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RÉSUMÉ 

L'actine est une protéine impliquée dans les phénomènes de contraction musculaire 

et de motilité cellulaire. C'est aussi une des composantes du cytosquelette. Cette 

protéine n'a jamais été cristallisée à l'état pur. Cependant, notre laboratoire a trouvé 

que l'actine peut se fixer à la surface de liposomes chargés positivement et former 

des structures cristallines. Cette technique a cependant des limites car les liposomes 

sont des structures sphériques, et la qualité des cristaux est affectée par le rayon de 

courbure. L'objectif de notre travail est de définir les conditions où l'actine forme 

des cristaux bidimensionnels sur une surface plane. 

Nous avons tout d'abord étudié les interactions actine-lipides à l'aide de la 

technique des monocouches. Nos résultats montrent que l'actine injectée en sous­

phase remonte à l'interface air-eau. L'adsorption des molécules d'actine, qui 

possède une charge négative, est favorisée par la présence, à l'interface, d'un film de 

lipides chargés positivement. Cette interaction qui est de nature électrostatique est 

augmentée par la présence de MgClz en sous-phase. L'interaction actine-lipides est 

maximale avec un film de lipides chargés positivement (DLPC:SA [70:30]) étalé sur 

un tampon contenant 3 mM de MgClz et 1,1 Ilg/ml d'actine. Cependant, nous 

n'observons pas de cristaux bidimensionnels d ' actine à l'interface dans ces 

conditions. 

Par la suite, dans une série d'expériences en microscopie électronique, nous avons 

étudié l'influence de la concentration en actine, de la concentration en MgC12 et de 
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la quantité de lipides étalés à l'interface air-eau. Nos résultats montrent qu'il y a 

formation de cristaux bidimensionnels d'actine à l'interface lorsque des lipides 

chargés positivement (DLPC:SA [70:30]) en excès d'un facteur 2, sont étalés sur un 

tampon contenant 3 mM de MgCl2 et 10 Jlg/ml d'actine. Ces cristaux 

bidimensionnels d'actine se forment à partir d'imperfections du film de lipides. Ils 

sont faits de filaments parallèles juxtaposés en phase, et dont la périodicité latérale 

est de 37,5 nm. Le diamètre des filaments est de 8 nm et la distance moyenne entre 

les filaments est d'environ 4,8 nm. Notre étude montre également que la fluidité de 

la membrane est un facteur important pour la formation de cristaux bidimensionnels 

à l'interface. Lorsque nous utilisons un mélange de lipides plus fluide 

(EYPC:SA [75:25]), nous obtenons des cristaux bidimensionnels plus compacts. 

Ces cristaux ont la même morphologie que ceux obtenus avec des mélanges 

DLPC:SA (70:30) mais la distance moyenne entre les filaments est plus petite, de 

l'ordre de 1,7 nm. 

Dans ce travail, nous avons également développé une technique de cristallisation 

bidimensionnelle de l'actine sur support solide basée sur la méthode de Langmuir­

Blodgett, modifiée par Uzgiris. Cette méthode consiste à transférer une bicouche 

constituée de lipides chargés positivement sur une grille de microscopie électronique 

recouverte de Formvar™-carbone. Lorsque cette grille recouverte d'une bicouche de 

lipides est déposée sur une préparation contenant 80 Jlg/ml d'actine et 2 mM de 

MgCI 2 , l'actine en contact avec cette bicouche polymérise en cristaux 

bidimensionnels. Ces cristaux sont faits de filaments parallèles de 7 nm de diamètre, 

juxtaposés en phase, et dont la périodicité latérale est de 37,5 nm. Ces cristaux se 

forment à partir de germes de cristallisation qui sont des imperfections dans la 

membrane. Selon l'endroit où se forment les cristaux, leur morphologie est 
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différente. Au milieu de la grille, la distance entre les filaments qui contient le cristal 

est de l'ordre de 15 nm. Par contre, sur le bord d'un barreau de grille de microscopie 

électronique, la distance entre les filaments est <2,7 nm. L' avantage de cette 

méthode est de former, en peu de temps et avec peu d'actine, de grands cristaux 

bidimensionnels. La technique que nous avons mise au point permet la formation de 

cristaux bidimensionnels qui pourraient être utilisés pour l'étude des cristaux 

d'actine par microscopie à champ proche. 

L'ensemble des résultats nous permet de proposer un mécanisme de formation des 

cristaux bidimensionnels de l'actine à la surface des lipides. Selon ce mécanisme, la 

formation de cristaux bidimensionnels se fait à partir d'imperfections membranaires 

qui servent de germes de cristallisation. De plus, le MgCl2 joue un rôle clef en 

augmentant l'affinité de l' actine pour les lipides et l'attraction latérale entre les 

filaments d'actine. 
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1 

CHAPITRE 1: INTRODUCTION 

1.1. Généralités sur l'actine 

Depuis sa découverte dans le muscle strié dans les années '40, puis dans les cellules 

non musculaires dans les années '60, l'actine, protéine cytoplasmique qui se trouve 

dans toutes les cellules eucaryotes, est l'une des protéines les plus étudiées en 

biologie cellulaire. L'engouement pour l'étude de cette protéine s'explique par son 

implication dans de nombreuses fonctions cellulaires, dont trois principales: la 

contraction musculaire, le maintien de l'architecture cytoplasmique et la motilité 

des cellules non musculaires (Pollack 1990; Stossell994; Nodder & Martin 1997). 

L'actine participe à un grand nombre de fonctions cellulaires en s'associant avec 

d'autres protéines qu'on appelle les protéines de liaison à l'actine ou ABP 

(de l'anglais Actin Binding Protein). C'est donc en partie l'association avec un type 

d'ABP qui permet à l'actine de jouer un rôle particulier dans la cellule. 

Comme exemple d'ABP, citons la profiline. Cette protéine se lie aux monomères 

d'actine (actine G) et inhibe sa polymérisation en filaments (actine F). Cette 

association profiline-actine G permet à certaines régions du cytoplasme d'être peu 

visqueuse (état de sol). Par contre, lorsque la profiline est inhibée, l'actine peut 

polymériser et le cytopasme devient visqueux (état de gel). La transformation (gel­

sol) du cytoplasme est une étape clef de la motilité des cellules non musculaires. Le 

tableau 1 dresse une liste des principales protéines liant l' actine. 
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Tableau 1. 
Liste des principales protéines liant l'actine (ABP) (Wolfe 1993; Comtois 1994; 
Maillet 1995; Schutt et al. 1995a). 

Nom de la 
protéine 

a-actinine 

Caldesmone 

Filamine 

Fimbrine 

Fodrine 

Gelsoline 

Myosine 

Myosine II 

Ponticuline 

Spectrine 

Source 

plupart des cellules 

plupart des cellules 

muscle lisse et 

macrophages 

bordures en brosse 

plupart des cellules 

macrophages, 

cerveau, plasma et 

plaquettes 

plupart des cellules 

muscle 

Dictyostelium et 

neutrophiles 

plupart des cellules 

Taline muscle lisse et 

plaquettes 

Tropomyosine cellules musculaires 

Villine 

Vinculine 

et plupart des cellules 

bordures en brosse 

plupart des cellules 

Fonction 

Lie l'actine au complexe taline-vinculine 

Se lie à la tropomyosine et à l'actine et empêche la 

formation d'actomyosine 

Assure la réticulation des filaments 

Lie les filaments pour former des faisceaux 

(fasciculation) 

Lie les filaments d'actine les uns aux autres 

Induit la nucléation de l' actine, recouvre l'extrémité 

des filaments d'actine et fragmente les filaments 

Permet le glissement des filaments les uns par 

rapport aux autres 

Responsable des mouvements de déplacement le 

long des filaments d'actine 

Site de nucléation de l'actine sur les membranes 

Ancrage latéral des filaments d'actine sur la 

membrane plasmique 

Lie l' actine à la membrane plasmique via la 

vinculine. Site de nucléation de l'actine 

Contrôle l'interaction actine-myosine 

Dépendant de la concentration en Ca2+, elle permet 

la nucléation ou la fragmentation du filament 

d'actine 

Lie l'a-actinine et la taline. Lie aussi l'actine 

directement à la membrane plasmique 
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Certaines ABP sont fixées aux membranes. Citons la ponticuline qui intervient, via 

sa portion cytoplasmique, dans l'ancrage latéral des filaments d' actine à la 

membrane plasmique (figure 1). Dans ce cas, la liaison de la ponticuline à l'actine 

contribue à la formation de pseudopodes (Luna et al. 1981; 1984; 

Wuestehube & Luna 1987). 

Filament 
d'actine ------

Figure 1. 

Membrane 
plasmique 

Schéma montrant l'association d'un filament d'actine à la membrane plasmique via 
la ponticuline. 

Le Groupe de Recherche en Biotechnologie des Membranes (GRBM) de 

l'Université du Québec à Trois-Rivières a mis en évidence une interaction entre 

l'actine et les lipides membranaires sans l'implication d' ABP. Ce groupe propose un 

modèle d'interaction électrostatique entre les lipides et l' actine. Cette interaction 

nécessite la présence des cations divalents comme le Mg2
+ ou le Ca2 

+ 

(Rioux & Gicquaud 1985; Laliberté & Gicquaud 1988; St-Onge & Gicquaud 1988; 

1990; Gicquaud 1995). Il existe donc deux possibilités d'interaction entre l'actine et 

les membranes: une interaction par l'intermédiaire de protéines et une interation 

directe avec les lipides. 

