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Résumé

L'actine est une protéine qui joue un rdle important dans les phénomenes de
contraction musculaire et de motilité cellulaire. Elle est également un constituant
majeur du cytosquelette. Il est admis dans la littérature que l'actine se fixe aux
membranes par l'intermédiaire de protéines membranaires. A 1’aide d’un modéle
in vitro composé de membranes artificielles, les liposomes, et d’actine purifiée, le
groupe de Gicquaud a montré I'existence d’une interaction directe entre l’actine et
les lipides membranaires. Cette interaction résulte d’une attraction électrostatique
entre les charges de l'actine et la téte polaire des lipides. L’objectif de notre travail
est d’étudier l'influence de la téte polaire des lipides sur l'interaction actine-lipides.
Nous avons donc comparé l'effet de lipides qui contiennent les mémes chaines
acyles, mais qui ont une téte polaire différente (DMPC, DMPE, DMPS, DMPG et
DMPA). Comme il n‘est pas possible, dans nos conditions expérimentales, de
former des liposomes avec certains lipides, nous avons utilisé la technique des

monocouches.

Nous avons tracé les isothermes du DMPC, du DMPE, du DMPS, du DMPG
et du DMPA seuls, puis des mémes lipides mélangés au DMPC, en absence
d’actine. Nous avons ensuite tracé les isothermes de ces mémes lipides en présence
d'actineG d'une part, puis d'actineF d'autre part. Nos résultats montrent que
'actine, injectée en sous-phase, remonte a l'interface pour s'‘insérer entre les
molécules delipides et que I'actine F a plus d'affinité pour l'interface quel'actine G.

Lorsque ’'on comprime un film mixte d’actine et de lipides, les molécules d’actine
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plongent en sous-phase et entrainent avec elles des molécules de lipides ce qui
montre l'existence d’une interaction entre I’actine et les lipides. A une pression de
surface donnée de 10 mN/m, 'aire occupée par I'actine augmente en fonction de la
concentration d‘actine. L’actine G est attirée davantage par les lipides neutres
(DMPC et DMPE), alors que l'actine F est attirée plutot par les films composés de
lipides anioniques (DMPS, DMPG et DMPA). L’actine a plus d’affinité pour les
films qui ne contiennent pas de DMPC. Par contre, le DMPC seul attire aussi les
molécules d’actine. Par conséquent, le DMPC semble structurer les molécules de

lipides de telle maniere qu’‘elles aient moins daffinité pour l’actine.

Le calcul du travail requis pour comprimer les films en présence d'actine G
montre que l'actine n'interagit pas de fagon évidente avec les lipides a l'interface.
L'actineF, elle, a un effet fluidifiant sur les films de lipides, ce qui suggere une

interaction entre les lipides et 'actine F.

Le calcul du module d'élasticité indique, pour tous les lipides étudiés, une
baisse d'élasticité lorsque l'on augmente la concentration d'actine en sous-phase.

Cette baisse d'élasticité est plus marquée avecl'actine F qu’avec l'actine G.

Nos travaux ont mis en évidence que la nature de la téte polaire des lipides a
un effet sur l'attraction de l'actine G et de l'actineF. Toutefois, il n'y a pas de
corrélation entre le nombre de charges sur la téte polaire et I'attraction de l'actine.
Nous suggérons que les cations divalents de la sous-phase neutralisent certaines

charges des lipides ce qui modifie leur affinité pour I"actine.
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Chapitre I: Introduction

1.1. L’ACTINE
1.1.1. Généralités

L’actine est une protéine que 'on retrouve en abondance dans toutes les
cellules eucaryotes, ot elle représente jusqu’a 20% des protéines totales [43, 52, 58].
C'est une protéine qui joue un role important dans le maintien de la structure dela
cellule ainsi que dans les phénomenes de motilité. Dans la cellule eucaryote, les
filaments d’actine occupent différentes régions du cytoplasme et peuvent adopter
plusieurs organisations. Dans les régions corticales, 'actine forme des réseaux
bidimensionnels sous-jacents a la membrane. Dans les parties plus centrales du
cytoplasme, certains filaments d’actine forment parfois des faisceaux qui traversent
le cytoplasme de part en part. Ces faisceaux d’actine jouent le role de fibres de
support qui maintiennent la forme de la cellule et qui peuvent jouer un réle lors

des mouvements cellulaires [58].

L’actine existe sous deux formes : la forme monomérique ou actine G, et la

forme polymérisée que l’on appelle actine F.

1.1.2. Structure du monomere

Le monomeére dactine est formé d’une seule chaine peptidique de 375
acides aminés [13]. Cette chalne est repliée en deux domaines de méme taille,
subdivisés en deux sous-domaines et séparés par une cavité (figure 1). La cavité

est le site de fixation d"un cation divalent, habituellement le magnésium, ainsi que



d’un nucléotide, qui est soit I’ATP, soit I"’ADP [10, 47, 49, 58, 92]. Le cation, est
enfouiau fond de la cavité et est lié aux phosphates 3 ety du nucléotide [15]. Si on
retire le cation, en ajoutant de I'EGTA au milieu, l'actine se dénature [58]. Le
maintien de la structure native du monomere d’actine dépend de la présence du
couple cation-nucléotide. De plus, l'actine a d’autres sites de fixation, de plus ou
moins grande affinité pour les cations, qui sont situés a la périphérie de la protéine

[21, 47, 52].

Figure 1. Structure tridimensionnelle de |'actine monomérique établie par diffraction des
rayons X. D'aprées Mannherz [63], modifié. La sphére, au centre, représente le cation
divalent avec, juste au-dessus, le nucléotide. Les sous-domaines sont identifiés par les
chiffres romains.

1.1.3. Structure du filament d'actine
Le polymere d’actine, l'actineF, est formé par la juxtaposition de

monomeres en un long filament. Le facteur qui déclenche la polymérisation est la



présence dans le milieu de cations divalents a une concentration de quelques

millimolaires.

Les filaments d’actine sont formés de monomeres disposés en hélice qui fait
un tour complet tous les 72 nm et comprend environ 13,5 monomeres par tour
(figure 2) [49, 92]. La structure en double-hélice explique pourquoi le diametre du

filament d’actine observé en microscopie électronique varie de 7 nm a 9 nm [29].

9 nm
7 nm

(o3
[

\
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o

Figure 2. Schéma d'un filament d'actine montrant le pas d'hélice de 36 nm.

Des recherches récentes indiquent que les monomeres qui constituent le
filament sont organisés les uns par rapport aux autres de telle facon que la cavité
qui contient I’ATP est orientée dans le méme sens pour tous les monomeéres,
suivant l'axe longitudinal du filament [58, 78]. En plus de posséder cette polarité
structurale, au niveau des monomeres, le filament est également caractérisé par
une polarité fonctionnelle. En effet, en ajoutant a l’actine F des fragments S1 de
myosine (tétes de la myosine qui selient a I'actine dans le muscle), ces derniers se
fixent au filament, orientés dans le méme sens (figure 3). Nous obtenons alors des

filaments d’actine "décorés" dits en « en aréte de poisson ». On distingue alors une



extrémité effilée (pointed end) et une extrémité barbue (barbed end) [49, 58, 92]. En
ajoutant des monomeres d'actine au milieu, il a été montré que ceux-ci s'ajoutent
surtout du c6té barbu du filament [49, 58]. Le c6té barbu est donc I'extrémité a

croissance rapide etle coté effilé estl'extrémité a croissance lente.

Unité S1 de myosine

Extrémité
barbue

Extrémité
effilée

Figure 3. Schéma simplifié montrant l'orientation des unités S1 de myosine fixées a un
filament d'actine [58]. La fleche indique le sens de croissance rapide du filament.
Maintenant que nous avons décrit la structure d’un filament d’actine,

voyons plus en détails le mécanisme dela polymérisation.

1.1.4. Polymérisation de l'actine

On peut induire la polymérisation de I'actine in vitro en ajoutant au milieu
des cations divalents, en particulier du magnésium ou du calcdum a des
concentrations de l'ordre du millimolaire. Les cations monovalents peuvent aussi
provoquer la polymérisation de l’actine, mais pour des concentrations supérieures,
de I'ordre de 100 mM. Les conditions ioniques retrouvées a l'intérieur d’une cellule
favorisent donc la polymérisation de l'actine. Nous verrons cependant plus loin
que la polymérisation de l"actine in vivo est aussi sous le contrdle de protéines qui

lient l'actine.

La polymérisation de I'actine comprend trois phases: la nucléation,



I'élongation et I'éfat stationnaire qui sont caractérisées par des vitesses différentes
d’élongation des filaments (figure 4). L’effet de la polymérisation est d’augmenter
la viscosité de la solution. In vivo, les régions du cytoplasme ou l'actine est
polymérisée ont une viscosité élevée, tandis que les régions ou l’actine n’est pas

polymérisée sont peu visqueuses [58].

phose stationnaire

/
i
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f__—nuclé&ation

Longueur des filaments

Temps

Figure 4. Cinétique de polymérisation de 1’actine G en actine F. D’aprés Miller er al. [65].

1.1.4.1. La nucléation

La nucléation, consiste en I'assemblage de trois monomeres pour former un
nucleus qui va servir de point de départ a 1’élongation du filament (figure 5) [52].
Cette étape est relativement lente et détermine la vitesse de polymérisation. On
peut accélérer cette étape en ajoutant des fragments de filaments d'actine déja

formés qui servent de nucléi [58].

1.1.4.2. L élongation
Au cours de la phase d’élongation, des monomeres vont s’ajouter au

nucleus tel qu’illustré a la figure 5. II se forme alors un filament aux extrémités



duquel s'ajouteront d'autres monomeres. Cette étape est rapide. Les filaments
formés peuvent se couper spontanément et exposer ainsi de nouvelles extrémités

qui deviennent autant de nouveaux sites de fixation pour les monomeres [58].

‘ extrémité a

(] cr01s§ance

._/_/—'L%§ ;w P : rapide
Pi

)
Pi f
extrémité a
croissance lente

Actine G nucléation élongation Actine F
(phase stationnaire)

Figure 5. Etapes de la polymérisation de I'actine d'aprés Korn er al. [52] modifié.

Nous avons vu précédemment que les deux extrémités d’un filament ne
sont pas identiques. L'extrémité barbue, dont l'affinité pour les monomeéres est
plus grande que l'extrémité pointue, va s’allonger plus rapidement. Pour cette
raison, on appelle couramment l'extrémité barbue "extrémité+" et l'extrémité

pointue "extrémité —" [58, 92].

Avant leur addition a un filament d'actine, les monomeéres contiennent, en
général, un ATP dans la cavité centrale. Au cours de la polymérisation, ce sont
donc des monomeres-ATP qui s"ajoutent aux extrémités du filament en croissance.
Peu apres leur incorporation au filament, I’ATP contenu dans chaque monomere
est hydrolysé en ADP [58, 92]. Au cours de la croissance, les ex trémités du filament
sont donc composées par des monomeres-ATP et le centre du filament est
constitué de monomeres-ADP. On dit de ce filament qu’il est coiffé par I’ATP ou

ATP-capped en anglais.



1.1.4.3. L'état stationnaire

A la fin du processus d'élongation, la quantité de monomeéres libres dans le
milieu diminue et la concentration critique d’actine est atteinte. La concentration
critique est la concentration de monomeéres en-dessous de laquelle il n’y a plus
allongement des filaments [52]. In vitro, et dans les conditions standards, c’est-a-
dire 2 mM de MgCl, et 100 mM de KCl, cette concentration critique est de I"ordre
de 0,1 uM, ce qui veut dire qu’au-dessous de cette concentration, les filaments ne
s’allongent plus [58]. Lorsque la concentration critique est atteinte, des monomeres
vont continuer a s’ajouter a 'extrémité + mais une quantité égale va se détacher de
I'extrémité -. La longueur du filament demeure donc constante. On appelle ce
phénomene I'état stationnaire dynamique ou threadmilling [51, 58, 92]. Au cours du
threadmilling, les monomeres qui s’ajoutent a l'extrémité + sont des
monomeres*ATP, tandis que les monomeéres qui se détachent de I'extrémité - sont
des monomeres*ADP. L’actine se comporte donc comme une ATPase [15, 48]. Une
revue exhaustive du mécanisme de polymérisation de l’actine a été publiée par

Marie-France Carlier et ses collaborateurs [15].

1.1.5. Protéines liant l’actine

In vivo, la polymérisation de l’actine est également sous le contrdle de
protéines qui lient l'actine. On les appelle Actin-binding proteins ou ABP. On en a
identifié une centaine et elles sont de mieux en mieux connues et caractérisées [23,
57, 89, 91, 16]. Leur importance est fondamentale dans le maintien de 1'équilibre

entre l'actineF et l'actine G. En effet, il a ét¢ établi que seulement la moitié¢ de



l'actine contenue dans les cellules non musculaires est sous forme polymérisée,
alors que les conditions ioniques intracellulaires favorisent la polymérisation.
L’autre moitié de l’actine est associée a des ABP qui empéchent sa polymérisation
[74]. On classe ces ABP en deux groupes: les ABP cytoplasmiques et les ABP
membranaires. Nous traiterons tout d’abord des ABP cytoplasmiques puis des

ABP membranaires.

Comme leur nom l'indique, les ABP cytoplasmiques sont présentes dans le
cytoplasme de la cellule. Elles ont pour rble principal de moduler la
polymérisation et la dépolymérisation de ’actine et de former des structures plus
complexes avec les filaments d’actine. On connait quatre grandes familles d”ABP,
caractérisées selon leur action sur l'actine: les protéines de séquestration, les
protéines de désagrégation, les protéines coiffantes et les protéines de pontage

(tableau 1).

Les protéines de séquestration se lientaux monomeres et empéchent l’actine
de polymériser. On dit de ces protéines qu’elles maintiennent un «pool » de

monomeres disponibles pour la polymérisation locale. Parmi les plus connues,

citons la thymosine B, et la profiline. Bien que le mécanisme d’action de la

thymosine B, sur l’actine soit plus ou moins bien connu, on sait que cette protéine
retient environ 70% des monomeres libres dans la cellule [4, 58]. La profiline a une
affinité pour les monomeres supérieure a celle de la thymosine, et inférieure a celle

des extrémités des filaments d’actine.



Tableau 1. Caractéristiques de quelques ABP cytoplasmiques.

Profiline

Thymosine £,

Gelsoline

Sévérine
Fragmine

Tropomoduline

CapZ
(B-actinine)

Villine

Filamine

Fascine

15

90

40
42

nd

nd

92

280

55

Protéine de séquestration.

Retrouvée dans les plaquettes et Acanthamceba sp.

Inhibe la polymérisation en se liant aux
monomeres et aux extrémités des filaments.

Protéine de séquestration.

Retrouvée chez les plaquettes.

Empéche la polymérisation en se liant aux
monomeres libres.

Protéine de désagrégation/coiffage.

Retrouvée dans les cellules des vertébrés.
Coupe les filaments d’actine en fragments plus
petits.

Agit aussi comme une protéine de coiffage en
inhibant I'ajout de monomeres aux filaments.

Protéine de désagrégation/coiffage.
Ces deux protéines possédent des homologies de
séquences avec la gelsoline.

Protéine de coiffage.

Retrouvée dans le sarcomere du muscle et le
réseau de la membrane érythrocytaire.

Coiffe I'extrémité - des filaments en association
avec la tropomyosine.

Protéine de coiffage.

Retrouvée dans le disque Z du sarcomere du
muscle.

Coiffe I'extrémité + des filaments.

Protéine de désagrégation/coiffage/pontage.
Cette protéine possede des homologies de
séquences avec la gelsoline.

Protéine de pontage.
Intervient dans la formation de filopodes, de
pseudopodes, de fibres de traction.

Protéine de pontage.
Lie l’actine a chaque tour d’hélice (36 nm).

