8 107 (a)
- Tetrahymena 3 3 (100-85-70) 4 86 (a)

- Crassostrea gigas (Huitre) 2 3 (91-98-107) nd. 106

- Mytilus edulis (Moule) 2 2 (96-83) 3 98

- Spisula solidissima (Palourde) 2 2 (96-83) 3 98

- Oursin 2 3 (122-90-76) 4or6 8,69 (*)
- Truite (Salmo gairdnerii) 2 5 (85-73-65-63-57) 6 26

Dynéines des bras externes depuis les protistes jusqu'aux vertébrés. Les chaines lourdes ont un poids moléculaire
supérieur a 400 kDa ; le poids moléculaire des chaines intermédiaires est indiqué entre parenthése. n.d. non

déterminé.

(*) chez loursin Tripneustes gracilla 4 chalnes légéres sont reportées [8] alors que chez 'oursin Strongylocentro-

tus purpuratus il y en aurait 6 [69].

(a) Dynéines provenant de cils, les autres proviennent de flagelles de spermatozoides. Voir aussi ref. [114].

diaires, bien que pour ces derniéres des
relations immunologiques existent dans dif-
férentes espéces (voir plus loin).

Les particules de 20S se dissocient
lorsqu’elles sont dialysées contre un milieu
a faible force ionique [49, 50, 102]. Apres
une nouvelle séparation par ultracentrifu-
gation sur gradient de saccharose, des par-
ticules migrant a 11 S avec une activité
ATPasique sont obtenues. Ces particules ou
sous-unités contiennent chacune une chaine
de haut poids moléculaire associée, pour
certaines, avec des chaines intermédiaires
et légeres. Un complexe formé par des
chaines intermédiaires et légéres migrant a
environ 9S peut aussi étre isolé, ce com-
plexe n’a pas d’activité ATPasique [102].

b) Les dynéines des bras internes.

Les bras internes d’axonéme d'oursin peu-
vent étre extraits par traitement a faible
force ionique, en présence d’ATP, a partir
d’axon&me extrait au préalable par haute
force ionique [92, 114]. Au moins quatre
chaines de haut poids moléculaires sont
ainsi obtenues. Un complexe migrant a 218

composé par deux de ces chaines, deux
chaines intermédiaires et au moins quatre
chaines légéres peut étre isolé [115].

Chez Chlamydomonas, les études biochi-
miques de 'axonéme normal et de ceux pro-
venant de mutants dont les bras externes
ou internes sont absents, indiquent gqu’au
moins six (et peut &tre huit) chaines lourdes
différentes participent a la constitution des
dynéines de bras internes [45, 81, 83, 84,
92]. Le bras I1 contient une particule
migrant 4 21S, contenant deux chaines
lourdes et deux chaines intermédiaires. Les
bras 12 et I3 semblent aussi chacun conte-
nir 2 chaines lourdes mais celles-ci, apres
extraction, sédimentent toutes a 11S [83,
95]. Les chaines lourdes qui composent les
dynéines des bras I2 et I3 ne sont pas les
mémes dans la partie proximale et la partie
distale de 'axonéme, par contre les chaines
lourdes contenues dans le bras I1 gardent
une composition constante [84]. Les bras
internes sont donc constitués d’au moins
cing particules de composition différente le
long de 'axonéme de Chlamydomonas.
Chez cette espéce les dynéines des bras
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internes semblent associées avec une pro-
téine de 42 kDa ; cette protéine a été identi-
fiée comme étant de I'actine [82].

¢) Les chaines lourdes.

Différentes approches expérimentales ont
montré que l'activité ATPasique des
dynéines réside dans les chaines de hauts
poids moléculaires. Une technique a été
d’utiliser des dérivés d’ATP photoréactifs (a
P32-2azido-ATP et a P32-8azido-ATP) afin
de marquer radioactivement le site actif.
Ces composés sont liés, apres réaction, aux
chaines lourdes [49]. Une autre technique,
abondamment utilisée, est la photolyse des
chaines lourdes qui se produit prés du site actif
sous l'effet des ultra-violets en présence d’ATP,
de Mg2+ et de vanadate (qui est un inhibiteur
des dynéine-ATPases) [49]. Dans ces condi-
tions, un seul site de coupure est observé, et
deux fragments de la chaine lourde sont sépa-
rés sur gel d’électrophorése dénaturant.