Les résultats obtenus par le GRBM montrent aussi que l'association de l'actine aux 

lipides membranaires conduit dans certains cas à la formation de cristaux 
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bidimensionnels d'actine à la surface des liposomes. Ces cristaux bidimensionnels 

sont constitués par des filaments juxtaposés et en phase. 

Ces résultats ont orienté les travaux du GRBM vers deux objectifs: d'une part, 

identifier le rôle des interactions actine-lipides dans la cellule, et d ' autre part, 

développer une méthode permettant de former des cristaux bidimensionnels d'actine 

pour en faire l'étude cristallographique. 

1.2. Polymérisation de l'actine 

L'actine existe sous deux formes: le monomère ou actine globulaire, appelé actine G 

et le polymère qui a une structure filamenteuse, appelé actine F. 

Figure 2. 
Schéma montrant la structure de l' actine monomérique (actine G) obtenue par 
diffraction des rayons X (tiré de Mannherz 1992). 
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Le monomère, illustré à la figure 2, est composé d'une séquence de 375 acides 

aminés, et a une masse moléculaire de 42 kDa (Mannherz 1992). Il a une structure 

globulaire de 35 x 55 x 55 Â, organisée en deux domaines qui sont à leur tour 

subdivisés en deux sous-domaines (Darnell et al. 1986). Les deux domaines 

principaux sont réunis par un complexe cation-nucléotide, le Mg-ADP ou le Mg­

ATP. En absence de cation divalent, l'actine se dénature. Le monomère d'actine 

possède une charge globale négative à pH neutre. Il a plusieurs sites de haute, 

moyenne et faible affinités pour les cations divalents. 

L'actine F est composée de monomères disposés en deux brins qui s'enroulent pour 

former une double hélice. Cette double hélice a un diamètre de l'ordre de 7 nm et 

une longueur pouvant atteindre près de 1 /lm. La périodicité ou le pas de cette hélice 

est de 37,5 nm. 

Le mécanisme de polymérisation comprend trois étapes: la nucléation, l'élongation 

et la phase stationnaire. 

1.2.1. La nucléation 

La polymérisation de l'actine débute par la formation d'un nucléus constitué de trois 

monomères. La formation de ce nucléus résulte d'un changement de conformation 

des monomères, induit par les cations divalents, généralement le Mg2
+ ou le Ca2

+ 

qui se lient aux sites de moyennes affinités des monomères (Pollard 1986; 1990). 



2+ 
A + Mg 

A*Mg + A*Mg 

[A*Mg]2 + A*Mg 

..... .---..... ~ A*Mg 

..... .---..... ~ [A*Mg] 2 

..... .---..... ~ [A*Mg]3 

(1.1) 

(1.2) 

(1.3) 
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Le nucléus est un trimère. En effet, le nucléus doit être une structure stable à partir 

de laquelle croissent les filaments. Or les dimères sont instables car les liens entre 

deux monomères sont faibles. L'ajout d'un monomère au dimère augmente le 

nombre de liaisons entre les monomères, ce qui résulte en une structure plus stable. 

1.2.2. L'élongation 

L'élongation consiste en l'addition de nouveaux monomères à partir du nucléus, ce 

qui forme un filament. 

Chaque nouveau monomère qui s'ajoute au filament contient un ATP. Cet ATP sera 

par la suite hydrolysé, mais avec un temps de latence. Durant la croissance du 

filament, les extrémités sont donc constituées de monomères actine-ATP et la partie 

centrale de monomères actine-ADP. On dit alors que le filament est A TP-capped. Le 

rôle du cap de monomères ATP est d'empêcher la dépolymérisation des extrémités 

car les monomères ATP-actine sont plus fortement liés au polymère que les 

monomères ADP-actine. 
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Lorsqu'il y a dépolymérisation, les monomères ADP-actine libérés vont échanger 

leur ADP avec l'ATP du milieu et redevenir des monomères ATP-actine (figure 3). 

ATP 

( 
p. 

1 

Polymérisation 
Figure 3. 
Schéma montrant le phénomène d'échange de nucléotides de l'actine. On note qu'il 
existe des modifications dans la conformation du monomère au cours des échanges 
de nucléotides (tiré de Alberts et al. 1994, modifié). 

1.2.3. Phase stationnaire 

Les deux extrémités du filament ne sont pas identiques. Une des extrémités a plus 

d'affinité pour les monomères. C'est l'extrémité à croissance rapide ou barbed end. 

L'autre extrémité est l'extrémité à croissance lente ou pointed end. 
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Pointed end et barbed end sont définies par la décoration des filaments d' actine à 

l'Heavy meromyosin (HMM). L'HMM se fixe sur les filaments d'actine avec un 

certain angle. On obtient ainsi une structure dite en arête de poisson. 

En conséquence, à l'équilibre, l'extrémité à croissance rapide va continuer à croître 

par addition de monomères ATP-actine. L'extrémité à croissance lente va libérer des 

monomères ADP-actine dans le milieu. Ce phénomène est appelé le treadmilling. 

Ainsi, il y a de part et d'autre du filament, pertes ou ajouts de monomères. 

S'il n'y a plus d'ATP dans le milieu pour phosphoryler les monomères ADP-actine 

en ATP-actine, le treadmilling s'arrête. 

1.3. Les structures de l'actine filamenteuse 

L'étude de la structure d'une protéine est importante pour comprendre son 

fonctionnement. Connaître la structure de l'actine permettra de comprendre les 

nombreuses fonctions qui en dépendent. Cependant, la détermination de la structure 

de l'actine filamenteuse à l'échelle atomique n'a jamais été résolue pour différentes 

raisons, en particulier à cause de ses multiples conformations et surtout parce que 

cette protéine est difficile à cristalliser. 

Les différents modèles atomiques proposés pour l'actine F ont été élaborés à partir 

de co-cristaux d'actine et de DNAse ou de profiline. Les auteurs qui ont élaboré ces 

modèles, en arrivent à des structures différentes selon les techniques utilisées. Voici 

une courte revue de la littérature des modèles proposés pour l'actine F. 
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1.3.1. Modèle de Heidelberg de l'actine filamenteuse 

Le nom de ce modèle est attribué en l'honneur de la ville allemande où ont été 

effectués les travaux qui ont conduit à ce modèle. Ce modèle de l'actine F fut 

élaboré par Holmes et al. (1990) à partir d'un patron de diffraction de rayons X d'un 

gel d'actine F orienté, stabilisé avec de la phalloïdine (Popp et al. 1987), ainsi que de 

la structure atomique de l'actine G obtenue par diffraction de cristaux de complexe 

DNase I:actine (Kabsch et al. 1990). 

Dans l'élaboration de ce premier modèle, Holmes et ses collègues ont considéré 

l'actine G comme une structure rigide ayant une dimension de 35 x 55 x 55 Â. Par 

calcul de probabilités, les auteurs ont associé, de façon théorique, les monomères à 

différents angles de rotation jusqu'à ce que ceux-ci forment un filament. La structure 

théorique d'un filament a été obtenu en enlevant plusieurs séries d'acides aminés du 

monomère avec l'aide d'un logiciel de mutagénèse dirigée (Holmes et al. 1990). 

Pour palier à la faiblesse de ce premier modèle, d'autres équipes ont par la suite 

repris les mêmes données initiales et élaboré un second modèle, mais cette fois en 

tenant compte des encombrements stériques et des forces d'interactions entre les 

monomères qui peuvent affecter les domaines du monomère au sein du filament 

(Lorenz et al. 1993; Tirion et al. 1995). Les auteurs ont utilisé de nouveaux logiciels 

possédant des algorithmes plus élaborés. Ils ont obtenu un filament formé par 

13 molécules par demi-pas de 37,75 nm et dont le diamètre est de 9,5 nm. Ce 

filament est stabilisé par de nombreuses interactions entre les monomères qui sont 

détaillées par Tirion et al. (1995). 
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1.3.2. Modèle de transition ruban-hélice de l'actine filamenteuse 

Ce modèle, très contesté, a été proposé par l'équipe de Schutt à partir de l'analyse 

des cristaux mixtes de profiline-actine (Schutt et al. 1989; 1993; 1994; 1995b). 

Selon ce modèle, les filaments d'actine existent sous deux conformations: la forme 

en double hélice et la forme en ruban, d'où le nom, modèle transition ruban-hélice. 

C'est la transition entre la conformation hélice et la conformation ruban qui serait à 

la base du mécanisme de la contraction musculaire. 

1.3.3. Modèle de Egelman-Padron de l'actine filamenteuse 

Une critique qui est souvent formulée, concernant les modèles précédents, est qu'ils 

ont été élaborés à partir d'actine in vitro. Egelman & Padron (1984) ont utilisé une 

stratégie complètement différente pour élaborer un modèle structural de l'actine 

filamenteuse. Les auteurs ont établi leur modèle à partir de patrons de diffraction des 

rayons X d'une fine section de muscle de grenouille (Sartorius sp.) au repos et de 

mesures directes, par microscopie électronique, à partir de filaments isolés. 