4,44,72

4,58

4,58, 87

44, 58

58, 88

58, 83

44, 58

58

58, 76,
94
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La profiline agit donc comme intermédiaire entre les monomeres-thymosine et les
filaments d’actine. De plus, on sait qu’elle est inactive lorsqu’elle est fixée par le
phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP,) [58]. Le PIP, est un second messager
qui est produit dans le cytoplasme suite a un signal impliquant des protéines G. La

polymérisation locale d’actine peut donc étre parfois sous contréle hormonal.

Les protéines de désagrégation coupent les filaments en fragments plus
petits. L’effet de telles protéines est donc une diminution locale de la viscosité du
cytoplasme. Ces protéines sont sensibles aux concentrations du PIP, et du calcium
cytoplasmique. En général, une augmentation de la concentration de calcium
cytosolique active les protéines de désagrégation alors qu’une augmentation du
PIP, se traduit par une baisse d’affinité de ces protéines pour l’actine. Il est a noter
que les concentrations respectives de ces deux seconds messagers produisent des
mécanismes antagonistes dans la cellule. Les concentrations de Ca** et de PIP,
seraient a l'origine de la régulation de la longueur des filaments, donc de la
viscosité locale du cytoplasme, en réponse a une cascade de signaux cellulaires

[58].

Les protéines de coiffage se fixent aux extrémités des filaments et empéchent
I'ajout ou la perte de monomeres. Elles ont donc un role de stabilisation des
filaments. La CapZ est une protéine de coiffage présente dans le muscle qui a une
trés haute affinité pour les bouts + des filaments [83]. Elle est insensible aux
variations de calcium cytosolique et demeure fixée a l’actine. La tropomoduline,

elle, ne se fixe aux extrémités — des filaments qu’en présence de tropomyosine [58].
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Ces deux protéines de coiffage agissent de concert de telle sorte que I’organisation
des filaments dans le sarcomere est stable. 1l est a noter que certaines protéines de
désagrégation, comme la gelsoline, agissent aussi comme des protéines de coiffage

en demeurant liées a I'extrémité qu’elles viennent de cliver [58].

Les protéines de pontage, ou de réticulation, comportent généralement deux
sites de fixation pour I'actine. Dépendamment de la longueur et de la flexibilité de
la protéine de pontage, I’actine prendra des arrangements différents. Dans le cas de
protéines courtes et rigides, comme la fascine, les filaments adopteront une
formation paralléle en faisceaux, un peu a la maniére des filins dans un cable
électrique. Pour ce qui est des protéines plus longues et plus flexibles, comme la
filamine, les filaments auront une disposition en réseaux tridimensionnels [58]. De
nombreuses protéines de pontage possédent un site de captation du calcium,
analogue a celui de la calmoduline. Le calcdum joue ici un rdle régulateur en

empéchantles protéines de pontage de se lier aux filaments [58, 76, 94].

1.1.6. Formes paracristallines d"actine

In vitro, les filaments d'actine peuvent s'associer latéralement pour former
des structures réguliéres appelées paracristaux d'actine (figure 6). Selon les
conditions expérimentales, différentes structures paracristallines peuvent étre
formées : @ les paracristaux de Hanson, @ les paracristaux de Kawamura et ® les

microcristaux de Dos Remedios.
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Figure 6. Schéma montrant les étapes conduisant a la formation de paracristaux de Hanson.
Les monomeres sont colorés différemment pour plus de clarté.

Les paracristaux de Hanson sont obtenus en présence d'un exces de cations
divalents. Ils sont composés de filaments d’actine ordonnés et en phase, c’est-a-dire
que, pour un filament donné, chaque monomere interagit avec le monomere
correspondant sur le filament adjacent et ainsi de suite (figure 6). Les paracristaux
de Kawamura, eux, peuvent étre obtenus en incubant l’actine a son point
isoélectrique qui est d’environ 4,5 [13, 50]. Ils sont formés par I’entrecroisement de
filaments d’actine, a la facon des mailles d’un filet. Enfin les microcristaux de Dos
Remedios sont obtenus en présence d’ions lanthanides comme le gadolinium [5,
28]. Ces microcristaux résultent de l'alignement régulier de monomeres d’actine

qui forment un feuillet.

Les conditions dans lesquelles les paracristaux sont obtenus n’existent pas
dans la cellule. Toutefois, on y retrouve des réseaux et des faisceaux d’actine qui
ressemblent aux paracristaux de Hanson ou de Kawamura. Ces arrangements de
filaments sont induits par des ABP cytoplasmiques de pontage telles la filamine et

la fascine.
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1.1.7. Les fonctions de I'actine
L'actine est impliquée dans deux fonctions: elle participe a la motilité

cellulaire et elle est un des constituants du cytosquelette.

1.1.7.1. L'actine est impliquée dans la motilité cellulaire
Un des phénomenes de motilité qui dépend de l’actine est tout d’abord la
contraction musculaire [57, 58]. Dans le muscle squelettique, l'actine interagit avec

les tétes globulaires des filaments épais de myosine (figure 7).

Complexe
CapZ-a~actinine

Filaments épais de myosine

Figure 7. Schéma d'une bande A d'un sarcomere de muscle strié. L'interaction de la
myosine avec l'actine se fait au niveau des tétes globulaires de la myosine. Les filaments
d'actine sont fixés au niveau des stries Z formées par des complexes CapZ-o.-actinine [58].

Sous l'effet d’une libération de calcium dans le cytosol, par le réticulum
sarcoplasmique, les tétes de myosine s'attachent aux filaments d'actine. L'ATP,
présent au niveau des sarcomeres, est ensuite hydrolysé par les tétes de myosine,
ce qui provoque un changement de conformation de ces tétes globulaires de
myosine. C’est ce changement de conformation qui produit le mouvement des
filaments dans le sarcomere en faisant glisser parallelement les filaments d’actine,
le long des filaments de myosine. Le sarcomere raccourcit alors et, de ce fait,

provoque la contraction de la fibre musculaire.
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L’actine participe a la contraction musculaire, mais on la retrouve également
dans les cellules non musculaires, ou elle intervient dans d’autres types de motilité,
en particulier la mitose [58, 82], le mouvement amiboide [27, 58], la cyclose,
'endocytose et le transport d'organites [1, 6, 12, 30, 46, 54, 81]. Ces phénomenes de
motilité impliquent que "actine doit avoir des propriétés d ynamiques importantes.
Par exemple, dans le mouvement amiboide, ot différentes parties du cytoplasme
subissent des changements rapides de viscosité, Iactine se présente tantdt sous la
forme de longs filaments, tantot sous la forme de filaments plus courts ou sous
forme de monomeres [27]. C’est la longueur des filaments qui détermine la
viscosité locale du cytoplasme de la cellule, étape essentielle au mouvement

amiboide.

1.1.7.2. L'actine est un constituant du cytosquelette

L'actine est aussi un des constituants du cytosquelette [16]. Les filaments
d'actine s'associent entre eux, ainsi qu’avec d’autres protéines pour former un
réseau filamenteux rigide. L'actine participe ainsi au maintien de la forme de la

cellule, et ceci en association avec les filaments intermédiaires et les microtubules.

Pour accomplir ces deux fonctions, la motilité et la formation du
cytosquelette, les filaments d’actine doivent étre fixés, d une fagon ou d’une autre,
a la membrane cellulaire. Par exemple, la forme biconcave de I'érythrocyte est due
a la présence d’un réseau sous-membranaire de filaments, dont ceux d’actine, qui

rapproche les deux faces opposées du globule rouge. Bien entendu, le réseau de
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filaments d’actine doit étre attaché a la membrane par l'intermédiaire de points
d’ancrage. Sans ces points d’ancrage, le cytosquelette ne serait qu'un réseau de

filaments laches et libres dans le cytoplasme.

Maintenant que nous avons établi que le cytosquelette doit étre lié a la
membrane pour étre fonctionnel, nous allons traiter de l'interaction entre 1’actine et

la membrane cellulaire.

1.2. INTERACTIONS ENTRE L’ACTINE ET LA MEMBRANE CELLULAIRE
1.2.1. Les ABP membranaires

L’interaction entre l'actine et la membrane cellulaire est un domaine tres
étudié. Plusieurs auteurs admettent que l'actine se fixe a la membrane par

l'intermédiaire de protéines, qui sont des ABP membranaires [32, 44, 49, 58, 64, 92].

Outre les myosines de types I et V qui, en se liant a la fois a la membrane et
a 'actine, provoquent le mouvement de certains organites [6, 58, 81], il existe de
nombreuses autres ABP membranaires qui lient ’actine a la membrane (tableau 2).
Un exemple de l'interaction de l’actine a la membrane plasmique est celui du
cytosquelette de 1'érythrocyte. Le modeéle érythrocytaire a été largement étudié
puisque, le globule rouge n‘ayant pas d’organite, il est relativement facile d’étudier
les protéines de la membrane cytoplasmique sans interférence des protéines de la
membrane des organites. Les recherches portant sur l'interaction entrel’actine et la

membrane de l'érythrocyte ont établi que l’actine se lie a la membrane de deux
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facons [22, 33]. Tout d’abord, l’actine est reliée a la bande 3, une protéine

membranaire intrinséque, via la spectrine et I’ankyrine.

Tableau 2. Caractéristiques de quelques ABP membranaires

Dystrophine

Spectrine
Ankyrine

Protéine 4.1
Adducine

a-actinine

Vinculine

427

240 (o)
220 (B)
nd

78
nd

200

130

Protéine de pontage.

Retrouvée dans le réseau cortical du muscle.

Lie l'actine a un complexe glycoprotéique
intrinseque.

Retrouvée chez I'érythrocyte.
Lie l'actine F a la bande 3 via I'ankyrine.

Retrouvée chez I'érythrocyte.

De concert avec I'adducine, lie I'actine F a la
glycophorine et a la protéine de la bande 3,
deux protéines transmembranaires.

Retrouvée chez les organismes supérieurs et
inférieurs.

Cellules des vertébrés

Constituant principal des régions
membranaires impliquées dans les contacts
cellule-cellule et cellule-substrat.

32,58,
80

22, 33,
44

44

44, 89

44, 64

L’actine est aussi liée a la glycophorine, une protéine de la membrane, par

I'intermédiaire de ’adducine et de la bande 4.1.

Un aufre exemple de protéine membranaire tres étudiée est celui de la

ponticuline. La ponticuline est une glycoprotéine de 17 kD que I'on retrouve dans

la membrane de Dictyostelium discoideum [59, 60, 93]. Le role de cette protéine estde

catalyser la phase de nucléation en permettant la formation rapide de nuclei a la
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surface de la membrane. Les monomeres qui s’ajoutent au nucleus forment des

filaments qui restent donc liés a la membrane.

ponticuline
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Figure 8. Mécanisme de liaison de l'actine & la membrane via la ponticuline. Le mécanisme
de cette interaction est le suivant: |’actine monomérique s’assemble en triméres qui sont
stabilisés par deux unités de ponticuline. L.’ajout d’une unité supplé mentaire de ponticuline
permet |’addition d’autres monomeéres pour former un filament d’actine. D’aprés Luna et
al. [79], modifié.

Des revues plus exhaustives des ABP membranaires ont été publiées par
Isenberg [44] et Isenberg et Niggli [45]. Ces publications, qui résument les travaux
sur les interactions cytosquelette-membrane, soulignent que l’actine interagit avec
la membrane par 'entremise d’ABP membranaires. Il existe cependant une autre

possibilité qui a été peu envisagée: celle d'une interaction directe de I’actine avec

les lipides membranaires.
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1.2.2. Interaction directe de l’actine avec les lipides membranaires

Parmi les recherches qui concernent la fixation de I'actine aux membranes,
rares sont celles quiont envisagé une interaction directe entre I'actine et les lipides
membranaires. Cependant, une telle interaction a été mise en évidence in vitroet il
a été établi que l'actine F se fixe sur des membranes artificielles composées

uniquement de lipides: les liposomes [21, 36, 55, 75].

L’interaction directe de 1’actine avec des lipides a été tout d’abord mise en
évidence avec des liposomes chargés positivement [75] (figure 9). L’actine F, en
présence de liposomes cationiques constitués de PC:SA (9:1), se fixe a la surface de
ces liposomes et s‘organise en paracristaux bidimensionnels, formés par des
filaments d’actine paralleles (voir figure 2). Ces filaments sont disposés en phase,
cest-a-dire qu'un monomeére donné dans un filament s’associe latéralement
seulement au monomeére correspondant du filament adjacent. La périodicité de
36,5 nm observée en microscopie électronique correspond au pas d’hélice des

filaments.

®

° Stéarylamine

Figure 9. Interaction électrostatique entre l'actine F, de charge globale négative, et une
membrane positive composée de PC:SA. Le dessin n’est pas a I’échelle: les molécules
d’actine sont réduites par rapport aux molécules de lipides.

La formation de paracristaux a la surface des liposomes montre que, lorsque

'actine se fixe au liposome, elle change de conformation, ce qui expose des sites
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qui permettent l'interaction latérale des filaments. De ces travaux, il a été déduit
que l'actine F, qui est chargée négativement, se lie aux lipides chargés positivement

par des liens électrostatiques.

L’actine G, qui est chargée négativement, se fixe elle aussi a la surface de
liposomes chargés positivement. Cependant, comme il n'y a pas de magnésium
dans le milieu, ce sont des monomeres et non des filaments qui se fixent a la
surface des liposomes. Ceux-ci polymérisent et s’organisent quand méme en
cristaux bidimensionnels a la surface des liposomes [55]. Les lipides chargés
positivement induisent donc la polymérisation de l'actine, mais seulement a la

surface de liposomes.

Comme les membranes chargées positivement n’existent pas dans la nature,
des études ont été entreprises avec des liposomes neutres ou anioniques dont la
composition en lipides est proche de celle de la membrane cellulaire. Les résultats
de ces travaux montrent que l’actine se lie aussi de fagon électrostatique avec de
tels liposomes, mais seulement en présence de cations divalents (Mg*) a des
concentrations de l'ordre du millimolaire. Le mécanisme qui a été suggéré est que
les cations divalents neutralisent les charges négatives des groupes phosphates des
tétes polaires [42]. II reste alors une membrane dont la charge nette est positive, qui
attire les charges négatives de l'actine (figure 10). Le mécanisme d’interaction
actine-lipides neutres et actine-lipides négatifs est donc aussi de nature

électrostatique, tout comme l'interaction actine-lipides cationiques.
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D’autre part, des expériences faites en F.T.LR. montrent que, lorsque l'actine
est en contact avec des lipides, il se produit des modifications au niveau de la

bande amide I de l'actine. En présence de liposomes neutres (DSPC) le rapport

plis s:hélices o augmente [36].

® =

® =

O cation divalent A
B

Figure 10. Interaction entre l'actine F et (A) une membrane chargée négativement
composée de PC:PG et (B) une membrane neutre de PC seul. Les cations divalents présents
dans le milieu neutralisent les charges négatives des lipides, ce qui permet une interaction
€lectrostatique entre les lipides et I'actine. Le dessin n’est pas a I’échelle : les molécules
d’actine étant réduites par rapport aux molécules de lipides.

La protéine subit donc un changement de conformation lorsqu’elle interagit avec
une membrane. Par contre, le spectre infra-rouge des lipides n’est pas ou peu

modifié par la présence d’actine, ce qui suggere que tres peu de molécules de

lipides sont impliquées dans l'interaction avec l’actine.

Puisque l'interaction actine-lipides est de nature électrostatique, la charge

des lipides, donc la nature de la téte polaire, doit influencer cette interaction. Jean-
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Frangois Comtois [21] a donc entrepris une série d’expériences pour voir quelle
était la spécificité des lipides dans cette interaction, en particulier comment la

nature de la téte polaire modifie cette interaction.

1.2.3. Effet de la téte polaire des lipides sur l'interaction actine-lipides: les
travaux de J.F. Comtois

Afin de voir quel est l'effet de la téte polaire des phospholipides sur
'interaction actine-lipides, J.F. Comtois [21] a préparé une série de liposomes
composés de lipides dont les tétes polaires sont différentes. La liste des liposomes
qu'il a utilisés est donnée au tableau suivant.