Récemment, des informations complémen-
taires ont été obtenues a partir de 'analyse
des séquences nucléotidiques de certaines
des chaines protéiques de haut poids molé-
culaires [3, 31, 67, 73, 109]. La premiére a
avoir été clonée et séquencée entierement
est la chaine B de dynéine des bras externes
des cils de la blastula d’oursin. Depuis les
séquences completes des chaines [} et y ainsi
qu'une séquence partielle de la chaine o ont
été obtenues chez Chlamydomonas. Ces
chaines sont codées par des ARN messagers
de plus de 13 kb, soit une séquence pro-
téique de plus de 4000 acides aminés. Une
des plus surprenantes observation est que
ces séquences contiennent quatre motifs du
site de liaison a 'ATP. Un de ces sites
semble particuliérement bien conservé. Il
s’agit du premier de ces sites, ou site P1,
codant pour le motif protéique GPAGTGKT
qui est exactement le méme dans toutes les
chaines lourdes de dynéines flagellaires
mais aussi cytoplasmiques analysées [109].
Ce site est aussi situé trés prés de point de
clivage en présence de vanadate et d’ATP.
Ces résultats laissent supposer qu’il s’agit
du seul site fonctionnel en tant qu’ATPase.
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Un second site, le quatrieme (P4), n’est
relativement conservé que parmi les
chaines flagellaires. Le role des sites P2, P3
et P4 reste 4 déterminer.

Chacune des chaines lourdes est un isofor-
me spécifique codé par un seul gene. La
recherche des messagers homologues a
I'aide de sondes contenant la région du site
P1 a montré que chez la blastula d’oursin
11 geénes différents codent pour les chaines
lourdes de dynéine ciliaires [32]. Chez Chla-
mydomonas, cinq ont été trouvés [67,109],
et chez Paramécium au moins sept [32]. La
comparaison des séquences montre qu’il y a
une plus grande homologie entre la chaine B
d’oursin et de la chaine § de Chlamydomo-
nas qu’entre cette derniére et les chaines o
et y provenant du méme bras externe [109].
Chez la Drosophile, une sonde du site P1 de
la chaine B de blastula d’oursin reconnait
un géne au niveau de la région contrélant la
fertilité sur le chromosome Y [28].

Les chaines protéiques de hauts poids molé-
culaires provenant des dynéines de bras
internes semblent avoir des propriétés simi-
laires a celles des bras externes. Leur acti-
vité ATPasique est cependant plus faible
[26, 44, 115]. Pour l'instant aucune séquen-
ce complete n’a été publiée pour ces chaines
lourdes, mais certains des clones obtenus en
utilisant la séquence du site ATPasique
comme sonde, codent certainement pour des
isoformes de ces chaines [32, 109].

d) Les chaines intermédiaires (IC).

Des protéines avec des masses comprises
entre 50 et 150 kDa sont associées aux par-
ticules de dynéines dérivées des bras
internes et externes (Tableau 1). Des homo-
logies immunologiques et au niveau des
séquences protéiques ont été montrées
entre les chaines intermédiaires de bras
externes de différentes espéces phyllogéné-
tiquement éloignées (Figure 4). Un anti-
corps monoclonal dirigé contre la chaine
IC2 de 70 kDa associé a la dynéine du bras
externe de Chlamydomonas réagit avec une
chaine de 73 kDa de dynéine du bras exter-
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Figure 4 : Relation entre chaines intermé-
diaires. Les relations entre les différentes
chaines intermédiaires des dynéines de
bras externes ou de dynéine cytoplasmique
(MAPI1C) sont indiquées (voir texte). Les
simples fléches indiquent des croisements
immunologiques, les fléches doubles des
homologies de séquences.