Les résultats montrent que in vivo, le filament est une double hélice à droite 

(two right-handed) dont le pas est de 36 nm, que ce filament est fait de deux brins, 

constitués chacun de 13 monomères par tour qui se succèdent avec un angle de 

rotation de 1660
• Le diamètre du filament est de 10 nm. 
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1.3.4. Modèle du "Fluttering Wings" ou du "doux battement d'ailes" 

Ce modèle développé par l'équipe de Grazi veut d'abord répondre à une question: 

"Pourquoi le filament d'actine a des diamètres différents (entre 5 et 10 nm) selon la 

technique utilisée (Grazi 1997)?". 

Les travaux de Grazi montrent que le diamètre du filament d'actine varie avec la 

concentration d'actine (Grazi et al. 1993; 1994; Schwienbacher et al. 1995). 

L'équipe de Grazi explique ce phénomène par des influx et des efflux d'eau à 

travers le filament. Cette circulation d'eau ferait varier significativement 

l'orientation des monomères, leurs contacts, et par conséquent, leur conformation. 

1.4. Les paracristaux d' actine 

Pour déterminer la structure de l'actine F, il existe plusieurs méthodes. L'une d'elles 

consiste à fabriquer des paracristaux d'actine. Les paracristaux sont des structures 

constituées de filaments d'actine d'un diamètre de 7-8 nm, disposés parallèlement et 

en phase. Ils ont donc en général une périodicité transversale égale au pas de l'hélice 

soit 37 nm. Ces paracristaux se forment soit en solution, soit sur des surfaces 

donnant alors des cristaux de type bidimensionnel. 

Il existe plusieurs hypothèses de mécanisme de la contraction musculaire. Connaître 

la structure du filament d' actine en détail permettra d'éliminer ou au contraire de 

renforcir certaines de ces hypothèses. 
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1.4.1. Paracristaux obtenus en solution 

Les premiers paracristaux d'actine ont été obtenus par Hanson en 1967. Ces 

paracristaux se forment lorsque l'actine est mise en présence d'une concentration de 

MgCh supérieure à 20 mM. 

Par la suite, Kawamura & Maruyama (1970) ont préparé trois types de paracristaux 

(types l, II et III). Ces paracristaux sont obtenus en mettant l'actine en présence de 

0,1-0,2 M de KCI et 0,4 mM d'ATP dans un milieu à pH égal au point isoélectrique 

de l'actine (pH 4,5). Les paracristaux de type l sont formés par recouvrement de 

filaments les uns sur les autres de façon périodique. Le type II se présente sous 

l'aspect d'un filet, c'est-à-dire que les filaments d'actine sont entrecroisés. Enfin le 

type III est semblable aux paracristaux de Hanson. 

Vers la fin des années '70, l'équipe de dos Remedios a obtenu des "microcristaux" 

d'actine en présence de fortes concentrations d'ions de la famille des Lanthanides, 

dont le gadolinium (Gd3+) (dos Remedios & Dickens 1978; Barden et al. 1981a; 

1981b). Ces microcristaux formés en présence de Gd3+ sont composés de 

monomères d'actine disposés en feuillet de façon très ordonnée. Ces microcristaux 

de dos Remedios possèdent une bonne résolution pour la diffraction électronique en 

raison de la forte cohésion modulaire. Néanmoins, ces cristaux ont été obtenus en 

présence d'ions Gd3
+, qui n'existent pas dans les cellules. La conformation de 

l'actine dans ces cristaux n'est probablement pas celle qui existe in vivo. L'analyse 

cristallographique n'a donc pas été poursuivie. 
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1.4.2. Cristaux bidimensionnels d'actine formés à la surface des lipides 

Des cristaux bidimensionnels d'actine ont été faits à la surface de liposomes 

constitués de lipides chargés positivement (Laliberté & Gicquaud 1985) ou de 

lipides neutres en présence de MgClz (St-Onge & Gicquaud 1990). L'idée de 

l'équipe de Gicquaud, d'utiliser des liposomes pour former des cristaux 

bidimensionnels d'actine à leur surface, est certes excellente, mais ces cristaux 

bidimensionnels ont une surface courbe. Cette technique a donc été modifiée par 

d'autres auteurs pour former des cristaux bidimensionnels plans. 

Les équipes de Ward (1990) et de Taylor & Taylor (1992) ont fabriqué de tels 

cristaux bidimensionnels d'actine sous des monocouches de lipides chargés 

positivement à l'interface air-eau. Les résultats obtenus par ces équipes sont 

semblables à ceux de Gicquaud en termes d'organisation structurale du cristal. 

Cependant, bien que les structures cristallines obtenues soient planes et de grande 

surface, leur production est sujette à plusieurs aléas techniques que nous 

développerons à la section 1.5.3. 

Les cristaux bidimensionnels de protéines constituent un matériel intéressant pour 

l'analyse cristallographique des protéines. En effet, grâce à de nouvelles techniques, 

la diffraction électronique combinée à la cryomicroscopie, il est possible de 

déterminer la configuration des protéines avec une bonne résolution 

(DeRosier & Klug 1968; Bremer et al. 1992; Chiu & Schmid 1997). De plus, à 

partir de cristaux bidimensionnels formés à l'interface air-eau ou lipides-eau, il est 
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possible d'obtenir des données cristallographiques sur les protéines en utilisant un 

faisceau à incidence rasante généré par un Synchrotron (Alkire & Rotella 1997). 

1.5. Étude structurale des protéines 

Connaître la structure d' une protéine est essentiel pour en comprendre les 

interactions avec le milieu et par conséquent, ses fonctions dans la cellule. La 

détermination de la structure des protéines est donc un domaine de recherche très 

important. Pour déterminer la structure des protéines , plusieurs techniques 

physiques ont été développées, en particulier la diffraction des rayons X, la 

résonance magnétique nucléaire (R.M.N.) et autres. Pour utiliser ces techniques, il 

est nécessaire d'avoir des échantillons de protéines très pures et/ou cristallisées. 

La méthode la plus ancienne et la plus utilisée pour cristalliser une protéine consiste 

à la cristalliser en solution. Le cristal formé est composé de sous-unités qui 

interagissent entre elles (association modulaire) de manière cohérente et ordonnée 

en deux ou trois dimensions tel qu'illustré à la figure 4. 

La diffraction des rayons X permet, à partir d'un cristal, de résoudre la structure de 

protéines à très hautes résolutions, c'est-à-dire à l'échelle atomique. 

Cependant, l'obtention d'un cristal de protéine pour faire de la diffraction peut être 

extrêmement difficile et longue puisqu ' il existe un grand nombre de paramètres 

comme la concentration en sels, la température, le pH, ... qui influencent la 

cristallisation (Durbin & Feher 1996; Rosenbaum & Zukoski 1996). De plus, il n'est 
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pas toujours possible d'obtenir un cristal qui soit analysable par diffraction des 

rayons X, car certaines protéines ne cristallisent pas ou cristallisent mal 

(Rosenbaum & Zukoski 1996). C'est le cas de l'actine. 

~ .. 
;!.!.i c::::; 
n.". 

:~~ 

x 

(a) (h) (c) 

Figure 4. 
Schéma montrant la formation d'un cristal en solution. En (a) on voit des 
monomères en solution. Après modification de certaines conditions 
(eg. concentration en sels), il se forme un germe de cristallisation (b). Enfin en (c), 
on voit la croissance d'un cristal dans les trois dimensions (x,y et z). 

La créativité de certains chercheurs dont Uzgiris dans le début des années '80 a 

permis de développer une technique de cristallisation de protéines bien adaptée à 

certaines protéines, la cristallisation bidimensionnelle interfaciale. 

1.5.1. La cristallisation bidimensionnelle interfaciale des protéines 

Comme son nom l'indique, le cristal formé par cette technique va croître dans un 

plan, c'est-à-dire selon deux axes, en x et y, mais non en z. Les avantages que 

présente la technique de cristallisation bidimensionnelle interfaciale par rapport à la 

cristallisation classique sont importants et cette technique est maintenant utilisée par 
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de nombreux groupes de recherches à travers le monde. Les principaux avantages de 

cette technique sont les suivants. 

Tout d'abord la quantité de protéine nécessaire est très faible. En effet, le cristal se 

forme sous une interface: il est peu épais et son volume est donc faible. Ainsi, pour 

des protéines difficiles à obtenir en grande quantité, quelques milligrammes 

seulement, voir même nanogrammes de protéines, seront suffisants (Newman 1991). 

Le deuxième avantage de la cristallisation bidimensionnelle est le temps nécessaire 

pour cristalliser la protéine. Avec cette technique, on peut cristalliser en des temps 

courts, de l'ordre de quelques minutes (Reed et al. 1987; Ribi et al. 1988; 

Ward et al. 1989; Taylor & Taylor 1993) plutôt qu'en des temps pouvant excéder 

une dizaine de jours pour certaines techniques de cristallisation plus classiques 

(Wang et al. 1996). 