Tableau 3. Composition en lipides des liposomes utilisés lors des expériences de J.F.
Comtois [21].

DMPC seul neutre
DMPC+DMPE (1:1) neutre
DMPC+DMPS (1:1) négatif
DMPC+DMPG (1:1) né gatif
DMPC+DMPA (1:1) né gatif

J.F. Comtois a voulu utiliser des liposomes composés que d'un seul lipide
(DMPC, DMPE, DMPS, DMPG et DMPA). Cependant, certains de ces lipides ne
forment pas des liposomes dans des conditions ioniques compatibles avec celles
utilisées pour l'actine, car les tétes polaires qui ont une charge globale négative ont
tendance a se repousser [21]. Il a donc été nécessaire, pour préparer des liposomes
avec des lipides chargés, d’utiliser des mélanges d'un lipide avec du DMPC.

L’ajout de molécules neutres de DMPC diminue la répulsion de tétes polaires
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chargées et permet la formation de liposomes. J.F. Comtois n’a donc pu utiliser des
liposomes composés de lipides purs pour faire ses expériences, mais des mélanges

de lipides, ce qui a compliqué I'interprétation de ses résultats.

Les techniques utilisées par J.F. Comtois pour caractériser l'interaction
actine-lipides sont la calorimétrie différentielle a balayage (DSC) et la microscopie

électronique.

Avant de poursuivre plus loin, voici rapidement le principe de la DSC.
Lorsque 1’'on chauffe une substance a vitesse constante, celle-ci peut changer d’état
et absorber ou libérer de la chaleur [21, 34, 71, 73]. Le calorimetre permet de
quantifier ces changements d‘états (par exemple la dénaturation d’'une protéine, ou
la fusion d’un lipide). Le thermogramme de dénaturation de l’actine F comprend
deux phases. Tout d'abord, il y a absorption d’énergie par la protéine. Sur un
thermogramme, ceci se traduit par un pic endothermique qui se situe a environ
70°C pour l'actineF. Dans un second temps, il y a libération d’énergie par les
molécules d’actine dénaturées, vraisemblablement due a l'agrégation des
protéines, ce qui donne un pic exothermique. Ainsi, lors de la dénaturation
thermique de l'actine F, nous avons deux pics: un pic de dénaturation et un pic
d’agrégation. La dénaturation de l'actine G, elle, se fait en une seule étape
endothermique eta plus basse température que l'actine F (~60°C). Les expériences
antérieures a J.F. Comtois [71] ont montré des modifications dans le
thermogramme de dénaturation de l'actine lorsque celle-ci est en présence de

liposomes, ce qui peut étre interprété comme le résultat d’une interaction de
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'actine avec les lipides. La DSC a donc été un outil intéressant dans 1’étude des

interactions actine-lipides.

1.2.3.1. Interaction de l'actine avec les liposomes neutres

Les résultats obtenus par ]J.F. Comtois ont établi que, en présence de
liposomes composés de lipides neutres, DMPE ou DMPC, il y a disparition du pic
d’agrégation de l'actine F. Ce résultat montre qu’il y a une interaction entrel’actine
et ces lipides. D’autre part, en présence d’actine F, la transition de phase des lipides
est aussi modifiée. On note en particulier une légére baisse de l’enthalpie de la
transition de phase des lipides qui correspondrait, selon Papahadjopoulos [69], a
une interaction électrostatique, accompagnée d’une légere pénétration de la
bicouche par la protéine. La nature électrostatique du phénoméne est confirmée

par le fait que l’ajout de KCl inhibe I'interaction actine-lipides.

Les observations en microscopie électronique de ces préparations d’actine F
et de lipides montrent que les filaments d’actine recouvrent la surface des
liposomes ou ils s’organisent en structures paracristallines. Ceci confirme

l'interaction actine-lipides, mais ne précise pas la nature du phénomene.

1.2.3.2. Interaction de I'actine avec les liposomes anioniques
Les résultats obtenus par J.F. Comtois avec les liposomes anioniques qui
contiennent du DMPA sont différents de ceux qui contiennent du DMPS ou du

DMPG. IIs seront donc traités séparément.
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A- Cas du DMPS et du DMPG

Les liposomes composés par du DMPS ou du DMPG, mélangés avec du
DMPC, induisent des modifications du thermogramme de l’actine. On observe une
disparition complete du pic exothermique caractéristique de l'agrégation de la
protéine. L’aspect du thermogramme de I"actine F ressemble alors beaucoup a celui

de I'actine G, ce qui suggére une dépolymérisation des filaments.

D’autre part, la microscopie électronique montre que les préparations
contiennent peu de longs filaments d’actine, mais surtout de courts filaments et de
trés petites unités d’actine. 11 semblerait que les liposomes qui contiennent du

DMPS ou du DMPG induisent la dépolymérisation de I’actine.

B- Cas du DMPA

En ce qui conceme le DMPA, J.F. Comtois a tout d’abord remarqué que la
transition de phase des liposomes composés d'un mélange DMPA+DMPC est
caractéristique des mélanges de lipides non miscibles. En présence de ces
liposomes, le pic de dénaturation de l’actine disparait, ce qui montre bien qu’il y a

une interaction entre l'actine et ces liposomes.

De plus, la microscopie électronique montre de nombreux filaments d’actine
a la surface des liposomes mais qui ne les recouvrent pas totalement. Les résultats
de Comtois peuvent s’expliquer par une interaction entre l’actine et les
microdomaines de DMPC. L’interaction de l’actine avec le DMPA n’est toutefois

pas évidente.
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1.2.3.3. Conclusions sur les travaux de |.F. Comtois

Les résultats obtenus par J.F. Comtois ont bien montré que la nature de la
téte polaire des lipides modifie I'interaction avec l'actine et que le phénomene est
de nature électrostatique. Cependant, les résultats de cet auteur ne sont pas
toujours conformes a ce que 1’'on attendait. En effet, pourquoi le DMPS et le DMPG
dépolymérisent-ils 1’actine? Pourquoi le DMPA donne-t-il des résultats différents
du DMPS et du DMPG? L'interprétation des phénomeénes observés est complexe et

ceci pour deux raisons :

® Tout d’abord, J.F. Comtois a di utiliser des lipides mélangés au DMPC afin
d’obtenir des liposomes dans des conditions ioniques qui soient compatibles
avec l"actine. Il est bien évident que, dans ce cas, il devient trées difficile de

distinguer l'effet dt au lipide DMPS, DMPG ou DMPA de celui du DMPC.

@ D’autre part, lorsque J.F. Comtois a fait son travail, il ignorait que les
phospholipides ont en général une haute affinité pour les cations divalents [42].
En effet, Herbette et ses collaborateurs ont montré que les phospholipides
captent les cations divalents (surtout le Ca** et le Mg**) qui se fixent au niveau
de la charge négative portée par le phosphate de la téte polaire du lipide [42].
La technique de la DSC nécessite 1'utilisation d'une forte concentration de
lipides (10 mg/ml, soit environ 15 mM dans le cas de Comtois). Or le tampon
utilisé par J.F. Comtois contenait 2 mM de Mg**, nécessaire pour polymériser

l'actine, concentration bien inférieure a celle des lipides. Méme si une molécule
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de lipide sur 10 capte un ion magnésium, il ne reste plus assez de magnésium

libre dans le milieu pour maintenirl’actine a I’état polymérisé.

Plusieurs résultats de ]J.F. Comtois, et notamment ceux obtenus avec le
DMPS et le DMPG, peuvent s’expliquer par la captation du magnésium par les
lipides, captation suffisante pour dépolymériser I'actine. L’effet de la téte polaire

ne serait donc qu’un effet indirect.

1.3. LES FILMS MONOMOLECULAIRES DE LANGMUIR
1.3.1. Généralités

La technique des films monomoléculaires est trés utilisée dans 1’étude des
interactions protéines-lipides. Une excellente revue sur l'utilisation des

monocouches dans I’étude des biomembranes a été publiée par Demel [25].

Certaines molécules, comme les lipides et les alcools a longue chaine, ont
des régions ayant des polarités différentes. Par exemple, un phospholipide possede
une téte polaire (hydrophile) et deux chaines acyles (hydrophobes) (figure 11). On

dit de cette molécule qu’elle est amphiphile.

Téte polaire Queue hydrophobe

Figure 11. Molécule de dimiristoylphosphatidylcholine (DMPC).
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Lorsqu’elles sont mises en milieu aqueux, les molécules de lipides
présentent leurs tétes polaires vers l'eau et leurs chaines acyles hors de l'eau
(figure 12). 11 se forme alors des micelles ou des vésicules artificielles: les
liposomes. Cette organisation est thermodynamiquement stable, c’est-a-dire que

les molécules sont a un niveau énergétique minimal [8, 35].

film monomoléculaire

@
el = =
R

liposome

eau

Figure 12. Différentes organisations thermodynamiquement stables formées par des
molécules de lipides en solution aqueuse.

Si I'on dépose des lipides a I'interface air/eau, ces lipides vont s’orienter de
telle maniere qu’ils aient la téte polaire dans l'eau et les chaines acyles dans lair.
En comprimant les molécules, nous obtenons des films monomoléculaires, aussi
appelés films de Langmuir car mis au point par Irwing Langmuir au début du
siecle. Cependant, les premieres études systématiques des monocouches de lipides
ont été faites par Agnes Pockels, qui a jeté les bases de la chimie des interfaces en
réalisant des films d’acides gras dans sa cuisine a la fin du siecle demier (pour un
historique, voir la référence [2]). Les résultats de ses recherches ont été publiés en

collaboration avec Lord Rayleigh en 1891.
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1.3.2. Principe de fonctionnement d'un bain de monocouches

La figure suivante illustre une cuve de Langmuir typique. La cuve est
remplie jusqu'aux bords d’une solution aqueuse, sur laquelle seront déposées les
molécules de lipides. Connaissant le nombre de molécules qui ont été ajoutées a la
surface, il est possible de déterminer l’aire moyenne disponible pour chaque
molécule de lipide. Une barriere mobile permet de faire varier la surface de la cuve
et, par conséquent, de comprimer ou décomprimer les molécules en surface. Un
capteur de tension de surface ou plaque de Wilhelmy est relié a une balance
microanalytique et permet de suivre la pression de surface.

Microbalance et ‘

plaque de Wilhelmy Barri¢re de compression

z%{ﬂiz%/

Figure 13. Schéma simplifié d’une cuve de Langmuir (schéma aimablement fourni par
Marine Le Letty, E.N.S. de Lyon, France).
Une description plus exhaustive de la cuve utilisée a Lyon sera faite dans la

partie Matériel et méthodes.

1.3.3. Parametres mesurés en monocouche

1.3.3.1. Pression de surface

Une substance amphiphile, située a l'interface d’un milieu aqueux, exerce
une force [18, 56]. En monocouche, cette tension de surface est mesurée a l'aide

d'une plaque de Wilhelmy (figure 14).
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Figure 14. Schéma d’une plaque de Wilhelmy a I'interface air-eau (I) vue de face et de
profil.

La tension exercée par le liquide a l'interface dépend de la largeur de la

plaque (w), desa hauteur (1), de son épaisseur (t), de la profondeur d'immersion de
la plaque (h) de méme que de l’angle de contact avec l'interface (). La tension

superficielle d'un liquide, soit la force F exercée sur la balance par la plaque de

Wilhelmy, est donnée par la relation suivante:

w P(D){Iwt )+ T +W Jeso)-DsT W b,

densité de la plaque
accélération gravitationnelle
longueur de la plaque
largeur de la plaque
épaisseur de la plaque
tension de surface du liquide
profondeur d’immersion

angle de mntact avec linterface

g T® U
I TR TR TR TR

D o< -
—

A partir de la tension superficielle, on trouve la pression de surface () qui est la

différence entre la tension de surface du film de molécules (y) et la tension de
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surface de la sous-phase seule (yy):

[1-2] T=Y =Yy

La pression de surface se mesure en millinewtons par metre (mN/m).

1.3.3.2. Aire moléculaire

Comme la surface du bain a monocouche est connue, il est possible,
connaissant le nombre de molécules étalées a l'interface air/eau, de calculer l'aire
disponible pour une seule molécule de lipide. Cette aire est appelée aire

moléculaire et elle se calcule d’aprés la formule suivante:

[1.3] a=2
n

ou 4 est l'aire du bain et n le nombre de molécules étalées. Ainsi, en diminuant la

surface du bain, 1’aire moléculaire diminue.

Si I'on mesure la pression de surface d'un fim en fonction de l'aire
moléculaire, on obtient une courbe appelée isotherme (graphique m/A).
L’isotherme permet de mettre en évidence les différentes phases lors de la
compression. La figure15 est un exemple typique dun isotherme d’acide
stéarique. A de grandes aires moléculaires, lorsque la pression de surface est
inférieure a 0,1 mN/m, la monocouche est dans ce que l'on appelle la phase
gazeuse (G) [7]. Les molécules sont allongées a l'interface et elles se répartissent

aléatoirement a la surface.
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expansé
VlL'r“ 72(: Phase gazeuse
&N ‘,r"' g
, . § vy
20 24 28

Aire moléculaire (Az/molec.)

Figure 15. Isotherme m/A de ['acide stéarique et les différentes phases correspondantes
(schéma gracieusement fourni par Marine Le Letty, E.N.S. de Lyon, France).

On dit que la monocouche se comporte de la méme fagon qu’un gaz en deux
dimensions, c’est-a-dire qu'il peut se produire des collisions entre les molécules [2].

Ces collisions mises a part, il n'y a pas d’interaction importante entre les molécules.

Si I'on réduit 'aire du film, les molécules vont se rapprocher et les collisions
entre les molécules se font de plus en plus fréquentes. On obtient alors le stade
liquide expansé (L;). Les molécules sont soit allongées a la surface ou encore
dressées perpendiculairement. Il existe une distribution statistique des différentes
positions, c’est-a-dire que certaines molécules sont étalées a la surface et d’autres
sont verticales [2]. Les chaines acyles des molécules de lipides interagissent
ensemble par des liens hydrophobes (forces de Van der Waals) [7]. Si on poursuit

la compression, on atteint la phase liquide condensé (ou semi-solide) (L), ou les
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molécules sont toutes orientées perpendiculairement a l'interface et ou il y a plus
ou moins de molécules d’eau entre les tétes polaires [2]. Enfin, si I'on comprime
encore, le film passe a l’état solide (S) ou les chaines acyles sont rapprochées les
unes des autres, interagissent fortement par des liens de Van der Waals et sont

paralleles [2].

Si I'on poursuit la compression, la surface n’est plus assez grande pour
contenir toutes les molécules et certaines vont étre expulsées soit en sous-phase,
soit au-dessus de la monocouche. On assiste alors a une désorganisation de la

monocouche, appellée collapse, qui survient selon les étapes décrites a la figure

suivante.
Affaiblissement Plissement brisure Collapse

Figure 16. Séquence des différentes étapes menant au collapse d’un film monomoléculaire.
D’aprés Adamson [2], modifié.

Si une protéine est présente a l'interface, entre les molécules de lipides, elle peut
étre expulsée au cours de la compression (figure 17). En effet, la force exercée de
chaque c6té de la monocouche comprime la molécule de protéineet cette molécule
sera expulsée vers la sous-phase. Cette expulsion se traduit par 'apparition d"un

point d’inflexion dans 1’isotherme. Ce point d’inflexion survient généralement
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avant le collapse, puisque les forces d'interaction entre les molécules de lipides
sont en général plus grandes que celles qui existent entre les molécules de

protéines et de lipides.

e -
1) [l NI
5 @

Figure 17. Schéma montrant I’expulsion d’une protéine insérée dans un film de lipides.