ne de spermatozoide de truite. Cet anticorps
reconnait aussi une chaine intermédiaire de
76 kDa chez la dynéine externe de sperma-
tozoide d’oursin [50]. La chaine de 73 kDa
de spermatozoide de truite est aussi recon-
nue par un autre anticorps monoclonal diri-
gé contre la chaine IC1 (80 kDa) de Chla-
mydomonas [50]. De méme, un anticorps
monoclonal contre une chaine intermédiaire
de 74 kDa de dynéine cytoplasmique réagit
avec la chaine de 70 kDa chez Chlamydo-
monas mais aussi avec une chaine de 67
kDa dans le flagelle de spermatozoides de
bélier [77]. Au niveau des séquences nucléo-
tidiques, des homologies bien que faibles
existent entre les séquences des chaines 70
et 80 kDa de Chlamydomonas, mais aussi
entre la chaine de 70 kDa et la chaine inter-
médiaire cytoplasmique de 74 kDa [65-77].
Il existe donc un certain nombre d’épitopes
et donc de séquences conservés parmi les
chaines intermédiaires et des réarrange-
ments entre diverses parties de ces chaines
ont eu lieu au cours de I’évolution.

Ces similarités sont certainement liées aux
roles particuliers assurés par ces chaines
dans 'assemblage et la fonction des
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dynéines. Chez Chlamydomonas, la chaine
de 70 kDa est située a la base du bouquet et
chez les mutants ou elle est absente
I'assemblage du bras externe ne se fait pas
[65]. In situ, la chaine de 70 kDa ainsi que
la chaine de 78 kDa sont & proximité du
microtubule et semblent participer a la liai-
son entre celui-ci et la dynéine [51]. La
chaine de 70 kDa interviendrait aussi dans
le contréle de 1'activité de la dynéine durant
le battement flagellaire [66].

e) Les chaines légéres.

Ces chaines de petits poids moléculaires
sont en nombre variable suivant I'espéce et
la provenance de la dynéine (Tableau 1).
Elles n’ont pas de fonction connue pour
I'instant. Chez Chlamydomonas, une chaine
légere reste fortement liée avec chacune des
chaines lourdes o et B au cours des diffé-
rentes étapes de dissociation. Cependant,
ceci n'est pas général chez les autres
dynéines de bras externe. Une partie des
chaines légéres semble situer a la base du
bras de dynéine en association avec des
chaines intermédiaires [51, 64].

3. Les fibres radiaires

Dans les axonemes de Chlamydomonas
mutants ol les fibres radiaires sont
absentes on remarque la disparition de 17
protéines (nommées de RSP1 a RSP 17) en
gel bidimensionnel [39]. Ces protéines ont
des poids moléculaires de 34 a4 124 kDa.
Cinq de ces protéines ont pu étre localisées
au niveau de la téte de ces fibres (RSP 1, 4,
6, 9, 10) [20]. Parmi les autres, RSP3 est
particulierement importante pour la liaison
entre la fibre et le microtubule : chez les
mutants ou seule cette protéine est absente
la fibre ne s’assemble pas au niveau de
Iaxonéme [21]. Inversement, la protéine
RSP3 est capable de se lier seule aux micro-
tubules de mutants déficients en fibres
radiaires.

Les séquences des protéines RSP3, RSP4 et
RSP6 ont été analysées [20, 110]. Des
homologies existent entre RSP4 et RSP6
mais pas avec d’autres protéines connues.



4. Les ponts de nexines

Il n’existe qu'une seule étude présentant
I'isolement et la purification de ces ponts. 11
semble qu’ils soient, chez les spermato-
zoides d'invertébrés marins, formés par une
seule molécule dont le poids moléculaire est
d’environ 160 kDa [98].

5. Le manchon central

Chez Chlamydomonas, 23 protéines diffé-
rentes de la tubuline sont présentes dans le
manchon central. Parmi ces protéines, une
tektine a été immunologiquement détectée
[72]. Récemment, il a été montré que cing
protéines proches de la kinésine font parties
du manchon central [9, 25, 42, 108]. Deux
d’entre elles ont des poids moléculaires de
110 kDa et se localisent respectivement sur
un des microtubules et le long de 'axe entre
les deux microtubules [9,42]. Les kinésines
forment une famille de moteur moléculaire
qui transportent des vésicules le long des
microtubules en présence de nucléotide tri-
phosphate [79]. Chez Tetrahymena il
semble que de la dynéine migrant a 14 S
soit présente dans ce manchon [59].