Le troisième avantage est de permettre l'observation du cristal rapidement et très 

facilement par microscopie électronique après coloration négative ou, encore mieux, 

par cryomicroscopie (Bremer et al. 1992; Chiu et al. 1997). La microscopie donne 

une information rapide sur la morphologie et la cohésion du cristal. De plus, il est 

possible de reconstituer la structure du cristal en faisant de la diffraction 

électronique directement sur le négatif obtenu en microscopie électronique 

(DeRosier & Klug 1968). 

La cristallisation bidimensionnelle peut se faire selon deux techniques: sous une 

monocouche de lipides, ou par la technique de Langmuir-Blodgett sur support 

solide. 
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1.5.1.1. Cristallisation bidimensionnelle de protéines sous une monocouche de 
lipides 

La cristallisation bidimensionnelle sous une monocouche de lipides est sans aucun 

doute la technique la plus utilisée (pour une revue: Ahlers et al. 1990; 

Komberg & Darst 1991; Newman 1991a; Jap et al. 1992). Cette technique consiste 

à injecter la protéine que l'on veut cristalliser sous une mono couche de lipides. Les 

protéines peuvent s'adsorber aux lipides, ce qui favorise les interactions entre les 

monomères de protéines et, par conséquent, leur cristallisation. Pour favoriser 

l'interaction protéines-lipides, on peut utiliser deux types de lipides: les lipides 

chargés ou les lipides fonctionnels (figure 5) . 

• • • 
(a) (b) 

Figure 5. 
Schéma représentant les deux systèmes utilisés pour la cristallisation 
bidimensionnelle de protéines hydrosolubles. En (a) on voit une interaction non­
spécifique de type électrostatique entre une membrane chargée positivement et une 
protéine de charge négative. En (b), on note une interaction de type spécifique entre 
une membrane constituée de lipides fonctionnels et une protéine (tiré de 
Jap et al. 1992, modifié). 

L'utilisation de lipides chargés permet aux protéines dont la charge est contraire à 

celle des lipides de se lier par des interactions électrostatiques. On dit dans ce cas 

que les interactions protéines-lipides ne sont pas spécifiques. Plusieurs protéines ont 

été cristallisées de cette façon: l'aérolysine (Wilmsen et al. 1992; Parker et al. 1994), 
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l'a-actinine (Taylor & Taylor 1993), l'annexine (Brisson et al. 1991; 

Mosser et al. 1991b, Newman et al. 1991; Olofsson et al. 1994; Vogues et al. 1994), 

la créatine kinase (Schnyder et al. 1994), l'ARN polymérase (Darst et al. 1988; 

Darstetal. 1989; 1991a; Edward et al. 1990; Schultz et al. 1990; 1993; 

Asturias & Komberg 1995), la sous-unité ribosomale 50S (Avila-Sakar et al. 1994), 

la toxine a (Olofsson et al. 1990; 1991; Ward & Leonard 1992) et l'actine F 

(Ward et al. 1990; Taylor & Taylor 1992; 1993). 

Pour augmenter la spécificité de l'interaction lipides-protéines, on peut utiliser des 

lipides auxquels ont été greffés un ligand qui est spécifique à la protéine étudiée. 

Dans la littérature, on appelle ces lipides, des lipides fonctionnels. Plusieurs 

protéines ont été cristallisées de cette façon: l'IgG (Uzgiris & Kornberg 1983; 

Uzgiris 1985; 1986; 1987; 1990), l'avidine (Darst et al. 1991b; Liu et al. 1995; 

Avila-Sakar & Chiu 1996), l'ADN gyrase B (Lebeau et al. 1990; 1992; Schultz et 

al. 1990; Celia et al. 1994), le facteur de coagulation (Stoylova et al. 1994), la 

transcriptase inverse (Schultz et al. 1990; Kubalek et al. 1994), la toxine du choléra 

(Ludwig et al. 1986; Ribi et al. 1988; Mosser et al. 1991a; Cabra-Lilly et al. 1994) 

et la toxine du tétanos (Robinson et al. 1988). 

Pour optimiser la cristallisation bidimensionnelle à l'interface lipides-eau, on doit 

être en mesure de contrôler certains paramètres. En particulier, il est important de 

suivre le comportement de la monocouche de lipides étalés à l'interface air-eau et 

qui interagit avec la protéine. 
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1.5.1.1.1. Les monocouches de lipides 

Lorsqu'on dépose à l'interface air-eau des molécules amphiphiles comme des lipides, 

celles-ci s'assemblent pour former une monocouche (figure 6). On peut suivre le 

comportement interfacial de ces phospholipides avec une cuve de Langmuir munie 

d'une barrière mobile. En comprimant latéralement les molécules à l'aide de cette 

barrière, on peut faire varier la pression de surface (n) et mesurer les variations de 

tension de surface à l'aide d'une plaque de Whilhelmy reliée à une balance. En 

mesurant la variation de pression de surface (n) en fonction de l'aire moléculaire (A) 

de la monocouche de lipides, on obtient l' isotherme de n en fonction de A. L' aire 

moléculaire est définie comme étant l'aire du bain divisée par le nombre de 

molécules déposées à la surface. 

Par cette technique, il est possible de mesurer l'interaction d'une protéine avec une 

monocouche de lipides. Si à une aire fixe, la pression de surface (n) d'un lipide 

augmente après injection d'une protéine en sous-phase, on peut conclure que la 

protéine pénètre, en tout ou en partie dans la portion hydrophobe du film (pour une 

revue: Verger & Pattus 1982). Au contraire, une protéine qui interagit par liaison 

électrostatique avec la tête polaire des lipides d'une monocouche provoquera une 

variation négligeable de la pression de surface (Newman 1991). 

L'interaction d'une protéine avec les lipides peut augmenter la rigidité de la 

monocouche. En effet, lorsque l'on comprime un film de lipides seuls et un film de 

lipides avec une protéine, les molécules de lipides en interaction avec les molécules 

de protéine requièrent plus d'énergie pour être comprimées. Il est possible de 

calculer cette énergie en mesurant le travail de compression (Wc) à partir d'un 
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isotherme. Le travail de compression peut être calculé à partir de l'aire sous la 

courbe de l'isotherme. 

Portion 
hydrophobe 

Portion 
hydrophile 

Figure 6. 

H, 

Air 

H, 

Eau 

Schéma montrant le comportement interfacial d'un lipide, molécule amphiphile, 
étalé sur une sous-phase aqueuse. On peut noter que sa queue hydrophobe se met 
dans l'air et la tête polaire reste dans l'eau (tiré de Pigeon 1992, modifié). 
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1.5.1.1.2. Cristallisation bidimensionnelle des protéines sous une monocouche de 
lipides 

La cristallisation d'une protéine sous une monocouche de lipides se produit en deux 

étapes. Premièrement, il faut que la protéine forme un germe de cristallisation. 

Deuxièmement, les monomères de la protéine doivent s'associer (association 

modulaire) pour permettre la croissance du cristal. Cette association modulaire est 

favorisée par la mobilité latérale des lipides dans la monocouche tel qu'illustré à la 

figure 7. Une plus grande mobilité latérale des lipides favorise un meilleur 

arrangement modulaire des protéines (Ward et al. 1990; Mosser & Brisson 1991; 

Newman 1991a; Jap et al. 1992; Taylor & Taylor 1993). 

Selon plusieurs auteurs, la qualité du cristal de protéine est reliée à la fluidité de la 

monocouche. Cette fluidité dépend des lipides qui composent la monocouche. La 

présence de chaînes aliphatiques courtes et/ou des insaturations de chaînes donne 

des films plus fluides. 

(a) (h) (c) 
Figure 7. 
Schéma montrant les différents mouvements des lipides dans une monocouche. En 
(a) on voit un mouvement de rotation, en (b) un mouvement latéral et en (c), un 
mouvement de cisaillement. 
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Outre ces avantages par rapport aux méthodes de cristallisation classiques en 

solution mentionnées précédemment (section 1.4.), la cristallisation 

bidimensionnelle à l'interface de lipides permet de faire aussi certaines analyses des 

cristaux de protéines directement à l'interface. 

Trois techniques sont couramment utilisées: l'infra-rouge par modulation de 

polarisation (PM-IRRAS) (Dluhy et al. 1988; Flach et al. 1994; 1996; 

Mendelsohn et al. 1995), la 
. . 

mIcroscopIe à angle de Brewster 

(Hénon & Meunier 1992) et la diffraction des rayons X en incidence rasante au 

Synchrotron (Alkire & Rotella 1997). 

1.5.2. La technique de Langmuir-Blodgett 

La technique de Langmuir-Blodgett fut développée par Katarina Blodgett au milieu 

des années '30 (Roberts 1990). Cette technique consiste à transférer sur un support 

plan solide (eg. verre, mica, ... ) une ou plusieurs monocouches de molécules 

amphiphiles, à l'interface air-eau. 