1.3.3.3. Travail de compression (Wc)
Le travail se définit comme étant la force requise pour tirer un corps de son
inertie, multipliée par le déplacement. Le travail requis pour la compression d'un

film monomoléculaire (Wc) est donné par 1’équation suivante:

Sfinal

[1.4] w.=["
Le travail de compression est égal a la sommation de tous les travaux calculés pour
chaque tranche d'aire moléculaire dA pour le parcours total [2, 8]. Le travail de
compression dépend de la rigidité du film, qui elle dépend des forces d’interaction
entre les molécules a l'interface. Ces forces d’interaction sont les forces de Van der
Waals et les forces de type électrostatique. Les forces de Van der Waals s’exercent
entre les chaines hydrophobes des lipides. Ce sont ces forces d’attraction qui

maintiennent les chaines hydrophobes bien alignées les unes par rapport aux
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autres et qui augmentent ainsi la rigidité du film. Les forces de Van der Waals
dépendent de 1’état d’agrégation des chaines acyles des lipides. Par conséquent, le
travail nécessaire pour comprimer un film a 1'état gazeux est faible, puisqu’iln’y a
pratiquement pas d’interaction entre les molécules. Par contre, pour la phase de
liquide condensé, ot les chalnes acyles sont plus tassées, il faudra un travail plus
grand pour comprimer le film. Les forces électrostatiques s’exercent entre les tétes
polaires des lipides et dépendent donc des conditions de forces ioniques de la
sous-phase. Si les tétes polaires des lipides portent des charges de méme signe,
elles vont se repousser. Ceci est un facteur qui augmente le travail de compression.
Toutefois, si on ajoute des sels a la sous-phase, par exemple des cations divalents,
ces cations peuvent neutraliser les charges des tétes polaires, ce qui va modifier les
forces de répulsion entre les molécules. Si, dans le cas qui nous intéresse, 1’actine
interagit avec les molécules de lipides, on pourra observer une modification du

travail de compression du film de lipides.

Le travail de décompression est le travail restitué lorsque la barriere
retourne a sa position initiale. La différence entre le travail de compression et de le
travail de décompression donne l'énergie dissipée en chaleur, ou hystérese, au
cours du cycle de compression-décompression du lipide. Ainsi, un systeme sera
plus ou moins réversible selon 'importance de I'hystérése. Un systéme cohésif,
c’est-a-dire un systéme qui retourne rapidement a son état initial au cours de la
décompression, aura une petite hystérese : la valeur du travail récupéré au cours
de la décompression est proche de celle du travail de compression. Dans le cas de

films composés de lipides et de protéines, I'hystérése peut indiquer une interaction
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entre les molécules. Il suffit de comparer les hystéreses respectives de films
composés uniquement de lipides avec celles des mémes films auxquels ont été
ajoutées des protéines. Si la protéine interagit avec les molécules de lipides, on
devrait s’attendre a une modification de I'hystérese. S’il n’y a pas d’interaction,
I'hystérése du film avec protéine devrait étre la méme que celle du film sans

protéine.

1.3.3.4. Module d’élasticité (Ks)

L'élasticité d'un film est sa propriété a résister a un stress. Lorsquiln'y a pas
de molécule a l'interface, cette résistance est nulle mais augmente lorsque l'on
ajoute des molécules a l'interface. C’est Gibbs qui, le premier, a défini 1'élasticité
d’un film [30]. Cette élasticité, dite €lasticité de Gibbs, est exprimée par 1'équation

suivante:

[1.5] E=2s%
ds

ol y est la tension de surface et s 'aire occupée par le film. Le facteur 2 est di au

fait que la tension de surface est exercée des deux cotés du film.

Pour un film insoluble on parle aussi de constante d’élasticité (Ks) qui se

définit comme suit

[1.6] K = A[a—“j
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ou A est l'aire moléculaire et I'lla pression superficielle [3, 35]. On comprend que,

plus le Ks est élevé, plus le film est élastique. Le Ks reflete donc les interactions
entre les molécules. Par exemple, si un lipide donné a une transition de phase, on

observera un maximum de Ks a l'aire moléculaire correspondant a cette transition.

1.4. BUT DU TRAVAIL DE RECHERCHE

Nous avons vu que lactine interagit avec des liposomes chargés
positivement et que cette interaction est de nature électrostatique. De plus, J.F.
Comtois a établi que l'actine interagit aussi avec des liposomes neutres ou chargés
négativement et que la nature de la téte polaire des lipides modifie cette

interaction.

Cependant, les techniques utilisées par Comtois se heurtent a deux
problémes: la captation de tous les cations divalents du milieu par certains lipides,
ce qui entraine une dépolymérisation de l'actine d'une part, et la nécessité d"utiliser
des mélanges de lipides, ce qui rend les résultats difficilement interprétables. Or, il
est possible de contoumer ces deux problemes en utilisant la technique des
monocouches. En effet, on peut faire des films composés d’un seul lipide, DMPE,
DMPS, DMPG ou DMPA, sans avoir a le mélanger avec du DMPC. De plus, dans
un bain de monocouche, la quantité de lipides est tellement faible par rapport a
celle des cations divalents dans la sous-phase que la captation de ces derniers par
les lipides n‘aura pratiquement aucun effet sur leur concentration dans la sous-

phase.
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L’objectif de notre travail est donc d'étudier I'influence de la téte polaire des
lipides sur l'interaction actine-lipides par la méthode des films de Langmuir. Nous
avons travaillé avec des lipides purs, mais également avec des monocouches
composées de lipides mélangés au DMPC afin de pouvoir comparer nos résultats a

ceux de J.F. Comtois.
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Chapitre II: Matériel et méthodes

2.1. PRODUITS UTILISES

2.1.1. Les tampons

Le tampon G, dans lequel est conservée l'actine monomérique, a la

composition suivante:

Tableau 4. Comiosilion du lamion G

Tampon tris-HCl 2mM

CaCl, 02 mM

Azoture de sodium 0,01%

Adénosine triphosphate (ATP) 02 mM

$-mercaptoéthanol 05 mM
pH =75

Le tampon F, dans lequel est conservée l’actine polymérisée, est de méme

composition que le tampon G avec, en plus, 3 mM de MgCl,.

2.1.2. Lipides

Les lipides (tableau 5) proviennent de chez Avanti Polar Lipids Co.
(Alabaster, AL) a 'exception du DMPA qui vient de Sigma Chemical Co. (St-Louis,
MO). Ceux-ci se présentent sous la forme d’une poudre et sont utilisés sans

controle de pureté.



Tableau 5. Lipides utilisés pour la formation des films monomoléculaires.

Dimyristoylphosphatidylcholine (DMPC)
Dimyristoyl phosphatidyléthanolamine (DMPE)
Dimyristoylphosphatidylsérine (DMPS)
Dimyristoylphosphatidylglycérol ODMPG)
Adde Dimyristoylphosphatidique (DMPA)
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850345
850745
830033
840445
P 3650

0
b)
(0] ® |C|)
NM COOH
X—o—ll—o/\/ " X-o0—pP—o0
(lae 00 ®NH,
Phosphatidylcholine (PC) Phosphatidylsérine (PS)
i R I
X—o0—p—0" 7 X—O_T—O
c|)@ 0o OH
Phosphatidyléthanolamine (PE) OH

Phosphatidylglycérol (PG)

I
X—o0—pP—o0H

©

Acide phosphatidique (PA)

Figure 18. Structure des lipides utilisés [66]. (a) La double chaine acyle de 14 carbones de
dimyristoyl. La lettre R désigne la téte polaire. (b) Les tétes polaires neutres (PC, PE) et

anioniques (PS, PG, PA). La lettre X désigne le diacylglycérol.
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2.2. PROTOCOLE EXPERIMENTAL
2.2.1. Préparation de ’actine

L’actine est extraite et purifiée selon la méthode de Spudich et Watt [84],
modifiée par Nonomura et al. [68]. Briévement, on prépare un extrait acétonique de
muscles squelettiques de lapin. Cet extrait, nommé poudre acétonique, est stocké
au congélateur jusqu’a son utilisation. L’actine monomérique est ensuite extraite
de la poudre acétonique par le tampon G. Une premiére centrifugation a haute
vitesse (100 000 x g pendant 60 minutes) permet l’élimination des grosses protéines
et des débris. Par l'ajout de 2 mM de MgCl, et de 100 mM de KCJ, on induit la
polymérisation de l'actine et une seconde centrifugation est réalisée afin d’obtenir
un culot d’actine F. On élimine le surnageant qui contient d’autres protéines
solubles et l'actine qui n’a pas polymérisé. L’actine F est ensuite placée en dialyse

contre du tampon G pendant trois jours, de fagon a éliminer les sels, ce qui
dépolymérise l'actine. Une derniére centrifugation (100 000 x ¢ pendant 1 heure)

élimine les protéines dénaturées.

L’actine est dosée par mesure de l’absorbance a 290 nm (A%1%yg 1, = 0,63)
[17]. L’actine est conservée sur glace jusqu’a son utilisation. L’actine est utilisée

dans les sept jours suivant sa préparation.

2.2.2. Controle de pureté des préparations d'actine
Le contrdle de pureté des préparations d'actine a été fait sur un gel de 12%

de polyacrylamide-dodecylsulfate de sodium (SDS-Page) a l'aide d'un appareil
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Protean II, de Bio-Rad Laboratories (Richmond, CA), et de standards de faibles
poids moléculaires, de Pharmacia Fine Chemicals (Suede). Les protéines sont

révélées au bleu de Coomassie.

La figure suivante représente l'électrophorégramme de trois préparations
d’actine caractérisées par la présence d'une bande principale a environ 45 kDa, qui
correspond au poids moléculaire de l'actine (42 051 Da) [31]. L'actine constitue plus

de 95% des protéines [17, 71].

94
67
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Figure 19. Electrophorégramme sur SDS-Page montrant la pureté de préparations d’actine
utilisées au cours des expériences. Les protéines pour €talonnage sont dans le puits de
gauche (S), alors que les puits 1, 2 et 3 contiennent des préparations différentes d'actine.
2.2.3. Préparation des lipides

Les lipides utilisés sont le DMPC, le DMPE, le DMPG, le DMPS et le DMPA.
Des solutions de lipides 0,3 mM sont préparées dans un solvant organique. Pour le

DMPE, le DMPG et le DMPS, le solvant utilisé est un mélange chloroforme:éthanol

9:1 (v/v). La solution de DMPC est préparée dans le chloroforme et la solution de
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DMPA, dans un mélange de chloroforme:éthanol 1:1 (v/v) [77]. Nous avons aussi
fait des mélanges équimolaires de DMPC + autre lipide. Pour ce faire, nous avons
mélangé des volumes égaux de 150 ul de chaque solution de lipides, environ

30 minutes avant le début de I'expérience.

2.2.4. Description de la cuve de Langmuir utilisée a Lyon
La cuve utilisée a 'E.N.S de Lyon est constituée de téflon et a des

dimensions de 132 mm > 457 mm > 10 mm, soit un volume total de 1140 ml et

une aire maximale de 603 em? (figure 20).

T~ 7

T
L
1

Figure 20. Représentation schématique de la cuve de Langmuir utilisée & Lyon. La cuve (1)
en téflon est surmontée d’une barriére mobile (2) également en téflon servant a faire varier
["aire de la surface. La sous-phase est agitée par des barreaux magnétiques (3). La plaque
de Wilhelmy en papier filtre (4) est reliée par un fil de platine a une balance
microanalytique (5). Un thermocouple (6) donne la température de la sous-phase en temps
réel. Le tout est abrité dans une enceinte de plexiglass (7).

|-

L’aire minimale possible est de 80 cm®. Une barriére mobile en téflon balaie la
surface de fagon a comprimer ou décomprimer les molécules en surface. Le
dispositif de mesure de la pression de surface est composé d’un rectangle de

papier filtre (plaque de Wilhelmy) étalonné et relié par un fil de platine a une
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balance microanalytique Setaramy 21A. La cuve est thermostatée par un serpentin

de verre disposé au fond de la cuve et relié a un bain réfrigérant Tauchkiiler
(Colora, Allemagne) compensé par un élément chauffant Lauda (Konigshofen,
Allemagne), le tout agité par un moteur BioBlock Scientific. Toutes les

manipulations sont réalisées a 22,0°C £ 0,5°C.

2.2.5. Mesure de I'adsorption de I’actine aux lipides

2.2.5.1. Préparation de la cuve

Dans un premier temps, la cuve est remplie de tampon (G ou F) jusqu’a
formation d'un ménisque dépassant légérement les bords. Afin de débarrasser la
cuve des poussiéres et de toute substance tensioactive, la barriere est amenée a
'aire minimale. Les poussieres, qui se retrouvent sur une surface réduite, sont
aspirées a 1'aide d'une pipette Pasteur reliée a une pompe a vide. Ces étapes sont

répétées 3 a 4 fois avant le début de chaque expérience.

Afin de contrdler la propreté de la surface, un isotherme du tampon seul est
tracé. Une variation de plus de 0,1 mN/m de la pression de surface, pour une

compression complete de I'interface de la cuve, est jugée inacceptable.

Avant et apreés chaque expérience, la cuve, la barriere mobile, la plaque de
Wilhelmy et les seringues d’étalement sont lavées a l’eau, a 1’éthanol et au
chloroforme, afin d’éliminer toute trace de lipides et de protéines. La verrerie
utilisée au cours des expériences a été nettoyée a 1’acide sulfochromique, rincée

plusieurs fois a 'eau déminéralisée, p uis séchée.
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2.2.5.2.Enregistrement des isothermes
Tout d’abord, 200 pul d’une solution de lipides (300 uM) sont étalés a la
surface du tampon avec une seringue de verre, ce qui représente une aire

moléculaire initiale d’environ 160 A2/molécule de lipide (figure 21).

Figure 21. Etalement des lipides 2 'interface.

On attend 30 minutes afin de permettre au solvant de s’évaporer. Un premier
isotherme, qui est celui du lipide seul, est alors enregistré. La vitesse de
compression ou de décompression du film est de 7,5 A2/molécule par minute pour
tous les isothermes. Puis, apres avoir ramené la barriere a mi-chemin de la
longueur de la cuve, on ajoute en sous-phase une quantité d'actine, comme indiqué
a la figure 22, pour obtenir une premiére concentration d'actine en sous-phase de
2,1 nM. La barriere est ensuite ramenée a l'aire maximale et la sous-phase est agitée
10 minutes, a l'aide de trois petits barreaux magnétiques qui permettent la
répartition uniforme de l'actine. Un temps supplémentaire d'incubation de 50

minutes, sans agitation, permet d’atteindre 'équilibre entre les composants.
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Figure 22. Injection d’actine en sous-phase. La barriére mobile est amenée au centre de la
cuve.

On enregistre alors un second isotherme qui est celui du méme film de lipides sur
une sous-phase d'actine a 2,1 nM. Afin de voir I'effet de la concentration d’actine,
on répéte cette expérience avec des concentrations finales d’actine en sous-phase

ded,4, 6,4 et 13,3 nM.

2.2.6. Traitement des données

Les données transmises par les senseurs de la cuve (balance microanalytique et
position de la barriére mobile) sont recueillies par un micro-ordinateur muni d’un
processeur Pentium 133 MHz. Le traitement ultérieur des données (travail de
compression, de décompression, de dissipation, et constante d’élasticité) a ensuite
été réalisé a l'aide du logiciel Igor Pro v. 3.01 (WaveMetrics, Inc.) sous interface

Macintosh (PowerPC 7600/132).
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Chapitre III: Résultats

Afin d’étudier les interactions entre l’actine et des films de différents lipides
par la technique de Langmuir, nous avons tout d’abord tracé l’isotherme, c’est-a-
dire la courbe de pression de surface en fonction de l’aire moléculaire, du lipide
seul. Nous avons ensuite injecté des quantités croissantes d’actine sous la

monocouche et tracé un nouvel isotherme apreés chaque ajout d’actine.

Dans ce chapitre, nous traiterons d’abord des isothermes des lipides seuls
puis des isothermes de l’actine seule. Par la suite, nous présenterons les isothermes
des lipides sur une sous-phase d’actine. Compte tenu du grand nombre
d’isothermes obtenus, et pour éviter la répétition dans la présentation des résultats,
tous les isothermes sont mis en annexe. Seules certaines courbes sont présentées

afin d'illustrer les résultats.