6. Autres composants de ’axonéme

a) Les tektines

Ces protéines sont proches du groupe des
filaments intermédiaires. Dans ’axonéme
de spermatozoides d’oursin, elles forment
un ruban associé a chacun des doublets
externes [72]. Ce ruban se situe 4 la jonc-
tion entre le microtubule A et B pres de
I’'endroit ou s’ancrent les fibres radiaires.
Trois tektines ont été mises en évidence
{(tektine A, B et C). Elles ont des poids molé-
culaires de 57-59 kDa pour la A, 51-52 pour
la B et 46-47 pour la C. Ces tektines sont
aussi présentes au niveau des centrioles, du
corps basal et d'un certain nombre d’autres
structures microtubulaires des cellules.

b) La calmoduline

La présence de calmoduline au niveau de
’axonéme de nombreuses espéces a été
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montrée [76]. La calmoduline est une pro-
téine de 16 a 17 kDa capable de lier 4
molécules de Ca2+ par molécule. Le rap-
port entre la calmoduline et la tubuline
semble constant de 1 molécule pour 60
molécules. La localisation de la calmoduli-
ne au niveau de ’axonéme n’est pas
connue. La calmoduline et le calcium agis-
sent sur le type de battement flagellaire
(symétrie et fréquence) soit directement
soit indirectement via la cascade protéine-
kinase phosphorylation. D’autres pro-
téines capables de lier le calcium sont
aussi présentes au niveau de I'axonéme et
du corps basal [76].

7. Les structures accessoires

a) Les fibres denses

Chez les spermatozoides de mammiferes,
ces neuf structures périaxonémales parti-
culierement imposantes peuvent étre iso-
lées et purifiées. Elles sont constituées de
protéines proches des kératines et sont
trés riches en ponts disulfures. Chez le
spermatozoides de rat six phospho-pro-
téines de 13 a4 87 kDa ont pu étre isolées a
partir de ces fibres et la séquence nucléo-
tidique dune de ces protéines a récem-
ment été obtenue [15, 105]. A partir de
fibres denses de spermatozoides humains,
deux protéines de 55 et 67 kDa ont été iso-
lées, ces protéines ne semblent pas étre
phosphorylées [36].

b) La gaine fibreuse

Chez le rat, la gaine fibreuse est composée
d’au moins 15 protéines, dont une majeure
a 80 kDa [17, 74]. Cette protéine est une
phospho-protéine dont la séquence a été
analysée. Cette séquence contient un site de
reconnaissance de la protéine-kinase A, et
des expériences ont montré que la sous-
unité régulatrice de cette protéine-kinase
pouvait s’y fixer [17]. Ces résultats sont en
accord avec les observations précédentes
immunolocalisant les protéines kinases
cAMP-dépendantes au niveau de la gaine
fibreuse [54, 55, 112].



ROLE DANS LE MOUVEMENT

Du fait de leur petite taille et de leur masse
quasi nulle, les cellules doivent vainere la
viscosité du milieu qui les entoure pour
pouvoir ce déplacer [11].

Le battement des cils et des flagelles résulte
d’'un phénomeéne actif, dd a 'attachement
temporaire des dynéines des bras d’un dou-
blet externe au microtubule B du doublet
adjacent. Cet attachement se fait lors de la
fixation d’ATP par les chaines lourdes de
dynéine. Lors de ’hydrolyse de I'ATP, il se
produit un déplacement des bras de
dynéines qui induisent une translation du
doublet adjacent. Lors de la libération
d’ADP, qui est le facteur limitant de cette
réaction, le bras de dynéine se relache pour
retourner a sa position initiale. Ce mécanis-
me a été exploré enzymologiquement, ce qui
a permis de montrer que chacune des
chaines lourdes hydrolyse une molécule
d’ATP lors du cycle. Plus récemment,
d’autres détails ont été obtenus grace a la
mise au point d’un essali in vitro. Dans cette
technique, la dynéine isolée est adsorbée
sur une lame de verre et sert a déplacer des
microtubules en présence d’ATP (essai de
“glidding”). C’est ainsi que l'on & confirmé
que les dynéines flagellaires ne sont
capables de déplacer les microtubules que
de fagon orientée vers leur extrémité +, ce
qui correspond a la partie distale du flagelle
(68, 69, 103, 104].