La cristallisation bidimensionnelle sur un support solide a été développée par 

Uzgiris (1986) pour cristalliser l'IgG. La technique d'Uzgiris est simple. Elle 

consiste à faire critalliser la protéine directement sur une grille de microscopie 

électronique rendue hydrophile par un traitement aux rayonnements U.V., et sur 

laquelle a été transférée une bic ouche de lipides qui ont des affinités pour la 

protéine. Selon cet auteur, cette technique permet d'obtenir des cristaux de meilleure 

qualité et de plus grande superficie, tout en utilisant une plus petite quantité de 
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protéines. Cette technique de Uzgiris permet de faire rapidement des préparations 

pour la microscopie électronique. Il est aussi possible de faire, sur ces préparations, 

de la microscopie à champ proche (STM-AFM) ce qui peut apporter des 

informations sur l'organisation et la structure des protéines. Par rapport à la 

microscopie électronique, la microscopie à champ proche a l'avantage d'étudier les 

protéines dans des conditions plus proches de celles qui existent in vivo (Ohnishi et 

al. 1996; Vélez et al. 1996). Par contre, la résolution est moins bonne qu'en 

microscopie électronique. 

Il est aussi possible d'étudier, par ellipsométrie, l'orientation de certaines protéines 

dans une monocouche. Cette méthode fut développée avec succès pour l'IgG, suite 

aux travaux d'Uzgiris, par Tronin et al. (1995; 1996). 

L'étude structurale d'une protéine sur support solide n'est qu'une infime partie des 

possibilités qu'offre la technique de Langmuir-Blodgett pour les protéines. Selon 

Petty (1992), l'étude du transfert sur support solide des protéines est un important 

progrès dans le domaine des nanotechnologies, et peut être utilisée pour développer 

les biosenseurs et les puces informatiques. 

1.5.3. Petite histoire de la cristallisation bidimensionnelle de l' actine 

La première équipe à cristalliser l'actine sur une surface de lipides est celle de 

Gicquaud. Comme nous l'avons mentionné dans la section 1.4.2., l'équipe de 

Gicquaud a obtenu des structures organisées d'actine sur des liposomes. Cependant 

les liposomes sont des surfaces courbes. Or, tel que mentionné plus haut, certaines 
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techniques et certaines applications (section 1.5.1. et 1.5.2.) ne sont pas utilisables 

avec des cristaux bidimensionnels courbés. 

Dans cette perspective, Ward et al. (1990) puis Taylor & Taylor (1992) ont fabriqué 

les premiers cristaux bidimensionnels d'actine sous un film de lipides qui a 

l'avantage d'être plan. Les films préparés par Taylor & Talylor étaient chargés 

positivement par ajout d'ammonium quaternaire. Les deux équipes ont mentionné 

que des monocouches fluides sont nécessaires pour l'obtention de cristaux de 

qualité. D'autre part, comme l'ont noté plusieurs auteurs (Mosser et al. 1991; J ap et 

al. 1992), la cristallisation ne se produit que s'il y a un excès de lipides. Taylor & 

Taylor (1992) et Jap et al. (1991) ont justifié la nécessité d'un excès de lipides en 

reprenant l'explication de Mosser et al. (1991) qui avaient suggéré que l'excès de 

lipides forme une goutte réservoir qui permet de remplacer les molécules de lipides 

perdus sur les bords du bain. 

L'étude de la cristallisation bidimensionnelle de l'actine à l'interface lipides-eau 

n'en est qu'à ses débuts car il n'y a eu aucune étude systématique pour optimiser ce 

système de cristallisation bidimensionnelle de l'actine. En effet, les auteurs n'ont que 

peu considéré le rôle des charges positives dans les films de lipides, le rôle des 

cations en sous-phase, ainsi que l'importance de l'excès de lipides. Ainsi, les 

conditions de cristallisation bidimensionnelle de l'actine ne sont pas bien définies. 

Enfin, pour ce qui est de la cristallisation bidimensionnelle de l'actine sur support 

solide, aucune étude sur le sujet n'a encore été envisagée. 



25 

1.6. Objectifs du projet de recherche 

L'objectif général de notre projet de maîtrise vise à améliorer les techniques de 

formation de cristaux bidimensionnels d' actine, étape qui est un prérequis aux 

études de diffraction. 

Dans une première partie, nous ferons une étude systématique des interactions 

actine-lipides en monocouche à l'aide d'une cuve à barrière mobile (méthode de 

Langmuir). Nous utiliserons la microscopie électronique pour visualiser les 

structures obtenues. 

Dans une deuxième partie, nous mettrons au point une nouvelle technique de 

formation de cristaux bidimensionnels d'actine. Cette technique, inspirée de la 

méthode de Langmuir-Blodgett modifiée par Uzgiris (1986), sera comparée à la 

technique plus traditionnelle de cristallisation bidimensionnelle sous un film de 

lipides. 
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CHAPITRE II: MATÉRIEL ET MÉTHODES 

2.1. Matériel 

2.1.1. Produits utilisés 

Les lipides (EYPC, DLPC, et SA) proviennent de Sigma Chemical Co. (St-Louis, 

Mo, USA) et sont utilisés sans aucune purification. 

Les solvants d'étalement (hexane et éthanol) sont de grade spectrophotométrique, et 

proviennent de la compagnie Anachemia (Montréal, Québec). Les solvants sont 

redistillés. 

L'eau déminéralisée est distillée, puis filtrée à l'aide d'un système Sybron/Bamstead 

modèle Nanopure (Boston, MA, USA). Elle a une résistivité supérieure à 18 Mohm­

cm. Cette eau nanopure est par la suite redis tillée juste avant usage dans un système 

à double distillation en quartz (Heraus Quarzschmelze, modèle Bil 8 T Hanau, 

Allemagne). La tension superficielle de l'eau doit être supérieure à 71 mN/m. 

Les autres produits utilisés sont de grade ACS et proviennent des compagnies 

Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, WI, USA), Fisher Scientific (Ontario, Canada) 

et Sigma Chemical Co. (St-Louis, Mo, USA). 
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2.1.2. Solutions tampons 

Le tampon G permet de maintenir l'actine à l'état monomérique. La composition du 

tampon G est présentée dans le tableau suivant: 

Tris-HCI 

CaCb 

Mercaptoéthanol 98 % 

Azide de Na 

ATP 

2mM 

0,2 mM 

0,5 mM 

O,Olg/lOO mL 

0,2 mM 

Le pH du tampon est ajusté à pH 7,5 avec du HCl de grade "chimique" à l'aide d'un 

pH-mètre HI 8416 (Hanna Instruments) muni d'une électrode de verre Cole Parmer 

(Niles, Illinois). 

2.1.3. Préparation de l'actine 

L'actine est extraite à partir de la poudre acétonique de muscle strié de lapin. La 

préparation de la poudre acétonique a été décrite à l'origine par Feuer et al. (1948). 

Pour connaître la façon dont la poudre acétonique a été produite par notre 

laboratoire, le lecteur peut se référer à Pigeon (1992). 
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L'actine est extraite de la poudre acétonique par la méthode de 

Spudich & Watt (1971). Cette méthode consiste à purifier l'actine par des cycles de 

polymérisation/dépolymérisation. Cette procédure, d ' usage courant dans notre 

laboratoire, est décrite en détail par Pigeon (1992). 

La concentration de l' actine est déterminée par spectrophotométrie U.V. à 290 nm, 

longueur d 'onde correspondant à l'absorption du tryptophane. Sachant que le 

coefficient d 'extinction molaire est: f?90=0,63 mlomg-1ocm- 1 (Lehrer & Derwar 1972), 

on peut déterminer la concentration de l' actine en utilisant simplement la relation de 

Beer-Lambert (A = cbc). 

L'actine est toujours conservée à l'état monomérique dans le tampon G à ODC pour 

un maximum de six jours. L'actine G est polymérisée en actine F par addition de 

MgCl2 à concentration finale de 2 mM. 

2.1.3.1. Contrôle de la pureté de l'actine 

La pureté des préparations d'actine est contrôlée par électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide-sulfate dodecyl de sodium 12% (SDS-Page) avec un appareil 

Prote an II (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, USA). Nous avons utilisé une 

série de protéines d'étalonnage de faible poids moléculaire (LMW) qui provient de 

la compagnie Pharmacia Fine Chemicals. La révélation se fait au bleu de 

Coomassie. 
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Electrophorèse de différentes préparations d'actine. Dans le puits gauche (E), on 
voit des protéines d'étalonnage. Dans les puits 1,2 et 3, il Y a trois préparations 
différentes d'actine. Chacun des puits contient 10 ~g de protéines. 

L'électrophorèse montre, dans les puits 1, 2 et 3, une bande principale à -45 kDa 

qui est l'actine. Cette bande montre que l'actine représente plus de 95% du matériel 

retrouvé sur le gel. 