3.1. ISOTHERMES DES LIPIDES SEULS
3.1.1. Isothermes des lipides, sur une sous-phase de tampon G, sans Mg**

La figure 23 montre un isotherme de compression-décompression de
DMPC, en absence d’actine. Cet isotherme comprend deux parties : I'isotherme de
compression, obtenu lorsque l'on diminue l’aire du bain, et l'isotherme de
décompression, obtenu lorsque l’on augmente l’aire du bain. L’isotherme de
décompression est situé en dessous de l'isotherme de compression et a en général

la méme forme que l'isotherme de compression.
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Figure 23. Isotherme de DMPC sur du tampon G.

Dans le cas de l'isotherme de compression du DMPC, illustré a la figure 23,
la pression de surface augmente de fagon réguliére jusqu'a 'amorce d’un plateau,
qui correspond au début du collapse. Pour le DMPC sur du tampon G sans
magnésium, le collapse survienta une pression de surface égale a 43 mN/m et a
une aire moléculaire de 60 A2. 11 est a souligner que, lors de nos expériences, nous
avons veillé a ne pas dépasser le collapse, afin de ne pas briser le film. Il est alors
possible, aprés décompression, de retracer Iisotherme du méme film sur une sous-
phase d’actine. La comparaison de l'isotherme du lipide seul et du méme lipide sur

une sous-phase d”actine est alors possible.

Certains lipides (DMPE, DMPS et DMPG) présentent un point de brisure

dans l'isotherme qui survienta une aire moléculaire qui est propre a chaque lipide.



48

Ce point de brisure correspond a la transition entre les phases L, et L, que nous
avons décrites en introduction [2]. La figure 24 illustre 1'isotherme du DMPG qui
montre cette transition de phase qui se produit & une aire moléculaire de 70 A?

pour une pression de surface de 24 mN/m.
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Figure 24. Isotherme de DMPG.

L’isotherme du DMPA est semblable a celui du DMPC, c’est-a-dire qu’il na
pas de point de brisure. Par contre les isothermes du DMPE et du DMPS sont
semblables a celui du DMPG et présentent un pointde brisure a 70 A*/molécule a
une pression de surface de 8 mN/m pour le DMPE, et 4 53 A?/molécule pour une
pression de surface de 4 mN/m pour le DMPS. Ces isothermes ont été mis a

I"annexe A.
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3.1.2. Isothermes de mélanges de lipides, sur une sous-phase de tampon G, sans
Mg2+

Certaines expériences ont été faites avec un lipide (DMPE, DMPS, DMPG,
DMPA) mélangé a du DMPC en proportion équimoléculaire. Nous avons tracé les
isothermes de ces mélanges et les avons comparés a ceux des lipides sans DMPC.
La figure 25 montre trois isothermes de compression : l'isotherme du DMPC seul,
du DMPG seul et l'isotherme d'un film composé d’un mélange équimolaire de
DMPC et de DMPG. Pour ne pas surcharger la figure, la décompression n’est pas
représentée. Les isothermes du DMPC et du DMPG seuls sont les mémes que ceux

qui sont présentés aux figures 23 et 24.
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Figure 25. Isothermes de compression du DMPC seul, du DMPG seul et d’un mélange
équimolaire de DMPC et de DMPG.

L’isotherme du mélange équimolaire de DMPG+DMPC est situé entre les
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isothermes du DMPG et du DMPC, c’est-a-dire que, pour une pression de surface
donnée, I’aire moléculaire du mélange est supérieure a celle du DMPG pur, mais
inférieure a celle du DMPC pur. Par exemple, pour une pression de surface de
30 mN/m (ligne pointillée sur la figure 25), nous avons une aire moléculaire de
50 A? pour le DMPG, de 60 A? pour le mélange DMPG+DMPC et de 72 A% pour le
DMPC. De plus, il faut souligner que l'aire moléculaire a laquelle se produit la
transition de phase du mélange DMPG+DMPC est la méme que celle a laquelle se

produitla transition de phase du DMPG seul, c’est-a-dire a 70 A%,

Des résultats semblables ont été obtenus avec tous les mélanges de lipides et

les isothermes correspondants ont été mis dans les annexes A et B.

3.1.3. Effet du magnésium sur les isothermes des lipides

Les expériences effectuées avec l'actine F ont été faites dans le tampon G
auquel a été ajouté 3 mM de magnésium, magnésium nécessaire pour maintenir
l'actine sous forme polymériséé. Afin de vérifier que les modifications des
isothermes des lipides en présence d’actine F sont bien dues a l'effet de l’actine F
sur les lipides et non a l'effet magnésium sur les lipides, nous avons vérifié si le
magnésium modifie I'isotherme des lipides. La figure 26 montre les isothermes du
DMPE en présence et en absence de magnésium. On peut constater que la présence
de magnésium ne modifie pas la forme ni l'aspect de l'isotherme mais déplace
légerement cet isotherme vers des aires moléculaires plus grandes (4 A?). La
transition de phase L,/L, se produit donc a une pression de surface légerement

plus élevée (5 mN/m). Nous avons fait les mémes constatations avec les autres
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lipides et mélanges de lipides étudiés. Le magnésium 3 mM a donc peu d'effet sur

les isothermes.
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Figure 26. Effet du magnésium sur I'isotherme du DMPE pur.

3.2. ISOTHERMES DE L’ACTINE SEULE
3.2.1. Définition de I’«aire moléculaire apparente» de I’actine

L’actine étant une protéine trés soluble dans l'eau, seul un petit nombre de
molécules va remonter a l'interface et modifier la pression superficielle. On ne peut
donc calculer I'aire moléculaire de l’actine en divisant Iaire du bain parle nombre
de molécules d’actine puisque 1’on ignore le nombre de molécules qui remontent a

I"interface.

Afin de pouvoir comparer les isothermes de l'actine seule avec les
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isothermes d’actine en présence de lipides, nous avons représenté les isothermes
de l'actine seule en portant, sur 'axe des abscisses, 1'aire du bain divisée par le
nombre de molécules de lipides dans une expérience équivalente faite en présence
de lipides. Bien entendu, cette «aire moléculaire» n’a pas de signification
physique, mais elle permet la comparaison des isothermes entre eux. Nous

appelons cette aire moléculaire '« aire moléculaire apparente » del'actine.

3.2.2. Isothermes de l’actine G et F, en absence de lipides

Lorsque l'on injecte de l’actine en sous-phase, en absence de lipides, on
constate une augmentation de la pression de surface. L’actine remonte donc a
l'interface. Lorsque 1’on diminue l’aire du bain, la tension de surface augmente. Il
est donc possible de tracer un isotherme pour l'actine seule. Les isothermes de
I'actine G et de l’actine F sont représentés a la figure 27, pour une concentration
d’actine de 6,4nM. Nous avons également tracé les isothermes pour des
concentrations croissantes d’actine (2,1 4,4, 6,4 et 13,3 nM), mais qui ne sont pas

représentés pour ne pas surcharger la figure.

Pour l'actine G, nous n’avons pas observé de collapse. On peut en déduire
que, lors de la compression, les molécules d’actine G sont expulsées
progressivement en sous-phase sans qu'il y ait désorganisation brusque du film.
Par contre, avec l'actineF 6,4nM, il se produit un collapse lorsque 1’«aire
moléculaire apparente» atteint 21 A% L’actine F forme donc un film plus structuré
qui se désorganise brusquement lorsque les molécules sont suffisamment

comprimées.
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La figure 27 montre que, pour des concentrations d'actine identiques, les
isothermes de l'actineF sont toujours au-dessus de ceux de l'actine G. Par
conséquent, pour une pression de surface donnée, 1'aire moléculaire apparente de

'actine F est supérieure a celle de I'actine G.
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Figure 27. Isothermes de I'actine G et de I'actine F en absence de lipides.

L’actine F a donc plus d’affinité pour l'interface que l'actine G. Ceci peut
s‘expliquer de deux fagons. Tout d’abord, il se peut que lactineF soit plus
hydrophobe que l'actine G, c’est-a-dire que, lors du changement de conformation
de l'actineG en actine F, il y aurait exposition de résidus hydrophobes, ce qui
donne a l'actine plus d'affinité pour l'interface. Il se peut aussi que l'actineF a
interface soit formée par un réseau de filaments plus ou moins rigide, avec des

espaces entre les filaments, & la maniére des mailles d’'un filet. Compte tenu de
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'existence de ces espaces entre les filaments, I’actine F occuperait donc une «aire

moléculaire ap parente» plus grande.

La courbe de décompression montre que, lorsque I'on augmente l'aire du
bain, il y a d'abord une chute trés rapide de la pression de surface, puis une baisse
plus progressive. Ceci suggere que, lors de la décompression, la remontée des
molécules a l'interface s’effectue en deux étapes. Une étape rapide qui se produit
des que l'on commence la décompression, suivie d'une étape plus lente. Nous
suggérons que l’étape rapide est due a la dispersion des molécules a l'interface,
sans que les molécules en sous-phase n’aient eu le temps de remonter. Au cours de
I'étape lente, la dispersion des molécules d'actine est en partie compensée par la
remontée de molécules de la sous-phase. Ce phénomene est plus marqué avec
I'actineF qu’avec l'actine G car les monomeres d’actine sont plus mobiles et ont
plus de facilité a remonter a l'interface, dans les espaces formés lors de la

décompression.

3.3. EFFET DE L’ACTINE SUR LES ISOTHERMES DES LIPIDES

Nous avons tracé et décrit les isothermes des lipides et de l’actine pris
séparément. Nous allons maintenant examiner les isothermes de films mixtes de
lipides et d'actine. La figure 28 présente deux isothermes: I'un est l'isotherme du
DMPC en absence d’actine (rouge), 'autre celui du méme lipide sur une sous-

phase qui contient 6,4 nM d’actine G (bleu).
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Figure 28. Isothermes du DMPC en présence et en absence d’actine G.
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Figure 29, Isothermes du DMPC en présence et en absence d’actine F. A noter le décalage
vers la gauche de I'isotherme du lipide + actine, au-dessus de 40 mN/m.
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De fagon générale, on remarque un déplacement vers la droite de l'isotherme
lorsqu'on est en présence d'actine en sous-phase. On peut en déduire que les
molécules d’actine G remontent a la surface et s’insérent entre les molécules de
lipides. Le méme phénomene se produit avec l’actine F, mais le déplacement de
l'isotherme est plus grand (figure 29). Le décalage plus important des isothermes
en présence d'actine F est d{i a la plus grande affinité de l'actine F pour l'interface

et a son aire moléculaire apparente plus importante.

La figure 30 montre quel est l'effet de la concentration de 'actine G et la
figure 31, l'effet de la concentration de l'actine F sur les isothermes du DMPC.
Seules les courbes de compression sont représentées pour ne pas surcharger les
figures. Les courbes de compression-décompression sont présentées aux annexes
A, B, C et D. On peut voir que le décalage des isothermes augmente avec la

concentration d’actine G et d’actine F.

Pour des pressions de surface inférieures a 35 mN/m, l'actine G et I'actine F
déplacent les isothermes du DMPC vers la droite. Par contre, phénomene
particulierement remarquable pour des pressions de surface supérieures a
35 mN/m, l'actine G, et de fagon plus marquée l'actine F, déplacent les isothermes
vers la gauche, c'est-a-dire que l'actine diminue l'aire moléculaire apparente du
lipide. Nous pouvons interpréter le phénomene comme suit: a basse pression de
surface, des molécules d'actine sont a l'interface et occupent une certaine surface

qui augmente l'aire moléculaire apparente des lipides.
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A haute pression de surface, lorsque I'on comprime le film, les molécules d’actine
plongent en sous-phase et entrainent avec elles des molécules de lipides. Ceci
montre qu’il existe une forte affinité entre l'actine et ces lipides. D'apres ces
isothermes, l'actineF a plus d'affinité que l'actine G pour le DMPC car, a des
pressions superficielles supérieures a 35 mN/m, les isothermes des films en
présence d'actine F sont plus déplacés vers la gauche. Des résultats semblables ont
été obtenus avec l'actine G et le DMPS, le DMPG et le DMPA purs, de méme que
les mélanges DMPS+DMPC et DMPG+DMPC. L'actine F déplace vers la gaucheles
isothermes de films composés DMPE+DMPC, DMPG+DMPC et DMPA+DMPC.
Cependant, nous n'avons pas noté de déplacement des isothermes vers la gauche
avec les lipides suivants: le DMPS et le DMPG, et le mélange DMPS+DMPC. Il se
peut que ces lipides ne soient pas entrainés par l'actine lorsqu'elle plonge en sous-
phase, mais il nous parait plus probable que nous navons pas comprimé
suffisamment le bain. En effet, lors de la compression, nous avons toujours arrété le
bain juste avant le collapse pour ne pas détruire le film et pouvoir recommencer

I'expérience en présence d'une plus forte concentration d'actine.

De cette partie, nous pouvons conclure que l’actine remonte a l'interface et
s'insére entre les molécules de lipides et, ceci, quelle que soit la nature de la téte
polaire du lipide. De plus, l'actine F occupe plus de place que l’actine G. Lorsque
I'on réduit l'aire du bain, les molécules d'actine plongent en sous-phase, entrainant
des molécules delipides. Il existe donc une interaction entrel'actine et les lipides et

cette interaction est plus marquée avec l'actineF. Par contre cette série
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d'expériences ne nous permet pas de préciser si certains lipides ont plus d'affinité

que d'autres pour l'actine.

3.4. EFFET DEL’ACTINE SUR LE MODULE D’ELASTICITE DES LIPIDES
L’actine s’insere dans les films de lipides. Il se peut donc qu'elle modifie les
transitions de phase des lipides qui surviennentlors de la compression. La courbe

qui représente le module d’élasticité, ou KX=A[07—HJ en fonction de l'aire

0A
moléculaire, permet de mettre en évidence les changements dans la pente d’'un
isotherme. On peut ainsi mieux visualiser les transitions de phases d'un film lors
de la compression et, par conséquent, déterminer si I’actine modifie ces transitions
de phase. Nous allons tout d'abord traiter de 'effet de 1’actine G sur le module
d'élasticité du DMPC, un lipide dont l'isotherme ne présente pas de transition de
phase évidente, et du DMPE, un lipide dont l'isotherme montre nettement une
transition de phase L,/L,. Par la suite, nous verrons l'effet de I'actineF sur ces

mémes lipides.

3.4.1. Effetdel'actine G sur le module d'élasticité

La figure 32a représente les isothermes du DMPC sur une sous-phase de
tampon G, en présence de concentrations croissantes d'actine G. Ce sont les mémes
courbes que celles présentées a la figure 30 qui ont été reproduites ici afin de bien
montrer la relation entre ces isothermes et les courbes de Ks correspondantes. La

figure 32b représente le Ks en fonction del'aire moléculaire d'un film de DMPC en
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présence des mémes concentrations d'actineG. En absence d'actine G (courbe
rouge), le Ks du DMPC augmente lorsque l'aire du bain diminue pour atteindre un
maximum de 94 mN/m a une aire moléculaire de 70 A?/molécule. Le maximum
du pic est atteint juste avant le collapse, moment ou le film a le maximum de
compressibilité. En présence d'actine G, le Ks du film augmente aussi lorsque 1'on
comprime le film. Cependant, le pic s'élargit et la valeur maximum du Ks diminue
d'autant plus que la concentration d'actine augmente. Concretement, cela signifie
que, en présence d'actine, la pente de l'isotherme est moins prononcée, c'est-a-dire
que la pression de surface augmente de fagon plus douce lorsque I'on comprime le
film, ce qui est évident sur la figure 32a. Nous expliquons cette modification de
l'aspect des isothermes par le fait que, lors de la compression, les monomeres
d'actine sont progressivement éjectés en sous-phase et, par conséquent, comme il y
a perte de matériel a l'interface, la pression de surface augmente moins vite.
D'autre part, on remarque que l'aire moléculaire a laquelle se produit le maximum
de Ks augmente en fonction de la concentration d'actine, ce qui signifie que le
maximum d'élasticité du film est atteint plus rapidement en présence d'actine, ce
qui est illustré a la figure 34. Ceci est un résultat attendu, car il y a plus d'actine a

I'interface et les molécules de lipides sont plus rapidement compressées.