Au niveau de 'axonéme, le glissement
interdoublet est transformé en courbure a
cause des résistances que lui opposent cer-
taines des autres structures axonémales et
a l'ancrage basal qui oriente le glissement.
Quand la courbure de I'axonéme atteint une
certaine valeur, la région courbée se déplace
le long de 'axoneéme. Pendant ce temps, une
courbure se développe sur le c6té opposé de
I'axonéme. Pour expliquer ce phénomeéne
régulier et continu plusieurs mécanismes
liés par des rétro-actions doivent exister. De
nombreux modeéles théoriques et mathéma-
tiques tenant compte a la fois de I'énergie,
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des résistances externes et internes, et de
divers différents autres facteurs ont été
développés pour décrire ce mécanisme [12,
19, 37, 57, 93], mais aucun n’est suffisant
pour expliquer les différentes situations
expérimentales rencontrées.

A ce jour si le mécanisme de base (le glisse-
ment) est admis et démontré directement
par Pobservation [13], les autres controles
restent mystérieux. On peut supposer que
c’est dans la géométrie de 'axonéme que
réside une grande partie de ces contrdles, ce
qui semble en partie démontré par les nom-
breux résultats obtenus a 'aide de Chlamy-
domonas mutants.

1. Les microtubules

Des microtubules isolés provenant de la
polymérisation in vitro de tubuline de cer-
veau montrent une grande flexibilité. Lors
des essais de “glidding” lorsque des longs
microtubules qui sont en train de se dépla-
cer heurtent un obstacle, ils se courbent de
facon importante. Ils sont capables, lorsque
assez de force a été accumulée pour vaincre
T'obstacle, de se détendre tres rapidement
pour se redresser et continuer leur déplace-
ment. Les microtubules possédent une
grande élasticité et une forte résistance a la
courbure qui sont certainement nécessaires
au cours du battement flagellaire.

2. Les dynéines des bras externes et
internes

a) Les dynéines des bras externes

Certains types d’infertilité chez 'homme
sont associés a des spermatozoides dont le
battement flagellaire se produit & une fré-
quence réduite. Cette diminution de fré-
quence est souvent liée a ’absence des bras
externes [1, 43]. Cette observation a été
aussi faite avec des mutants de Chlamydo-
monas dont les bras externes sont absents
[47]. Une démonstration directe du réle des
dynéines des bras externes dans la fréquen-
ce flagellaire a été obtenue par Gibbons et
Gibbons [29]. Ces auteurs ont démembrané
des spermatozoides d’oursin, puis les ont



traités a haute force ionique. Apres cette
extraction des bras externes, les spermato-
zoides ont été réactivés en présence d’ATP.
Ils présentent alors une fréquence de batte-
ment inférieure de deux fois a celle des
spermatozoides non-extraits [24, 29]. Les
dynéines des bras externes ne sont donc pas
nécessaires pour la génération et la propa-
gation du battement, mais leur présence
accroit la force déployée par 'axonéme pour
vaincre la viscosité du milieu [14].

Des résultats récents suggerent aussi que
les dynéines des bras externes pourraient
exercer un contréle régulateur sur lactivité
de celles des bras interne [53].