2.1.4. Cuves en Téflon ™ utilisées pour faire des monocouches 

Au cours de cette étude, nous avons utilisé trois types de cuves: 

1. Pour l'étude de l'interaction actine-lipides en monocouche, nous avons utilisé, à 

l'ÉNS de Lyon, une cuve rectangulaire en Téflon™ de 13,01 x 45,65 cm (aire 

maximale 593,95 cm2) et d'une profondeur de 16 mm (volume maximal 

de 1005 cm3). Cette cuve schématisée à la figure 9 possède une barrière mobile 

en Téflon™. Elle est munie de trois agitateurs disposés en V à environ 12 cm les 
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uns des autres afin d'homogénéiser les produits injectés en sous-phase. La 

tension de surface est mesurée à l'aide d'une plaque de Whilelmy reliée à une 

balance microanalytique. La température de la cuve est maintenue à 20°e. 

cage en 
Plexiglass 

moteur 

barrière mobile 

sous-phase 

balance microanalytique 

Figure 9. , 
Schéma de la cuve en Téflon™ utilisée à l'ENS de Lyon. 

agitateur 
magnétique 

capteur de tension 
de surface 

cuve en Téflon™ 
--- thermostatée 

2. Pour l'étude en microscopie électronique, nous avons utilisé des cuves 

rectangulaires en Téflon™ à aire fixe de 3,18 x 6,0 cm (aire 19,05 cm2 ou 

1,905 E 17 A2) et d'une profondeur de 0,42 cm (volume maximal de 8 cm3
). 

Pour homogénéiser la sous-phase, un agitateur magnétique est placé dans une 

dépression au fond de la cuve. Les cuves sont maintenues dans des chambres 

humides. 

3. Pour la technique de Langmuir-Blodgett modifiée par Uzgiris, nous avons utilisé 

une cuve en Téflon ™ circulaire à aire fixe. Cette cuve a un diamètre de 6 cm 

(aire de 28,27 cm2 ou 2,83 E 17 A2) et possède un volume total de 21,0 cm3
. 
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31 

sous-phase 

plaque 
agitatrice 

Montage utilisé pour faire les préparations de microscopie électronique lors de 
l'étude d'interaction actine-lipides. 

Les cuves sont nettoyées quotidiennement au chloroforme puis à l'eau nanopure. 

Après nettoyage, la tension superficielle de l'eau nanopure doit être supérieure 

à 71 mN/m. Chaque semaine, les cuves sont traitées une nuit dans l'acide sulfurique 

concentré activé par le NoChromix™ (Godax Laboratories Inc., New-York). Après 

ce traitement à l'acide oxydant, les cuves sont transférées durant environ deux 

heures dans un bécher qui contient une solution d'hydroxyde de sodium (lM). 

Enfin, pour éliminer tout résidu acide, les cuves sont abondamment rincées à l'eau 

déminéralisée durant au moins une heure. Ce nettoyage permet d'éliminer toute 

trace de contamination organique. 

2.1.5. Les solvants d'étalement 

Au cours de ce travail, nous avons utilisé pour l'étalement des lipides à l'interface 

un mélange hexane:éthanol (9:1; v:v). Ce mélange solubilise facilement les lipides, 

est non miscible à l'eau, et possède l'avantage de s'évaporer très rapidement. Il reste 

donc peu de solvant résiduel emprisonné entre les chaînes aliphatiques des 

phospholipides. Par ailleurs, ce solvant d'étalement a une densité plus faible que le 
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chloroforme, solvant qui est parfois utilisé pour l'étalement des lipides. Ce point est 

important puisque lorsqu'on étale des lipides dissous dans le chloroforme, la goutte 

de chloroforme peut couler au fond de la cuve entraînant du même coup une 

quantité importante de lipides en sous-phase. En utilisant un solvant de faible 

densité comme le mélange hexane:éthanol, on évite l'effet d'entraînement de lipides 

en sous-phase par le solvant. 

2.1.6. Support informatique utilisé 

Les données des expériences actine-lipides en monocouche sont enregistrées par un 

ordinateur de type PC. Le traitement ultérieur des données a été fait à l'aide des 

logiciels Igor Pro V.3.0pM et Kaleida Graph™ sur interface Macintosh 

(PowerPC 7600/132). 

2.2. Méthodes 

2.2.1. Étude des interactions actine-lipides en monocouche 

2.2.1.1. Préparation des films de lipides 

L'épandage de molécules amphiphiles comme les lipides à l'interface air-eau 

conduit à la formation d'une couche monomoléculaire. Ces molécules de lipides 

s'organisent de telle sorte que leurs têtes polaires hydrophiles restent dans l'eau et 

les chaînes aliphatiques, non polaires ou hydrophobes, s'orientent vers l'air. 
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Le nombre de molécules déposées sur une surface donnée nous permet de calculer 

l'aire occupée par une molécule (A), exprimée en Â2/molécule selon l'équation: 

A = LeZ (2.4) 
aeN 

où L est la longueur et 1 est la largeur de la cuve. a correspond au nombre de moles 

déposées à l'interface et N au nombre d'Avogadro (6,023 E 23 molécules). 

2.2.1.2. Mesure de la pression de surface 

La mesure de preSSIOn de surface est à la base de la caractérisation de la 

monocouche . Cette mesure peut informer sur la stabilité 

(Boyle III & Mautone 1982), l ' orientation des molécules dans un système 

bidimensionnel (Tronin et al. 1995; 1996) et enfin, sur les changements éventuels de 

conformation moléculaire (Chen et al. 1997). La pression de surface est mesurée par 

la méthode de Whilhelmy. Cette méthode consiste à mesurer, à l'aide d'une balance, 

la force verticale qu'exerce la tension de surface sur une lame mouillable de platine 

ou de papier filtre, légèrement immergée dans la sous-phase. La pression de surface 

d'un film monomoléculaire s'exprime par l' équation suivante: 

où Yo est la tension superficielle de l'eau ou du tampon et y, la tension superficielle 

après étalement des molécules amphiphiles. 1t et y représentent une force par unité 

de longueur et sont exprimées en mN/m. Pour trouver y, on peut utiliser l'équation 

suivante (Gaines 1966): 



y = mg + (PL - PG )gelh (2.6) 
2(1 + e)cosO 

où, y= tension superficielle à l'interface air-eau (N-m- I ) 

m = masse de la lame avant (Yo) ou après mouillage (y) (kg) 
g = accélération gravitionnelle (m-s-2) 
PL = masse volumique du liquide (kg-m-3) 

P G = masse volumique du gaz (kg-m-3) 

e = épaisseur de la lame (m) 
1 = largeur de la lame (m) 
h = hauteur immergée de la lame (m) 
o = angle de mouillage du liquide sur la lame (0) 

2.2.1.2.1. L'isotherme de pression de suiface enfonction de l'aire par 
molécule (n-A) 
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Les isothermes de pression de surface représentent la pression de surface (n) en 

fonction de l'aire moléculaire (A). Lorsqu'on réduit la surface qu'occupent les 

molécules à l'interface, l'aire moyenne occupée par une molécule (A) diminue. Les 

molécules sont de plus en plus rapprochées ce qui augmente leurs interactions. 

Ainsi, pour un lipide, cette augmentation de cohésion produit une augmentation de 

la pression de surface, ce qui se fait en plusieurs phases, soit la phase gazeuse (G), 

liquide expansé (LI), liquide condensé (L2) et solide (S). 

La phase gazeuse (G) est observée à de grandes aires moléculaires. Les molécules 

ont peu ou pas d'interaction. Elles s'entrechoquent aléatoirement. Les phases LI et 

L2 apparaissent lorsqu'il y a des interactions entre les chaînes aliphatiques. Ces 

interactions sont de type Van der Waals. Enfin, la phase S correpond au moment où 

les molécules à l'interface ont une forte cohésion et sont très organisées. Les têtes 

polaires sont alors orientées par des liaisons hydrogènes. Cette phase correspond à 

l'aire d'une molécule dans la monocouche. 
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Représentation schématique d'un isotherme de l'acide stéarique à l'interface air­
eau: état non organisé ou phase gaseuse (G), partiellement compressé ou LI et L2, 
état compressé où les molécules sont dans un état organisé (S) et collapse 
conduisant à une plongée de lipides en sous-phase (C) (tiré de Roberts 1990, 
modifié). 

La dernière phase, lors de la compression, est le collapse (C), ou désorganisation du 

film monomoléculaire. Le collapse se produit lorsque l'aire du bain est trop faible 

pour contenir toutes les molécules en surface. Certaines molécules vont donc être 

expulsées en sous-phase. Le collapse dépend de la structure des molécules, de la 

longueur des chaînes aliphatiques et de leur insaturation, de la température, des sels 

en sous-phase, du pH de la sous-phase et de la vitesse de compression (Tazi 1996). 
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Les molécules amphiphiles, comme les lipides excédentaires qui sont expulsées en 

sous-phase, ont tendance à s'organiser. Il se forme alors des hémimicelles, des 

micelles ou des liposomes selon la quantité et la nature des molécules en excès tel 

qu'illustré à la figure 12. 

(a) (b) (c) 
Figure 12. 
Schéma montrant le comportement des molécules amphiphiles lors du collapse. (a) 
Au début, quelques molécules vont en sous-phase. Lorsqu'on continue la 
compression, où que l'on ajoute des molécules à l'interface, les molécules vont en 
sous-phase jusqu'à l'apparition d'hémirnicelles (b) et de micelles (c). 

On peut calculer le nombre de molécules qui sont passées en sous-phase en 

connaissant l'aire moléculaire à laquelle se produit le collapse. Par exemple, si un 

lipide possède une aire moléculaire de 40 Â 2 et que l'on dépose un nombre de 

molécules pour saturer l'interface, on ne parle pas d'excès. Par contre, si pour le 

même lipide on dépose une quantité de lipides deux fois plus grande, alors on parle 

d'une quantité excédentaire de lipides d'un facteur deux. 