Des résultats semblables ont été obtenus avec le DMPA, lipide qui, comme
le DMPC, ne présente pas de transition de phase évidente. Ces résultats sont

présentés a I’annexe A.
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Figure 32. Effet de la concentration d’actine G sur les isothermes (A) et sur le module
d'élasticité ou Ks (B) du DMPC.
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La figure 33a représente les isothermes du DMPE sur du tampon G en
absence puis en présence de concentrations croissantes d’actine G, et la figure 33b
montre les courbes de Ks correspondantes. Les isothermes ont un point de brisure

qui indique une transition de phase L, /L,.

Sur la figure 33b, on remarque que, pour un film de DMPE sans actine (en
rouge), la courbe de Ks en fonction de l'aire moléculaire présente deux pics. Un
premier pic a 40 A?/molécule qui se produit juste avant le collapse et dont la
valeur est de 181 mN/m. Le second pic, qui correspond a la transition de phase
L,/L, du lipide, survient a 72 A?/molécule et a une valeur de 36 mN/m. L'ajout en
sous-phase de concentrations croissantes d'actine G produit sur la courbe de Ks du

film les changements suivants:

® Une diminution importante du pic a 40 A?’/molécule, qui cormrespond au
collapse, dont la valeur passe de 181 mN/m a 70 mN/m en présence de
13,3 nM d'actine G. Cela signifie que la présence d'actine diminue I'élasticité du
film. Par contre, l'aire moléculaire a laquelle se produit le collapse est peu
modifiée par la présence d'actine. Elle passe de 40 A?/molécule a
47 A*/molécule. Nous interprétons le phénoméne comme suit: au cours de la
compression, les molécules d'actine a l'interface, entre les molécules de lipides,
sont progressivement éectées dans la sous-phase. A la fin de la compression,
juste avant le collapse, il ne reste que trés peu de molécules d'actine dans le film
et nous avons alors une monocouche presqu'entierement composée de

molécules de lipides.
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Figure 33. Effet de la concentration d’actine G sur les isothermes (A) et sur le module
d'élasticité ou Ks (B) du DMPE. Les courbes de Ks ont été translatées pour plus de clarté.
Chaque graduation sur l'axe des ordonnées est égale a 40 mN/m.
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@ Un élargissement du pic a 72 A? qui correspond a la transition de phase L,/L,,
ce qui signifie que, lorsque le film contient de l'actine, la transition de phase
devient plus progressive. Ceci se traduit par une modification de l'aspect des
isothermes dont le point de rupture s'estompe et devient peu visible en
présence de fortes concentrations d'actine. Par contre, la valeur du maximum
de Ks demeure stable a 36 mIN/m. De plus, on peut remarquer que la transition
de phase L,/L, se produit a une aire moléculaire plus grande en présence
d'actine. Elle passe de 72 A?/molécule en absence d'actine a 112 A2/molécule en
présence de 13,3 nM d'actine. Ce déplacement vers les hautes aires moléculaires
est normal puisque I'actine occupe une certaine surface et que, par conséquent,
les molécules de lipides sont plus rapidement comprimées lors de la
compression. L'effet de la concentration d'actine sur I'aire moléculaire a laquelle

se produisent ces deux transitions de phase est représenté a la figure 34.

L'actine G a le méme effet sur les transitions de phases pour tous les autres lipides
et mélanges de lipides qui ont une transition de phase L,/L,, c’est-a-dire le DMPS
et le DMPG purs ainsi que les mélanges de DMPE+DMPC, DMPS+DMPC et
DMPG+DMPC. Ces résultats sont montrés aux annexes A et B. Pour tous les
lipides étudiés, les isothermes et les courbes de Ks sont présentés aux annexes A et
B. Par contre, la synthese des résultats représentée par les courbes de l'aire
moléculaire a laquelle se produit le maximum de Ks en fonction de la

concentration d'actine G sont montrées aux figures 34 et 35.
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Figure 34. Aire moléculaire des maxima de Ks, correspondant au collapse © et a la
transition L,/L, 8, des films composés que d'un seul lipide en fonction de la concentration

d’actine G. A2 signifie A”.
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Figure 35. Aire moléculaire des maxima de Ks, correspondant au collapse © et a la
transition L /L, B, des films de lipides mélangés au DMPC en fonction de la concentration
d’actine G. A*2 signifie A",

3.4.2. Effet de l'actine F surle module d'élasticité

La figure 36a présente les isothermes du DMPC, lipide qui ne présente pas

de transition de phase évidente, sur une sous-phase de tampon F, en présence de

concentrations croissantes dactineF et la figure 36b, les courbes de Ks
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correspondantes. La courbe de Ks du DMPC en fonction de I'aire moléculaire, sans
actine, sur du tampon F est semblable a celle qui a été obtenue avec le méme lipide
sur du tampon G. L'aire moléculaire a laquelle se produitle maximum de Ks est la
méme, mais la valeur du maximum de Ks est légérement moins élevée. L'ajout de
magnésium en sous-phase a donc peu d'effet sur I'élasticité du film. En présence de
concentrations croissantes d'actine F, on remarque que le pic de Ks en fonction de
I'aire moléculaire diminue et s'élargit pour devenir finalement un plateau en
présence de fortes concentrations d'actine F. L'effet de l'actine F sur le Ks du film

est donc semblable a celui de l'actine G, mais beaucoup plus marqué.

L'aire moléculaire a laquelle se produit le maximum de Ks ne change pas
lorsque l'on augmente la concentration d'actine F. Ceci est illustré a la figure 38.
On peut attribuer ce phénoméne au fait que, comme avec l'actine G, l'actine F

plonge en sous-phase au cours de la compression et entraine des lipides.

La figure 37a présente les isothermes du DMPE, lipide qui montre une
transition de phase L,/L,, et la figure 37b, les courbes de Ks correspondantes. La
courbe du Ks en fonction de l'aire moléculaire du DMPE sans actine, sur du
tampon F, a le méme aspect que la courbe du DMPE sur du tampon G. Elle
présente deux pics. Un premier pic a 44 A?/molécule qui se situe juste avant le
collapse et un deuxiéme pic a 70 A?/molécule, qui correspond a la transition de
phase L,/L,. Seule la valeur du maximum de Ks est légerement inférieure a celle

obtenue sur du tampon G, soit 143 mN/m au lieu de 181 mN/m.
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Figure 36. Effet de la concentration d’actine F sur les transitions de phase du DMPC.
(A) Isothermes de compression. (B) Courbes du module d’¢lasticité du DMPC (Ks).
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Figure 37. Effet de la concentration d’actine F sur les transitions de phase du DMPE. (A)
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courbes de Ks ont été translatées selon I'axe des ordonnées pour plus de clarté. Chaque
intervalle sur I'axe des ordonnées vaut 40 mN/m.
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Le magnésium diminue donc légerement I'élasticité du film mais ne semble pas
modifier les autres caractéristiques de la courbe de Ks. Le film de lipide est donc
moins élastique sur tampon F que sur tampon G, ce qui peut étre attribuable a la
présence de magnésium dans la sous-phase. Les tétes polaires captent le
magnésium au niveau du phosphate ce qui modifie les interactions électrostatiques

entre les tétes polaires.

Si I'on ajoute des concentrations croissantes d'actine F en sous-phase, le pica
44 A? diminue d'intensité et passe de 143mN/m a 61 mN/m en présence de
13,3 nM d'actine. L'actine F diminue donc I'élasticité du film de DMPE. De plus, le
pic se déplace vers de plus hautes aires moléculaires pour atteindre
61 A?/molécule avec 133nM dactineF en sous-phase (figure 38). Cette
augmentation d'aire est de prés de 17 A? et peut étre expliquée comme suit. Les
filaments d'actine qui interagissent avec les molécules de lipides, ne semblent pas
plonger graduellement en sous-phase en entrainant des lipides avec eux, comme le
fait l'actine G. Au contraire, les filaments formeraient, avec les lipides, des
complexes dont le collapse survient & de plus hautes aires moléculaires. Ceci est
une hypothese en faveur d'une plus grande interaction de I'actine F que l'actine G
avec les lipides. On observe la méme chose avec les autres lipides, sauf pour le

DMPE, le DMPS et le DMPA mélangés au DMPC (figures 38 et 39).

Le second pic correspond a la transition L,/L,. Sur une sous-phase sans
actine F, sa valeur maximale est de 43 mN/m, ce qui est légeérement supérieura ce

qui a été observé sur du tampon G.
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Figure 38. Aire moléculaire des maxima de Ks, correspondant au collapse © et a la
transition L,/L, B, des films composés que d'un seul lipide en présence de concentrations
croissantes d’actine F. A"2 signifie A",
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Figure 39. Aire moléculaire des maxima de Ks, correspondant au collapse © et a la
transition L,/L, B, des films de lipides mélangés au DMPC en présence de concentrations
croissantes d’actine F. A2 signifie A"

L'ajout d'actine F en sous-phase ne change que trés peu sa valeur qui est de

46 mN/men présence de 13,3 nM d'actine en sous-phase.

Tout comme sur tamponG, laire moléculaire a laquelle survient la

transition L,/L, augmente lorsque l'on ajoute de l'actine a la sous-phase. Ce

changement d'aire est toutefois plus grand avec l'actine F qu’avec l'actine G. En



73

effet, I'aire moléculaire a laquelle survient la transition passe de 74 A? sans actine, a
159 A? en présence de 13,3 nM d'actine F. Ceci est un résultat prévisible, puisque
l'actineF occupe plus d'espace que l'actine G a l'interface. Le film est donc plus

compact, a une aire moléculaire donnée, avec l'actine F qu'avec l'actine G.

L'actine F, donne les mémes résultats avec le DMPS et le DMPG seuls ainsi
quavec les mélanges de ces lipides avec le DMPC. La synthése de ces résultats est
présentée aux figures 38 et 39. Par contre, les courbes du Ks en fonction de l'aire
moléculaires sont présentées aux annexes C et D pour ne pas surcharger les

résultats.

En conclusion, nous avons observé que la présence d'actine en sous-phase
change les propriétés élastiques des films. L'actine F induit un changement plus
prononcé que ne le fait I'actine G. L'actine F provoque une augmentation de l'aire
moléculaire ou se situe le pic de Ks correspondant au collapse, ce qui n'a pas été
observé avec l'actine G, ce qui suggere une plus forte interaction de l'actine F avec
les lipides. D'autre part, bien que la nature de la téte polaire change les valeurs de
Ks et d'aire moléculaire a laquelle se produisent les transitions de phase, nous
n'avons pas pu établir de lien entre la nature de la téte polaire du lipide et I'effet de
I'actine sur le Ks du film.

3.5. CONTRIBUTION DE L’ACTINE A LA SURFACE A UNE PRESSION DE

SURFACE DE 10 mN/M

Afin de quantifier plus précisément les interactions de l’actine avec les

lipides, nous allons étudier plus en détails I’aire occupée par l’actine dans un film
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de lipides, selon la nature de la téte polaire des lipides. La comparaison de
'isotherme d’un lipide seul et d’un isotherme du méme lipide sur une sous-phase
qui contient de l'actine permet d’évaluer la contribution de l’actine a l'interface
(figure 40). Afin de calculer la contribution de l'actine a la surface, nous avons, a
une pression de surface de 10 mN/m, soustrait l'aire moléculaire du lipide en
absence d’actine de «1’aire moléculaire apparente » du lipide en présence d’actine.
Il y a lieu de rappeler ici que l'aire moléculaire, en présence comme en absence

d’actine, est obtenue en divisant l'aire du bain par le nombre de molécules de

lipides seulement.
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Figure 40. Schéma montrant comment est calculée 1'aire occupée par I'actine seule a une
pression de 10mN/m. On soustrait |"aire moléculaire de I'isotherme du lipide seul (gauche)
de I’aire moléculaire du mélange actine-lipide (droite), puis on multiplie cette valeur par le
nombre de molécules de lipides. Exemple donné pour un film de DMPE et une
concentration de 13,3 nM d’actine G.
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L’aire est exprimée en fonction des molécules de lipides. La différence d’aire
moléculaire calculée (AAmol sur la figure 40), multipliée par le nombre de
molécules de lipides représente donc la surface du bain qui est occupée par les

molécules d’actine, ou contribution de l’actine a la surface.

La figure 41 représente l'aire occupée par l'actine a l'interface en fonction de
sa concentration en sous-phase, pour tous les lipides étudiés. Nous observons tout
d’abord que l'aire occupée par l’actine augmente en fonction de sa concentration
(figures 41a et 41b). L’actine remonte donc a l'interface et occupe de plus en plus
d’espace au fur et a mesure que sa concentration en sous-phase augmente. De plus,
a une concentration en actine supérieure a 6,4 nM, nous observons un plateau, ce
qui signifie qu’il y a saturation de la surface disponible pour l'actine. Les molécules

supplémentaires d’actine demeurent en sous-phase.

On peut remarquer sur cette figure que, en général, I’actine F aussi bien que
'actine G ont une plus grande contribution aux films composés d'un seul lipide
plutdt qu'aux films composés du mélange d'un lipide avec le DMPC. Le DMPC
ajouté a un autre lipide semble donc inhiber l'attraction de cet autre lipide sur
I'actine. Pourtant, l’actine a un effet tres marqué sur un film composé uniquement
de DMPC. En conséquence, il est probable que les molécules de lipides s'organisent
entre elles dans un film composé d’un mélange d’un lipide avec du DMPC de telle

fagon qu’une interaction avec l’actine s’en trouve moins favorisée.
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3.5.1. Effet de la nature de la téte polaire du lipide sur l'aire occupée par
I'actine G

La figure 41a montre que la nature dela téte polaire modifie la contribution
de l'actineG a la surface. Pour les films de lipides purs, on peut classer la
contribution de l'actine G a la surface dans l'ordre suivant: DMPE > DMPC =
DMPS > DMPA > DMPG. On constate que, pour les films composés d'un seul
lipide non mélangé au DMPC, les lipides neutres permettent davantage l'acces de
I'actine G a la surface que les lipides chargés négativement. Cet effet est prévisible
puisque l'actine, étant elle-méme chargée négativement, sera repoussée par ces
lipides. Par contre, pour les films composés d'un lipide mélangé au DMPC, la
contribution de l'actine G a la surface est: DMPA+DMPC > DMPE+DMPC >
DMPS+DMPC > DMPG+DMPC. Les films composés d'un lipide mélangé au
DMPC ne montrent pas de relation évidente entre la charge du lipide et la
contribution de l'actine G a la surface.

3.5.2. Effet de la nature de la téte polaire du lipide sur l'aire occupée par
I'actine F

La figure 41b montre que l’actine F s’incorpore aussi dans un film de
lipides, et de fagon plus marquée que l'actine G, ce qui est un résultat attendu,
puisque l'actine F seule remonte davantage a l'interface (voir section 3.2.2). De
plus, le plateau, qui apparait a partir d’une concentration en actine de 6,4 nM, est
plus prononcé que dans le cas de I'actine G. La saturation de l'interface est donc
plus rapidement atteinte et 1’ajout supplémentaire d’actine n‘augmente plus le
nombre de molécules qui s'incorporent au film. Les molécules en exces restent en

sous-phase.
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Figure 41. Graphiques montrant la contribution de l'actine G (A) et de l'actine F (B) a la
surface du bain a une pression superficielle de 10 mN/m en fonction de la concentration
d'actine, pour différents lipides ou mélanges de lipides.
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L’effet attracteur de la téte polaire d'un lipide non mélangé au DMPC sur
'actine F, peut étre classé de la fagon suivante : DMPS > DMPA > DMPG > DMPC
> DMPE. Pour les mélanges de lipides, 'effet attracteur peut étre classé ainsi :
DMPA+DMPC = DMPS+DMPC > DMPG+DMPC > DMPE+DMPC. On peut
constater que, tout comme avec l'actine G, les lipides purs sont plus efficaces que
les lipides mélangés au DMPC et il ne semble pas que le nombre de charges
négatives de la téte polaire des lipides négatifs ait une influence sur l'attraction
exercée surl’actine F. Par ailleurs, nous remarquons que les films de charge globale
négative attirent plus d'actineF que les films neutres. Ceci est un résultat
surprenant puisque nous obtenions l'inverse avec l’actine G. Cette affinité de
I'actineF pour les lipides anioniques est probablement due a la présence de
magnésium qui s’'insére au niveau des tétes polaires et neutralise les charges
négatives. Nous parlerons dans la discussion du role important joué par le

magnésium dans I'interaction électrostatique entre les lipides et ’actine F.