Les différentes sous-unités et donc les diffé-
rentes chaines lourdes qui forment la dynéi-
ne des bras externes n’ont pas les mémes
propriétés biochimiques et enzymatiques
[27, 50]. Chez le spermatozoide d’oursin, la
sous-unité formée par la chaine o et celle
par la chaine B plus les chaines intermé-
diaires (B/IC) n’ont pas non plus les mémes
propriétés motrices. Au cours des essais de
“glidding”, la sous-unité o est capable de
maintenir les microtubules mais pas de les
transporter, alors que la sous-unité p/IC les
transporte mais n’est pas capable de les lier
en absence d’ATP [68, 69]. Des résultats
similaires ont été obtenues avec les sous-

unités provenant des bras externes de
Tetrahymena [103, 104].

Ces rdles différents pour les différentes
chaines lourdes d'un méme bras externe sont
aussi suggérés par les résultats obtenus avec
certains mutants de Chlamydomonas.
L’absence de la chaine lourde o se traduit
par une mobilité intermédiaire entre un
Chlamydomonas normal et un mutant sans
bras externes [89]. Par contre, chez un
mutant dont la chaine B est tronquée
('absence complete de chaine  ne permet
pas Yassemblage du bras externe), et donc ou
le bras externe contient les chaines lourdes o
et vy associées aux chaines intermédiaires, la
mobilité est la méme qu’en 'absence comple-
te des bras externes [90]. Ceci indique que la
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chaine § compléte est nécessaire au bon fonc-
tionnement de tout le bras externe.

Certaines des chaines lourdes de dynéine de
bras externes sont phosphorylés in vivo et
peuvent étre phosphorylées in vitro [18, 22,
35, 52, 99, 107]. Chez les spermatozoides de
Ciona, la phosphorylation de chaine(s) lour-
de(s) semble corrélée a l'activation de la
mobilité in vivo. Cependant, in vitro cette
phosphorylation n’est pas suffisante pour
activer la mobilité, d’autres facteurs cyto-
plasmiques sont nécessaires [22]. Chez
Chlamydomonas, mais aussi chez les sper-
matozoides de mollusques, in vivo seule la
chaine o est phosphorylée [52, 99]. Par
contre, dans les cils des branchies de mol-
lusques et les cils de Tetrahymena se sont
des chaines de faible poids moléculaire
associées au dynéines qui se phosphorylent
[35, 99, 107]. La phosphorylation des
chaines de dynéine n’a pratiquement aucun
effet sur l'activité ATPasique mais semble
augmenter la vitesse de translocation des
microtubules au cours des essais de “glid-
ding” [35]. Chez Chlamydomonas et Para-
mecium, il existe une kinase endogéne spé-
cifique, qui co-migre avec la dynéine dans
les gradients de saccharose.

b) Les bras internes

Puisque le battement flagellaire peut se
produire en ’absence des bras externes,
cela suppose que les bras internes sont suf-
fisants pour produire un battement coor-
donné. L’étude de mutants de Chlamydomo-
nas, dont certains types de bras internes
sont spécifiquement absents, apportent des
données complémentaires.

En Yabsence des bras 11 ou 12, une diminu-
tion de 'amplitude de la courbure lors du
battement se produit mais la fréquence de
battement ne change pas [47, 48]. Les bras
I3 et externes sont donc suffisants pour pro-
duire un battement, et les bras 11 et 12
n’interviennent que dans la forme de ce bat-
tement.

In vitro, les dynéines isolées de bras
externes sont capables de déplacer les



microtubules durant les essais de “glid-
ding”. Certaines produisent une rotation
des microtubules pendant leur mouvement
[45]. Cette propriété semble vraie aussi
pour les dynéines des bras internes de
Tetrahyména [103, 104]. Le rdle de cette
propriété dans le battement flagellaire est
pour l'instant inconnu.

3. Les ponts de nexine

Les ponts de nexine maintiennent les dou-
blets externes entre eux. Il a été montré
que chez des axonémes démembranés, trai-
tés par de la trypsine puis réactivés en
présence d’ATP, les doublets externes
deviennent capables de glisser librement
les uns par rapport aux autres et sont
extrudés de I'axonéme [113]. Quand ces
axonémes sont examinés en microscopie
électronique, les principales structures
dégradées sont les ponts de nexine et les
fibres radiaires. Ces deux strucutures sem-
blaient donc responsables de la transfor-
mation du glissement en courbure. Récem-
ment, Vobtention chez Chlamydomonas de
mutants dont les fibres radiaires sont
absentes mais qui présentent un batte-
ment flagellaire (cf. plus loin), a fait des
ponts de nexine, le principal acteur de ce
mécanisme [85, 87].