2.2.1.2.2. Mesure du travail de compression (Wc) 

Le travail de compression (Wc) est donné par l'équation 2.6. 

S
final 

= I1dA Wc initial 
(2.6) 

L'énergie nécessaire pour comprimer le film augmente en fonction des interactions 

qui se produisent entre les molécules qui forment le film ou entre le film et les 
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molécules, par exemple les protéines, en sous-phase. Une augmentation du travail 

de compression nous indique une augmentation des interactions entre les molécules 

qui composent la monocouche. 

2.2.1.3. Étude des interactions actine-lipides en monocouches 

Cette partie du travail a été réalisée à l'École Normale Supérieure de Lyon (France) 

à l'aide d'une cuve de Langmuir à barrière mobile dont les caractéristiques ont été 

décrites à la section 2.1.4. 

Le protocole pour l'étude des interactions actine-lipides en monocouches est 

schématisé à la figure 13. 

Dans la première étape, en (a) sur la figure 13, les lipides (DLPC ou 

DLPC:SA [70:30]), dissous dans l'hexane:éthanol (9: 1), sont étalés goutte à goutte à 

l'interface, à l'aide d'une seringue Hamilton™. Après évaporation du solvant, la 

mono couche est comprimée puis décomprimée à une vitesse de 50 mm2/seconde. 

Nous obtenons ainsi l'isotherme du lipide seul. 

Dans une deuxième étape, en (b) sur la figure 13, l'actine est injectée en sous-phase 

puis agitée durant 15 minutes. Après la période d'homogénéisation, un deuxième 

isotherme est tracé, dans les mêmes conditions que pour le lipide seul. 

La même procédure est répétée en ajoutant des quantités croissantes d'actine en 

sous-phase pour obtenir des concentrations finales d'actine de 0.088,0.27,0.547 et 

1.1 J.lg/ml. Toutes les expériences ont été faites dans le tampon G soit en absence de 
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MgCI 2 , c'est-à-dire dans des conditions où l'actine est monomérique, soit en 

présence de 3 mM de MgCh, c'est-à-dire dans des conditions où l ' actine est 

polymérisée. Chaque expérience a été faite au moins trois fois. 

• 

Figure 13. 

• 
• 

• 

• 

injection 
d'actine en 

~\ sous-phase 
(b) 

(c) 

Schéma montrant le protocole suivi pour l'étude de l'interaction actine-lipides en 
monocouches. (a) Etalement des lipides à l'interface. En (b), injection de l' actine en 
sous-phase et homogénéisation. En (c), compression de la monocouche par la 
barrière mobile. La sous-phase est conti tuée de tampon G. 

2.2.2. Observation des monocouches en microscopie électronique 

Ce protocole est schématisé à la figure 14. Une monocouche de lipides est étalée sur 

du tampon G dans un bain à aire fixe. Plusieurs compositions de lipides ont été 

utilisées et sont indiquées dans les résultats. L' actine dont la concentration finale 

varie de 1,1 à 200 ~g/ml selon les expériences, est injectée en sous-phase, sous un 

....... 
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film de lipides, à l'aide d'une seringue. L'injection de l'actine se fait par un trou 

situé sur le bord du bain pour ne pas briser le film de lipides formé à l'interface. Une 

série d'expériences a été faite en absence de MgCh, c'est-à-dire où l'actine est 

monomérique et une deuxième série d'expérience en présence de 3 mM de MgCI2, 

c'est-à-dire dans des conditions où l'actine est polymérisée. 

Une grille de microscopie électronique recouverte de Forrnvar™-carbone est ensuite 

déposée sur la monocouche de lipides. Après attente entre deux et dix minutes, la 

grille est retirée et colorée à l'acétate d'uranium 1 % en solution aqueuse. Pour 

chaque expérience, trois grilles ont été colorées et observées en microscopie 

électronique. Trois expériences ont été faites pour chaque condition. 



• • • 

• • 

• • 
Figure 14. 

• • 
• • • • 

• • • 
• • • 

grille M.É. 

1 l' 'd actine ...... " Ipl es 

~ IUH~ ---

• • • 
• • • 

(a) 

injection 
d'actine en 
sous-phase 

(b) 

(c) 

(d) 
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Schéma montrant le protocole suivi pour la préparation des échantillons pour la 
microscopie électronique de l'actine à l'interface. En (a), étalement des lipides à la 
surface du tampon. En (b), injection de l'actine en sous-phase et homogénéisation. 
En (c), incubation de l'actine avec les lipides et actine fixée sur ces lipides. (d) On 
récupère sur une grille hydrophobe, le film de lipides et l'actine qui est collée à leur 
surface. 
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2.2.3. Les films de Langmuir-Blodgett 

2.2.3.1. Le transfert sur support solide 

Une monocouche de molécules amphiphiles étalées à la surface du tampon peut être 

transférée sur un support solide. Pour nos expériences, ce support solide est une 

grille de microscope électronique recouverte de Forrnvar™-carbone. Les molécules 

qui ont une plus grande affinité pour le support que pour la sous-phase vont se coller 

à la grille. La pression de surface à laquelle on effectue le transfert est de quelques 

mN/m avant le collapse. La qualité du transfert dépend de trois paramètres: la nature 

des molécules à transférer, la composition de la sous-phase et le type de support 

(Uzgiris 1986; Kubalek et al. 1991; Chen et al. 1992; Glaeser 1992; Petty 1992; 

Asturias & Komberg 1995; Eriksson 1997; Puu & Gustafson 1997). 

2.2.3.2. Les différents types de transfert 

Il existe plusieurs types de transfert des monocouches étalées à l'interface vers les 

supports solides. Ces types de transfert dépendent de la nature (hydrophile ou 

hydrophobe) des supports et de la méthode utilisée. La figure 15 illustre les trois 

types de transfert. 

Dans la figure 15 on peut voir que, lorsque nous utilisons un support hydrophile, les 

lipides vont se fixer, les têtes polaires dirigées vers le substrat (types-Z et -Y). Au 

contraire, avec un support hydrophobe, ce sont les chaînes aliphatiques des lipides 
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qui se fixeront au support probablement par des interactions de type Van der 

Waals (type-X). 

monocouche de lipides étalés 
à l'interface air-eau 

----e 
----e 
--e 
--e 
--e 
--e 
--e 
--e 

Figure 15. 

support 
~ solide 

----e 
----e 
--e 
--e 
--e 
--e 
--e 
--e 

----e 
----e 
--e 
--e 
--e 
--e 
--e 
--e 

Différents types de transfert (X, Y et Z) utilisés pour la déposition de monocouches 
sur les supports solides (tiré de Tazi 1996, modifié). 

Indépendemment de l'indice d'hydrophobicité du support, la juxtaposition de 

couches supplémentaires se fait selon le sens et l'ordre avec lequel le support plonge 

et remonte à travers la monocouche. 
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2.2.3.3. Technique d'Uzgiris 

La technique développée par U zgiris (1986) illustrée à la figure 16 consiste à rendre 

hydrophile une grille de microscopie électronique recouverte de Formvar™. 

L'exposition du Forrnvar™ à une radiation u.v. intense ionise la surface qui devient 

hydrophile. Par la suite, une bicouche de lipides est transférée sur la grille (type -Y) 

de façon à ce que les têtes polaires des lipides soient exposées vers l'extérieur. 

Après le transfert de la bicouche sur la grille de microscopie électronique, celle-ci 

est déposée et incubée deux heures sur une goutte de 50 JlI de solution d'actine. La 

grille est ensuite retirée et colorée par l'acétate d'uranium 1 % en solution aqueuse. 

1. Le mélange de lipides (EYPC:SA [75:25]) est étalé sur un bain circulaire à aire 
fixe, contenant du tampon G, à une aire de 51 Â2 par molécule. 

~ .... Phospholipide (EYPC) 

sous-phase 
(tampon G) grille 

M.É. 

Stéarylamine (SA) 

pince 

entrée de la 
pompe 
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2. Le niveau de la sous phase est abaissé en vidant le tampon à l'aide d'une 
pompe péristaltique, à une vitesse régulière de 0, Il mm/seconde; la première 
mono couche de lipides est alors transférée sur la grille. 

vidange 

3. Le niveau de la sous-phase est élevé en ajoutant du tampon à une vitesse 
régulière de 0, Il mm/seconde; une bic ouche se forme sur la grille. 

ajout 
tampon 

4. Les phospholipides restant à l'interface air-eau sont enlevés par un système de 
SUCCIOn. 

système de 
succion 
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5. La grille de microscopie électronique, avec sa bicouche de lipides, est déposée 
sur une goutte contenant une solution d'actine. 

support hydrophobe 

Figure 16. 

solution 
d'actine 

Schéma montrant le transfert de films monomoléculaires (type-Y) de l'interface air­
eau à un support hydrophile par la technique de Langmuir-Blodgett modifiée par 
Uzgiris. 