3.5.3. Conclusions surla contribution de I'actine a I'aire du bain

Nous pouvons conclure que la téte polaire des lipides a un effet sur
l'attraction de I'actine a l'interface. En effet, les films de lipides purs attirent plus
d’actine que les films composés de lipides mélangés au DMPC. Le DMPC atténue
donc 'effet des lipides chargés négativement. De plus, il faut souligner le fait que
'actine polymérisée s’incorpore davantage entre les molécules de lipides que

'actine G. Ceci est la conséquence d'une part de la plus haute affinité de 1'actine F
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pour l'interface, et d'autre part de la présence de magnésium qui neutralise les

charges négatives des tétes polaires des lipides.

3.6. EFFET DE L'ACTINE SUR LE TRAVAIL DE COMPRESSION D'UN
FILM SELON LA TETE POLAIRE DES LIPIDES

3.6.1. Travail requis pour comprimer les films d’actine seule
Comme nous l'avons vu dans l'introduction, plus les interactions entre les
molécules formant un film sont nombreuses et fortes, plus ce film est rigide et, par

conséquent, plus le travail requis pour le comprimer sera grand.

La figure 42 montre que le travail nécessaire pour comprimer un filnr
d’actine G ou d’actine F seule (trait noir) augmente avec la concentration d’actine
et atteint un plateau pour des concentrations d’actine supérieures a 6,4 nM. Ced
vient confirmer que, plusil y a d’actine en sous-phase, plus il y a de molécules qui
remontent a l'interface mais, au-dela de 6,4 nM, l'interface est saturée de molécules
d’actine et les molécules en exces restent en sous-phase. De plus, nous observons
que le travail requis pour comprimer un film d’actine F est supérieur au travail de
compression d'un film d’actine G. Cela est probablement dii aux interactions qui
existent entre les monomeres qui forment un filament d’actine, interactions qui

n’existent pas dans le cas de I'actine G.

3.6.2. Travail requis pour comprimer les films formés de lipides seuls
Sur la figure 42, on remarque que, en absence d’actine, il faut plus de travail

pour comprimer les films de lipides mélangés au DMPC (symboles pleins sur la
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figure) que pour comprimer les films composés d'un seul lipide (symboles vides
sur la figure). Ced suggere qu’il se forme des interactions entre les molécules de
DMPC et les autres lipides, ce qui rigidifie le film. Le travail nécessaire pour

comprimer ces films est donc plus grand.

D’autre part, I’addition de 3 mM de MgCl, a la sous-phase provoque, pour
la plupart des lipides, une augmentation du travail de compression, sauf pour le

DMPC et le DMPA seuls (tableau 6).

3.6.3. Travail requis pour comprimer les films mixtes de lipides et d"actine

Nous observons des effets différents sur le travail de compression nécessaire
pour comprimer les films de lipides, selon que 1'on soit en présence d’actine G ou
de l'actineF en sous-phase (figure 42). En présence d’actine G, le travail requis
pour comprimer un film mixte d’actine et de lipides est, en général, égal a la
somme du travail pour comprimer le lipide seul et le film d’actine seule. Ceci est
un argument en faveur d'une absence d’interaction entre l’actine G etles molécules
de lipides. Les monomeres et les molécules de lipides se comportent
indépendamment les uns des autres a l'interface. Pour ce qui est de 'actine F, le
travail de compression d’un film mixte d’actine et de lipides est inférieur a la
somme du travail de l'actine seule et du lipide seul, et ceci pour les lipides purs,
c’est-a-dire non mélangés au DMPC. L’actine exerce donc sur ces films de lipides

un effet « fluidifiant », ce qui suggere une interaction de l'actine avec les lipides.
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Figure 42. Graphiques du travail de compression d’un film de lipides en présence
d’actine G (A) et d’actine F (B), en fonction de la concentration d’actine pour différents
lipides ou mélanges de lipides.
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Tableau 6. Travail requis pour comprimer les films de lipides sans actine, avec et sans
magnésium en sous-phase.

DMPC 6533 6128
DMPE 3443 4494
DMPS 2840 3379
DMPG 5982 7153
DMPA 1777 1247
DMPE +DMPC (1:1) 7315 8102
DMPS +DMPC (1:1) 5656 5657
DMPG + DMPC (1:1) 6178 8660
DMPA +DMPC (1:1) 4727 6318

Par contre, pour les films composés d'un lipide mélangé au DMPC, le travail pour
comprimer un film mixte de lipides et d'actine est égala la somme du travail pour
comprimer l'actine seule et les lipides seuls. Il semble donc que I'actine F ait moins

d'affinité pour les films lorsqu'ils contiennent du DMPC.

3.6.4. Conclusions surl'effet de I'actine surle travail de compression

L'actineG a un effet différent de l'actineF sur la rigidité des films. Les
molécules d’actineG semblent se comporter, durant la compression,
indépendamment des molécules de lipides, ce qui indique une absence
d’interaction entre I'actine G et les lipides. Par contre, l'actine F interagit avec les
molécules de lipides a l'interface et provoquent la fluidification du film. Ceci

indique que, contrairement a l'actine G, I'actine F interagit avec les molécules de
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lipides a l'interface. Toutefois, cette affinité de l’actine F est moins prononcée

lorsque les films sont composés du mélange d'un lipide avec du DMPC.
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Chapitre 1V: Discussion

4.1. REPRODUCTIBILITE DES EXPERIENCES

Pour chaque lipide ou mélange de lipides étudié, nous avons répété les
expériences de deux a trois fois et ce, autant avec l'actine F qu’avec l'actine G. La
comparaison des isothermes obtenus montre que nos expériences sont
reproductibles. Les valeurs d'aires moléculaires des lipides sont en deca des
normes d'erreur de 5% établies par Adamson [2]. De plus, nos isothermes sont tres
semblables a ceux obtenus lors d’expériences analogues faites par d’autres

expérimentateurs a Lyon.

Les isothermes que nous présentons sont ceux d'une seule expérience mais

qui a été répétée plusieurs fois pour s'assurer de la reproductibilité des résultats.

4.2, INTERACTION DE L'ACTINE AVEC LES LIPIDES

Les travaux antérieurs qui concernent l'interaction actine-lipides ont été faits
avec des liposomes et non avec des monocouches. De ces travaux, il a été établi que
I'actine G n’interagit pas avec les lipides membranaires de charge neutre ou
négative [10, 55, 75]. Par contre, si I’on ajoute des cations divalents, magnésium ou
calcium, l’actine polymérise et se fixe a la surface des liposomes. Il existe donc une
interaction entre l’actine F et les lipides membranaires neutres ou chargés
négativement. Il a été montré que les liens entre l'actine F et les lipides sont de
nature électrostatique [21, 31, 55, 71, 75]. L’interaction actine-lipides a été étudiée
par FTIR, qui permet de mettre en évidence des modifications de la bande amide I

de l'actine, par ultracentrifugation, qui permet d’isoler des complexes actine-
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lipides, et par DSC qui mesure 1’énergie impliquée lors de cette interaction. De
plus, la microscopie électronique a permis d’observer directement la formation de

cristaux bidimensionnels dactine a la surface des liposomes.

Nous avons complété ces études en utilisant la technique des monocouches,
qui permet de suivre le comportement de molécules de lipides situées a l'interface
air-eau et de mettre en évidence d’éventuelles interactions entre ces molécules de
lipides et d’actine. Cette technique a l'avantage de n’utiliser que de trés faibles
quantités de lipides et de protéines. Cependant, cette technique présente certaines
limites etla démonstration d'une interaction entre les molécules n’est pas toujours
évidente. Ainsi, nous avons montré que l'actine injectée en sous-phase déplace les
isothermes vers la droite. Cela ne signifie pas qu’il existe une interaction entre
'actine et les lipides. En effet, les molécules d’actine remontent a l'interface et
s'inserent entre les molécules de lipides sans qu’il y ait nécessairement interaction
entre les deux. Il est essentiel de faire un examen plus approfondi des résultats

pour montrer I’existence d’une interaction.

Ainsi, en ce qui conceme nos travaux avec l'actine F, deux résultats
permettent de confirmer l'existence d’une affinité entre l'actineF et les lipides.
Tout d’abord, a haute pression de surface, les isothermes des lipides sont déplacés
vers la gauche en présence d’actine, c’est-a-dire que les lipides ont une aire
moléculaire ap parente plus petite. Nous suggérons que, lors de la compression, les
molécules d’actine sont expulsées en sous-phase et entrainent avec elles des

molécules de lipides. Il doit donc exister une forte affinité entre les molécules
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d’actine F et les lipides. Un autre résultat qui vient confirmer l'interaction actine F-
lipides est que le travail nécessaire pour comprimer un film de lipides en présence
d’actine F est inférieur au travail pour comprimer un film de lipides seul et un film
d’actine d’actine F seul. Les autres résultats que nous avons obtenus, c’est-a-dire le
déplacement des isothermes vers la droite a basse pression de surface, I’analyse
des Ks, ou la contribution de 1’actinea 10 mN/m ne prouvent pas l'existence d'une
interaction, mais ne sont pas en contradiction avec l’existence d’une telle
interaction. Nos résultats sont donc en accord avec ceux qui ont été publiés par
d’autres auteurs, qui ont établi par d’autres techniques qu’il existe une interaction

entre l'actineF et les lipides [10, 55, 75].

En ce qui conceme nos travaux avec l'actine G, nos résultats sont en général
compatibles avec le fait qu’il n'y a pas d’interaction entre l'actine G et les lipides.
En particulier, le fait que le travail nécessaire pour comprimer un film d’actine G et
des lipides soit égal a la somme du fravail pour comprimer un film d’actine G seul
et un film de lipides seuls. Les deux molécules se comportent donc
indépendamment a linterface, avec apparemment aucune interaction entre les
deux. Par contre, un résultat est en contradiction avec cette conclusion et suggére
'existence d’une interaction entre l'actine G et certains lipides. Au cours de la
compression, et pour de hautes pressions de surface, les isothermes du DMPC, du
DMPG et du DMPA seuls, ainsi que ceux des mélanges de DMPS+DMPC et de
DMPG+DMPC sont déplacés vers la gauche en présence d’actineG. Deux

hypotheses peuvent expliquer cette contradiction :
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® Il existe une interaction entre l’actine G et ces lipides qui n"avait pas été mise en
évidence par les autres techniques.

@ Il est connu que certaines protéines changent de conformation, ou se dénaturent
a l'interface air-eau [90]. Elles exposent alors leurs groupements hydrophobes.
Ces groupements hydrophobes ont plus d‘affinité pour les lipides. Par
conséquent, lorsque ces protéines plongent en sous-phase, elles peuvent
entrainer avec elles des molécules de lipides. Cette hypothése nous parait plus
probable car elle ne contredit pas les travaux antérieurs. Nous n’avons
cependant aucune preuve pour démontrer cette hypothése et des travaux

complémentaires utilisant d’autres techniques sont nécessaires.

4.3. EFFET DE LA TETE POLAIRE SUR L' INTERACTION DES LIPIDES
AVEC L’ACTINE

Un des objectifs de notre travail est de déterminer si la nature de la téte
polaire a une influence sur l'interaction actine-lipides. En effet, Rioux et Gicquaud
[75], Laliberté et Gicquaud [55], St-Onge et Gicquaud [85, 86] ainsi que J.F. Comtois
[21] ont montré que cette interaction est de nature électrostatique. En conséquence,
la densité de charges sur la téte polaire devrait modifier l'affinité de I'actine pour
les lipides. Comme l’actine est chargée négativement, nous nous attendions a ce
que les lipides qui ont deux charges négatives, tels que le DMPS et le DMPG, aient
moins d’affinité que les lipides a une charge négative tel le DMPA, et moins
d’affinité que les lipides neutres tels le DMPC et le DMPE. Nos résultats montrent
que la nature de la téte polaire modifie bien l'interaction actine-lipides. Cependant,
il n’existe pas de relation entre la charge « théorique » du lipide et son affinité pour

I'actine. Ainsi, le DMPS qui a deux charges négatives, et le DMPA et le DMPG qui
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ont une charge négative n’attirent pas moins l’actine que le DMPE et le DMPC qui
ont une charge globale nulle. Cependant, il faut faire la distinction entre la charge
« théorique » d’un lipide et sa charge réelle dans un milieu particulier. En effet,
Herbette et al. [42] ont moniré, par diffraction des neutrons, que les cations
divalents, et en particulier le calcium, se fixent au niveau des tétes polaires du
DPPC et neutralisent la charge négative portée par le phosphate. Cette étude n’a
pas été faite avec d’autres lipides, tels le DMPC, le DMPE, le DMPS, le DMPG et le
DMPA, mais il est probable que le méme phénomeéne se produise avec ces lipides.
Les charges négatives des lipides sont donc en partie neutralisées par les cations
divalents. Comme on ignore la constante d’affinité des lipides pour ces cations, on
ne peut connaitre la charge réelle d’un lipide dans les conditions ioniques utilisées
au cours de nos expériences et, par conséquent, on ne peut prédire l'affinité de

'actine avec ces lipides dans ces conditions exp érimentales.

Un autre effet surl'attraction de l'actine F parles lipides que nous avons mis
en évidence est celui des cations divalents. Nos travaux ont montré que les
isothermes des films de lipides sans actine, sur du tampon F, qui contient du
magnésium, étaient légérement déplacés vers la droite par rapport aux isothermes
des films de lipides sans actine, sur du tampon G. De plus, les films de lipides sur
du tampon F ont une élasticité 1égérement inférieure et une rigidité plus grande
que les films des mémes lipides sur du tampon G. Selon Herbette et al. [42], les
cations divalents joueraient le rle de contre-ions des charges des tétes polaires de
tous les lipides, mais spécialement avec les lipides anioniques, soient le DMPS, le
DMPG et le DMPA. Ainsi, dans les expériences faites en présence de magnésium,
les charges négatives des tétes polaires des phospholipides seraient neutralisées

par les ions magnésium. La membrane devient alors chargée positivement. Cest
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cette neutralisation des charges négatives des lipides par le magnésium qui
explique en partie 'attraction de lI’actine F pour les lipides chargés négativement.
Les résultats obtenus par Herbette et al. permettent d’expliquer l'interaction, en
présence de cations divalents, de l'actine qui est chargée négativement avec les
lipides qui sont chargés négativement. Cependant, le travail de Herbette ef 4l. a un
point faible. L’auteur n’a regardé que le Ca®", qui neutralise les charges négatives
du phosphate, mais il n’a jamais mentionné lion Cl, qui accompagne le Ca**
lorsque l'on dissout le CaCl,. Ce contre-ion ne vient-il, pas neutraliser aussi les
charges positives qui se trouvent au niveau de la téte polaire de certains lipides tels

le DMPE, le DMPS et le DMPC?

4.4. COMPARAISON DE NOS RESULTATS AVEC CEUX DE J.F. COMTOIS

J.F. Comtois a étudié linteraction actine-lipides en utilisant comme
techniques la DSC et la microscopie électronique. Il a orienté sa recherche sur
'effet de la téte polaire des lipides sur l'attraction de l’actine. Comme il avait été
montré auparavant que l’actine G n’interagit pas avec des liposomes neutres ou
négatifs, Comtois a fait ses expériences seulement avec de l’actine F. Nous ne

pouvons donc comparer nos résultats a ceux de J.F. Comtois que pour l'actine F.