Des études en microscopie électronique
avaient suggéré que les ponts de nexine
pouvaient s’étirer au cours du glissement
(jusqu’a plus de 100 nm), mais des observa-
tions plus récentes contestent ces résultats.
Il semble en fait que les ponts de nexine
glisseraient le long du microtubule au cours
du battement [10]. La facon précise dont les
ponts de nexine agissent pour produire la
courbure reste 4 déterminer.

4. Les fibres radiaires

Les mutants de Chlamydomonas, a qui
mangquent les fibres radiaires, sont immo-
biles; cependant, une mutation supplémen-
taire peut faire réapparaitre le battement
sans restaurer ces fibres. Ces mutations
dites suppressives se produisent au niveau
de protéines axonémales qui sont regrou-
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pées sous le nom de “complexe régulateur
des dynéines (crd)” (dynein regulatory com-
plex) [85, 87]. Ce groupe de proteines
semble intervenir dans la transmission des
informations depuis les fibres radiaires vers
les complexes de dynéines. Ceci est aussi
montré par le fait que des dynéines
internes, ayant été en contact avec des
fibres radiaires, sont capables de transpor-
ter les microtubules durant les essais de
glidding plus rapidement que celles prove-
nant de mutant ou les fibres sont absentes
[96, 97]. Les fibres radiaires interviennent
donc dans le battement, via 'action d’autres
protéines, mais ne sont pas absolument
nécessaires pour que celui-ci ait lieu.

5. Le manchon central.

Chez certains eucaryotes simples, le man-
chon central est beaucoup plus long que les
doublets externes et est observable au bout
du flagelle: ce manchon central tourne
durant le battement flagellaire et joue un
role direct dans la mobilité [75]. Cependant,
ceci est un cas particulier ; il semble en effet
que le manchon central ne tourne pas dans
la plupart des espéces. Inversement, cer-
taines espéces présentent des axonémes de
type 9+0, comme le spermatozoide
d’anguille. Ces spermatozoides ont un bat-
tement flagellaire tridimensionel avec une
fréquence de 90 Hertz [30]. La comparaison
du battement flagellaire du spermatozoide
de Limule américaine, qui possédent un
axonéme 942, avec celui de Limule asia-
tique, 4 axonéme 9+0, indique aussi un rdle
du manchon central dans la formation d'un
battement plan [40].

Chez Chlamydomonas, les mutants sans
paire centrale sont immobilisés. Cependant,
comme pour ceux sans les fibres radiaires,
une mutation supplémentaire au niveau du
crd peut restaurer la mobilité sans réparer
la structure axon&male [96, 97]. Le man-
chon central n’est donc pas essentiel au bat-
tement mais il peut contréler l'activité axo-
némale, certainement via les fibres
radiaires, et intervenir peut étre dans la
formation d’'une vague bidimensionnelle.



6. Le “complexe régulateur des dynéines”

La découverte de ce complexe de protéines
axoenémales provient de la suppression
d’immobilité chez les mutants sans fibres
radiaires ou sans doublet central qui se pro-
duit lors de la mutation d'une de ces pro-
teines. La plupart de ces protéines si elles
sont mutées seules ne produisent pas d’effet
sur la mobilité ou produisent une mobilité
similaire a celle de mutant sans bras inter-
ne 12 et 13. Actuellement, sept polypeptides
de 29 a 129 kDa forment une partie de ce
complexe [85]. Il a été aussi montré que des
mutations ponctuelles sur des chaines
lourdes de dynéines de bras internes et
externes (en particulier b) produisent le
méme effet suppresseur qu'une mutation
dans le crd [85, 87, 88].