4.4.1. Rappel des résultats de ]J.F. Comtois

Avec des liposomes neutres, composés de DMPC seul, ainsi que d’un
mélange équimolaire de DMPE+DMPC, cet auteur a montré que 1’actine F se fixe a
la surface des liposomes par des liens électrostatiques, et forme des paracristaux
bidimensionnels. Avec des liposomes anioniques, les résultats obtenus sont

différents selon que les liposomes contiennent du DMPA, du DMPS ou du DMPG.
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Voyons tout d’abord ce qui se passe avec les liposomes qui contiennent DMPS ou

du DMPG.

Les liposomes qui contiennent du DMPS ou du DMPG induisent une
dépolymérisation de l'actine qui a été mise en évidence par microscopie
électronique, résultat qui a été confirmé par DSC. Selon cet auteur, les lipides
anioniques captent les ions magnésiumet il n’en reste plus sous forme libre dans le
milieu pour maintenir 'actine a 1’état polymérisé. L'effet du DMPS et du DMPG
sur l’actine F serait donc un effet indirect dii a la captation du magnésium plutot
qu’une fixation des lipides sur la molécule d’actine. De plus, I’auteur note aussi un
possible effet détergent de ces lipides, qui empécheraitla précipitation de l'actine

au cours de la dénaturation thermique dans le DSC.

Le DMPA étant un lipide anionique, il devrait donner les mémes résultats
que le DMPS et le DMPG. Or, les résultats de J.F. Comtois montrent que les
liposomes qui contiennent du DMPA donnent des résultats semblables a ceux
obtenus avec les liposomes neutres DMPC ou DMPE. Les thermogrammes des
liposomes formés par un mélange de DMPA+DMPC montrent que ces liposomes
sont constitués plutdt par des domaines de DMPA qui coexistent avec des
domaines de DMPC. L’auteur suggere que l’actine interagit alors avec les

domaines de DMPC et que le DMP A n’a que peu d’effet.

4.4.2. Comparaison de nos résultats avec J.F. Comtois

Bien que nous ayons travaillé avec les mémes mélanges de lipides que J.F.
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Comtois, il nous est difficile de comparer nos résultats avec les siens pour deux
raisons :

1) Les lipides dans un liposome sont dans un état différent des mémes
lipides dans une monocouche.

Nous avons déa mentionné que la technique des monocouches a l'avantage
sur les liposomes de n’utiliser qu'un faible nombre de molécules de lipides. Dans
les liposomes, les molécules de lipides forment une bicouche ot les molécules sont
trés pres les unes des autres. A l'interface d’un bain de monocouches, les molécules
de lipides sont trés espacées les unes des autres. Comme l’actine remonte a
l'interface air-eau en absence de lipides, il est logique que l’actine remonte aussi a
I'interface en présence de lipides en phase gazeuse. L’actine occupe alors les
espaces entre les molécules de lipides. Dans cette position, l'actine se trouve non
seulement au contact des tétes polaires, mais aussi des chaines acyles, alors que
'actine se trouve surtout au contact des tétes polaires des lipides d'un liposome.
Dans le cas de monocouches, de possibles interactions hydrophobes entre les

chalnes acyles et la protéine vont étre facilitées.

Le fait que l'actine remonte a l'interface en présence de lipides en phase
gazeuse ne signifie pas qu’il existe une interaction entre l’actine et ces lipides. Les
molécules d’actine occupent simplement les espaces entre les molécules de lipides.
Cependant, nos résultats ont établi que la nature de la téte polaire modifie la
contribution de l'actine F a linterface. En particulier, les lipides chargés
négativement augmentent la contribution de I’actine a I'interface davantage que les

lipides neutres. Cet effet n’est pas dii aux chaines acyles, car ce sont les mémes
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chaines myristoyl pour tous les lipides. Il semble que 1'actine rend plus compact a
'interface les molécules de lipides chargées négativement. Il existe donc bien une
interaction avec ces lipides, interaction influencée par la téte polaire.

2) Le magnésium utilisé dans les expériences de J.F. Comtois était présent

en quantité insuffisante.

Pour interpréter ses résultats, Comtois a suggéré qu’il n'y avait pas
suffisaimment de magnésium dans le milieu pour maintenir I'actine polymérisée.
Herbette [42] a montré que les phospholipides captent les cations divalents en
solution. Dans les expériences de J.F. Comtois, le rapport lipides/cations étaitde 7
molécules de lipides (14 mM) pour 1 ion magnésium (2 mM). En posant
I'hypothese qu'une molécule de lipide sur 10 capte un ion magnésium, il ne reste
que 0,6 mM de magnésium libre et, par conséquent, l'actine F dépolymérise. Dans
nos expériences en monocouche, nous avons étalé 3,6 x 10" molécules de lipides a
l'interface pour 2,1x10*' ions magnésium en sous-phase (3 mM), soit un rapport
d’environ 1/57 000. Méme si, dans une monocouche, chaque molécule de lipide
capte un ion magnésium, il reste tout de méme une concentration de magnésium
en sous-phase de 2,9999 mM. Il en reste donc suffisamment pour maintenir
l'actine F sous forme polymérisée. Guillaume Grenier, qui a fait des expériences de
cristallisation de l’actine sur support Langmuir-Blodgett [40], a observé des
paracristaux d’actine en microscopie électronique, aux mémes concentrations
d'actine et de magnésium que nous avons utilisées. Ceci est un argument qui nous
permet de dire que le magnésium libre dans le milieu est présent en quantité

suffisante pour maintenir l'actine polymérisée en filaments.



93

Nous avons établi une corrélation entre la téte polaire et la contribution de
'actine a l'interface, et classé I’effet de la téte polaire sur l'attraction de l'actine F.
Cependant, nous ne pouvons comparer nos résultats a ceux de J.F. Comtois car les

conditions ex périmentales sont trop différentes.

4.4.3. Résultats obtenus avec les films composés d'un seul lipide

Un avantage de la technique des monocouches est qu’il est possible
d’utiliser des lipides purs. Par contre, certains lipides, tels le DMPS, le DMPG et le
DMPA, ne forment pas de liposomes dans les conditions ioniques qui sont
compatibles avec celles que nous avons utilisées pour étudier l'actine [21]. ].F.
Comtois a donc di utiliser des lipides mélangés au DMPC pour former des
liposomes. L’interprétation de ses résultats est parfois difficile car on ne peut

différencier ce qui est dii au lipide étudié de ce qui est di au DMPC.

Nos résultats montrent que les lipides n’ont pas le méme effet sur l’actine
s’ils sont purs ou mélangés au DMPC. Ainsi, nous avons établi que la contribution
de l'actineF a la surface est plus grande en présence d'un lipide seul qu’en
présence du méme lipide mélangé au DMPC. Le DMPC réduit donc l'interaction
de l'actine pour le lipide. Pourtant, le DMPC seul ne repousse pas 1’actine de
'interface. Le méme phénomeéne peut étre observé avec I’actine G. Cette conclusion
est confirmée par l'analyse du travail de compression de films de lipides en
présence d’actine (page 81). L’actineF exerce sur les films de lipides un effet
fluidifiant qui est moins important lorsque les films sont composés par un lipide
mélangé au DMPC, donc que l'actine F a moins d’affinité pour les lipides en

présence de DMPC.
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4.4.4. Conclusions surla comparaison de nos travaux avec ceux de J.F. Comtois
L’objectif de notre travail était le méme que celui de Jean-Frangois Comtois,
c'est-a-dire d’étudier quel est l'effet de la téte polaire des lipides sur leur
interaction avec l’actine, mais en utilisant une autre technique, celle des
monocouches. Nous avons bien établi que la téte polaire des lipides influence
I'interaction avec l'actine. Cependant, il n’est pas possible de comparer nos
résultats avec ceux de Comtois, car les méthodes et les conditions expérimentales
ne sont pas comparables. En effet, la captation d’une grande partie du magnésium
par les lipides dans les expériences de J.F. Comtois a entrainé une
dépolymeérisation de l'actine et les résultats qu’il a mesurés n’ont finalement rien a
voir avec l'affinité des lipides pour l'actine. La comparaison de nos résultats est
donc au départ impossible. Idéalement, il faudrait refaire les expériences de
Comtois avec une concentration fixe de magnésium libre dans le milieu, pour tous

les lipides étudiés.

4.5. PROPOSITION D'UN MODELE IN VIVO D'INTERACTION DIRECTE
DE L'ACTINE AVEC LES LIPIDES MEMBRANAIRES

Comme nous I'avons mentionné en introduction, l’actine est un composant
du cytosquelette, et elle joue aussi un role important dans la motilité des cellules.
D'autre part, l'actine se retrouve dans le cytoplasme sous forme globulaire,
séquestrée par des ABP, ainsi que sous forme filamenteuse. Les filaments d'actine
s'organisent en différents arrangements selon leur fonction. Par exemple, les
filaments situés immédiatement sous la membrane forment un réseau

bidimensionnel, alors que les filaments qui servent de fibres de traction de part en
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part de la cellule sont organisés en faisceaux.

Nous avons vu que les filaments d'actine doivent étre liés a la membrane. 1
est admis dans la littérature que I'ancrage des filaments dans la membrane se fait
par l'intermédiaire d'ABP membranaires. Toutefois, les recherches menées dans
notre laboratoire avec des membranes artificielles composées uniquement de
lipides ont montré que l'actine peut se lier directement aux lipides membranaires
par un mécanisme électrostatique. Les résultats de mes propres travaux sont en
accord avec cette conclusion. Toutefois, cette interaction actine-membrane repose
sur des expériences qui ont été faites in vitro et peut difficilement étre mise en
évidence directement in vivo. Cependant, cette interaction se fait in vitro dans des
conditions ioniques comparables a celles qui existent in vivo. En effet, dans une
cellule de mammifere, la concentration du magnésium est de 1'ordre de 1 a 8 mM
et celle des ions monovalents (potassium, sodium) d'environ 150 mM [58].
L’interaction directe actine-lipides apparait donc comme possible. Le mécanisme
d'interaction entre l'actine et une membrane en présence de cations a déja été

proposé par notre laboratoire [10, 36] et est illustré a la figure 43.

??W%W?

Figure 43. Mécanisme proposé pour [’interaction actine-lipides lorsque des cations
divalents sont présents dans le milieu, d’apres Gicquaud et Wong [36].
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Les cations neutralisent charges négatives de la téte polaire des lipides qui
deviennent alors des lipides cationiques. L'actine, qui a des charges négatives en
périphérie est attirée par ces charges positives et interagit avec la membrane de la
cellule. Ce modéle d'interaction actine-membrane que nous proposons ne remet
pas en question le mécanisme qui implique des ABP membranaires. Une
interaction électrostatique entre l'actine et les lipides pourrait constituer un

deuxiéme type d'interaction dont le rdle reste a définir.

4.6. CRITIQUE DE LA TECHNIQUE DES MONOCOUCHES ET
SUGGESTIONS DE TRAVAUX COMPLEMENTAIRES

Nos résultats montrent qu'il existe un effet dela téte polaire sur l'interaction
des lipides avec I'actine. En principe, nous nous attendions a ce que l’actine, qui est
chargée négativement, soit moins attirée par les lipides qui ont deux charges
négatives, que ceux qui ont une charge négative, et que ceux qui ont une charge
globale nulle. Or, nous n‘avons pas pu établir une telle relation entre le nombre de
charges sur la téte polaire et l'affinité pour l’actine. L’hypothése que nous
présentons est que certaines charges de la téte polaire des lipides sont neutralisées
par les cations, en particulier les cations divalents. La charge d’un lipide dépend
donc du nombre possible de charges sur la téte polaire, mais aussi de l'affinité de
la téte polaire pour les cations. La mesure de la constante d'affinité des lipides pour
le magnésium permettrait de vérifier cette hypothese. Cette mesure peut se faire
par I'expérience suivante : des liposomes composés de chacun des lipides sont mis
en présence d’une quantité connue de magnésium. Apres un temps d'incubation
déterminé, on centrifuge la solution de liposomes et on dose le magnésium dans le

surnageant.
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Un point que nous n'avons pu résoudre, et qui a limité l'interprétation des
résultats, est que nous ne savons pas le nombre de molécules d'actine qui
remontent a l'interface. Il n’a donc pas été possible de mesurer l'aire occupée par
un monomere d’actine a l'interface. Il existe plusieurs fagons de mesurer la
quantité d’actine a l'interface et que nous n'avions pas a notre disposition a Lyon.
L"une d’elles consiste a marquer l’actine avec un isotope radioactif puis de mesurer
la radioactivité a l'interface [2, 38, 39]. Cette technique est largement utilisée dans
I'étude des protéines en monocouches et permet d’avoir une estimation du nombre

de protéines qui sont a I'interface.

Une autre technique d'intérét consisterait a effectuer des cinétiques de
remontée de l'actine a l'interface. La vitesse de remontée de la protéine pour un
lipide donné étalé a l'interface, nous donne l'affinité de cette protéine pour le lipide
[9]. Si I'on change le lipide a l'interface, on devrait s’attendre a ce que la vitesse de
remontée de la protéine change elle aussi. La technique consiste a étaler une
quantité connue de lipides a l'interface. L'aire du bain est fixe tout au long de
I'expérience. La pression de surface initiale est donc constante elle aussi. On injecte
ensuite une quantité connue d’actine dans la sous-phase, puis on mesure la
pression de surface en fonction du temps. Lorsque l’on n’enregistre plus
d’augmentation de la pression de surface, toutes les molécules sont a l'interface
[20, 25]. Cette technique a été utilisée pour différentes protéines: I'albumine de
sérum bovin (BSA) [37, 55, 61], la pepsine [61], le lysozyme [61, 80, 95],
I'ovalbumine [9, 62], I'alpha et la gamma globulines [19, 80], les cytochromes [41,
53, 67, 77], les lipoprotéines de haute densité (HDL) [14], et plusieurs autres

protéines [11, 80].
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Chapitre V: Conclusions

Le but de nos travaux était de déterminer si la téte polaire influence
l'interaction des lipides avec I'actine. Nos travaux montrent que la nature de la téte
polaire a un effet sur l'interaction des lipides avec I'actine. Toutefois nous n’avons
pu établir de relation entre la nature de la téte polaire d'un lipide, en particulier le
nombre de charges négatives, et son affinité pour I'actine. Nous suggérons que les
ions présents dans le milieu neutralisent certaines charges des lipides et de l’actine
et, par conséquent, changent les attractions électrostatiques entre la protéine et les
lipides. Nous avons cependant établi qu‘il y a un effet de 1’état de 'actine sur son
interaction avec les lipides : 'actine G est davantage attirée par les lipides neutres
alors que l'actine F a plus d’affinité pour les lipides négatifs. La présence de cations
divalents dans le milieu lors des expériences avec l’actine F expliquerait la

différence d’affinité des deux formes d’actine.

D’autre part, nous devions déterminer si la présence de DMPC dans les
membranes a un effet sur l'attraction de l’actine. Nos résultats ont montré que
'actine G et l’actine F ont plus d’affinité pour les monocouches quine contiennent
pas de DMPC. Par conséquent, le DMPC diminue l'affinité des autres lipides pour
'actine. Comme le DMPC seul attire aussi l’actine, nous concluons que le DMPC
organise les molécules de lipides en complexes qui ont moins d’affinité pour

I"actine.
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ANNEXE A
Isothermes des films de lipides seuls en présence et en absence
d’actine G et les courbes de Ks correspondantes
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Isothermes des films de lipides mélangés au DMPC en présence
et en absence d’actine G et les courbes de Ks correspondantes
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Isothermes des films de lipides seuls en présence et en absence

d’actine F et les courbes de Ks correspondantes
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ANNEXE D
Isothermes des films de lipides mélangés au DMPC en présence
et en absence d’actine F et les courbes de Ks correspondantes
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