Le role de ce complexe protéique serait donc
de faire passer des informations depuis le
doublet central et les fibres radiaires pour
moduler ou inhiber P’activité des bras de
dynéine. Au niveau ultrastructural ce crd a
été localisé sur le microtubule A des dou-
blets externes. Il se situe & proximité des
bras I2 et I3, entre la fibre radiaire S2 et le
bras externe (Figure 2) [60, 45].

7. Les structures accessoires

Le role des fibres denses et de la gaine
fibreuse dans la mobilité des spermatozoides
a été mis en évidence, principalement, par
l'étude de spermatozoides humains présen-
tant des défauts de ces structures [94].
Quand les fibres denses n'ont pas leur lon-
gueur normale ou quand la gaine fibreuse
présente des défauts dans la localisation des
colonnes, Pamplitude du battement flagellai-
re et la vitesse de déplacement des spermato-
zoides sont diminuées. Cependant la fré-
quence du battement flagellaire reste la
méme. Lindemann et al., [56] ont montré
que chez le spermatozoide de rat il existe une
unité fonctionnelle entre la paire centrale,
les doublets 3 et 8 et les fibres (et colonnes)
qui leur sont associés. Cet ensemble forme
un axe perpendiculaire & V'axe du battement
flagellaire et délimite deux parties fonction-
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nelles de 'axonéme [57].

Les structures accessoires semblent avoir
un role dans la transformation du glisse-
ment en courbure, certainement par un
apport de résistance au niveau des pieces
intermédiaires et principale du flagelle.

CONCLUSION

Au cours de ces derniéres années, les études
biochimiques et ultrastructurales des
mutants de Chlamydomonas ont permis de
situer, de caractériser et de définir le réle
de certaines des protéines axonémales dans
le battement. Il est maintenant nécessaire
de confirmer ces résultats chez d’autres
espéces ne présentant pas les méme carac-
téristiques évolutives (ex. phototactismes
(38)). L’oursin, ou la biochimie axonémale
du spermatozoides et sa mobilité sont bien
étudiées, pourrait étre un modele intéres-
sant. Les mammiferes, ou la structure fla-
gellaire est plus complexe, & cause des
fibres denses et de la gaine fibreuse, pour-
raient aussi devenir d’une grande utilité
grace a I'obtention de mutants (par sélec-
tion ou par transgéngse) chez la souris [62,
80]. Enfin, I'étude détaillée de 1la mobilité et
de la biochimie axonémale de spermato-
zoides humains présentant des défauts
génétiques pourrait apporter des informa-
tions complémentaires [1, 5, 23, 42].

Dans cette revue le contrdle de la mobilité
par des facteurs externes n’a pas été direc-
tement abordé : le role du calcium et de
PAMPc¢ dans Pinitiation du mouvement et
sur la forme flagellaire semble maintenant
démontré 7, 55, 101, 112].

La découverte qu’un certain nombre de pro-
téines sont capables de controler ou d’inhi-
ber le mouvement en fait des cibles poten-
tielles de la régulation par les facteurs
externes.
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ABSTRACT
Molecular Basis of axonemal Movement
GATTI J.-L., DACHEUX J.-L.

Because of their small size, cells encounter
fundamentally different physical cons-
traints when they want to move in their
surrounding media than when aquatic ani-
mals want to move in water. For cells, exter-
nal viscosity is the main resistance while
inertia plays almost no role ; then in order
to move, cells will have to produce conti-
nually a force against the viscous media.
During the evolution, eukaryotic cells have
gained specialised structures to efficiently
propel them : cilia and flagella. These
thread-like appendages produce repetitive
beating which consists in propagation of
waves from the bottom to the tip of these
structures. Cilia generally show an asym-
metrical beating while flagella have a more
symmetrical bend propagation. Cilia and
flagella contain an almost identical internal
complex machinery : the axoneme. As a
consequence, the mechanisms involved in
the generation of the movement are identi-
cal although the precise regulation may be
different.

In this paper, the reader will find a review
of the molecular organisation of the ciliary
and flagellar axoneme and of the role
played by some of the constituting ele-
ments on the generation of the movement.

Key words : axoneme, dynein, cilia, flagella,
spermatozoa, movement.