Les concentrations d'actine étudiées étaient de 0 à 200 Ilg/ml. Une série 

d'expériences a été faite en absence de MgCI2, c'est-à-dire dans des conditions où 

l'actine est monomérique et une autre série d'expériences en présence de 3 mM de 

MgCh, c'est-à-dire où l'actine est polymérisée. Nous avons fait varier le temps de 

contact de la grille avec la goutte de spécimen de 0 à 20 heures. Chaque expérience 

a été répétée trois à cinq fois. 
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CHAPITRE III: RÉSULTATS 

3.1. Étude de l'interaction actine-lipides à l'interface air-eau 

Le but de cette première partie est de déterminer dans quelles conditions il y a de 

fortes interactions entre l'actine et les lipides membranaires. Nous utilisons pour 

cela la technique des mono couches avec une cuve de Langmuir munie d'une 

barrière mobile. Lorsque les molécules d' actine sont fortement attirées par les 

lipides, elles vont se concentrer à l'interface, ce qui va favoriser le contact entre les 

monomères d' actine, condition nécessaire pour la formation de cristaux 

bidimensionnels d' actine. Cependant, le fait que l'actine se concentre à l'interface 

ne signifie pas qu'elle va forcément cristalliser. Les monomères peuvent être 

concentrés à l'interface sans former de filaments et/ou de cristaux bidimensionnels 

d'actine. 

3.1.1. Interactions actine-lipides en mono couche 

La figure 17 représente des isothermes, d' actine seule, de lipides seuls et de lipides 

étalés sur une sous-phase contenant de l'actine. Les isothermes sont obtenus à l'aide 

de la cuve de Langmuir munie d'une barrière mobile. 

L'actine étant une protéine très hydrophile, seule une faible proportion de molécules 

vont à l'interface. On ne peut pas calculer l'aire moléculaire de l'actine en divisant 
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l'aire du bain par le nombre de molécules d'actine puisque cette valeur n'aurait 

aucune signification. 

Afin de comparer les isothermes de l' actine seule et de l' actine en présence de 

lipides, nous avons porté sur l'axe des x des graphiques des figures 17 a et 17b, la 

valeur obtenue en divisant l'aire du bain par le nombre de molécules de lipides 

utilisés au cours d'une expérience équivalente. 

Cette représentation permet de comparer les isothermes d'une même expérience, 

mais la valeur portée sur l'axe des x n'est pas l'aire moléculaire de l'actine. 

Figure 17. 
(Pages suivantes) Isothermes de concentrations croissantes d'actine seule injectée en 
sous-phase, en absence (a) et en présence de MgCl2 (d). Isothermes de DLPC étalé 
sur des concentrations croissantes d' actine en absence (b) et en présence de 
MgCh (e). Isothermes de DLPC:SA (70:30) étalé sur des concentrations croissantes 
d'actine en absence (c) et en présence de MgCh (f). Les concentrations croissantes 

d'actine sont 0.088 (- - -),0.257 (- ), 0.543 (- ) et 1.1J.lg/ml (- - -). Pour toutes 
les courb~s, les isothermes de décompression sont en dessous de l'isotherme de 
compreSSIOn 
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La figure 17a montre les isothermes d'actine seule, sans lipide, pour des 

concentrations croissantes d'actine de 0,088 à 1,1 Ilg/ml, en absence de MgCh en 

sous-phase, c'est-à-dire dans des conditions où l'actine n'est pas polymérisée. La 

figure 17d montre des isothermes d'actine seule, sans lipide, pour les mêmes 

concentrations d'actine de 0,088 à 1,1Ilg/ml, mais en présence de 3 mM de MgCh, 

conditions où l' actine est polymérisée. Sur ces figures, on constate que l ' actine 

modifie la tension de surface à partir d'une très faible concentration (0,088 Ilg/ml). 

Pour de plus hautes concentrations d'actine, les isothermes se déplacent à droite, 

c'est-à-dire vers de plus hautes aires moléculaires. L'actine injectée en sous-phase 

remonte donc à l'interface air-eau. Plus la concentration d 'actine en sous-phase est 

grande, plus il y a de molécules d'actine qui remontent. 

La figure 17b montre les isothermes d'un lipide neutre, le DLPC, étalé sur une sous­

phase qui contient de l'actine à des concentrations croissantes de 0,088 Ilg/ml à 

1,1Ilg/ml, en absence de MgCI2 , condition où l'actine n'est pas polymérisée. La 

figure 17 e montre les isothermes d'expériences semblables, mais faites en présence 

de 3 mM de MgCI2, condition où l'actine est polymérisée. 

La figure 17c montre les isothermes de mélanges de lipides chargés positivement 

(DLPC:SA [70:30]) étalés sur une sous-phase qui contient de l'actine à des 

concentrations de 0,088 à 1,1 Ilg/ml, en absence de MgCh. La figure 17f montre les 

isothermes d'expériences semblables mais faites en présence de 3 mM de MgCI2• 

Les figures 17b, 17c, 17e et 17f montrent que pour de faibles pression de surface, 

lorsqu'on augmente la concentration d' actine, les isothermes sont déplacés vers la 

droite, c'est-à-dire vers de plus hautes aires moléculaires. Ceci suggère que, pour de 
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faibles pressions de surface, l'actine remonte à l'interface et se met entre les 

molécules de lipides. Plus la concentration d'actine est grande et plus le nombre de 

molécules d'actine qui remontent à l'interface est élevé. 

De plus, sur les mêmes figures, on constate, que pour de hautes pressions de surface, 

les isothermes des lipides sont généralement déplacés à gauche en présence d' actine. 

Les molécules d'actine qui se sont intercalées entre les molécules de lipides à faibles 

pressions, sont expulsées en sous-phase et la diminution de l'aire moléculaire peut 

être interprétée comme l'entraînement, par les molécules d'actine, d'un certain 

nombre de molécules de lipides en sous-phase. 

Enfin, on note que l'augmentation de l'aire moléculaire en fonction de la 

concentration d'actine est plus importante en présence de MgCh en sous-phase, 

c'est-à-dire en présence d'actine polymérisée (figures 17d, 17e et 17f). Les plus 

grandes augmentations d'aires moléculaires indiquent que l'actine polymérisée 

occupe plus de place entre les lipides, ce qui résulte probablement de la 

polymérisation de l' actine par le MgClz, polymérisation en filaments qui forment un 

réseau à la surface ou parce que l'actine polymérisée est plus hydrophobe que 

l'actine monomérique, ce qui facilite sa remontée à l'interface. 

Les concentrations d' actine utilisées dans ces expériences sont faibles 

(quelques J.lg/ml) et sont inférieures aux concentrations critiques d'actine, même en 

présence de 3mM de MgCh. Nous pensons que comme les lipides attirent l'actine, 

la concentration d'actine à l'interface est plus élevée que la concentration en sous­

phase et devient supérieure à la concentration critique. 
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La figure 17 montre que les isothermes de lipides sont modifiés par la présence 

d'actine en sous-phase donc que l'actine remonte à l'interface. Afin de mieux 

caractériser l'effet de l'actine sur les isothermes, nous avons tracé le graphique qui 

représente, pour une pression donnée de 1t = 10 mN/m, l'aire moléculaire du 

mélange actine-lipides moins l'aire moléculaire du lipide seul et ce, en fonction de 

la concentration d' actine. Le graphique de la figure 18 nous donne en quelque sorte 

la contribution de l' actine à la monocouche. 

Ici nous devons tout d'abord préciser la notion d'aire moléculaire. Pour un film 

constitué de lipides seuls, l'aire moléculaire est égale à l'aire du bain divisé par le 

nombre de molécules de lipides. L'aire moléculaire représente donc dans ce cas 

l'aire occupée par molécule de lipides. En présence d'actine, seule une faible 

proportion de molécules de protéine remonte en surface, et on ne connait pas cette 

proportion. On ignore donc l'aire occupée par la protéine dans un film mixte de 

lipides et de protéines. 

L'aire moléculaire calculée est obtenue en retranchant l'aire du film mixte de lipides 

et de protéines par le nombre de molécules de lipides seuls. Il s'agit donc d'une aire 

moléculaire apparente de l'actine. 

Pour l'actine seule, sans lipide, on note à la figure 18 que, pour une pression de 

surface de 10 mN/m, l'aire moléculaire apparente de l'actine augmente en fonction 

de la concentration d'actine injectée en sous-phase. Ce résultat s'explique par le fait 

que, plus la concentration d'actine est élevée en sous-phase, plus de molécules 

d'actine remontent à la surface. À partir d'une concentration d'actine de 0,5 Jlg/ml, 
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les courbes présentent un plateau, ce qui signifie qu'au delà de cette concentration la 

surface est saturée par des molécules d'actine comme illustré à la figure 19. 

120~~~~~~~~~~~~TïrnnïTïnnJïTï~nï'Tnn~ 
.. Actine, sans lipide 
.... DLPC + actine 
..... DLPC:SA (70:30) + actine 
-0- Actine + MgCI

2
, sans lipide 

-0- DLPC +actine + MgCI2 

100 

-t:s- DLPC:SA (70:30) + actine + MgCI 2 

80 

60 

40 

20 

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 

Concentration actine Q.tg/ml) 

Figure 18. 
Différence d'aire moléculaire (M) des films actine-lipides à 1t = 10 mN/m en 
fonction de la concentration d' actine, moins l'aire moléculaire des lipides seuls à la 
même pression de surface. Pour l'actine seule, comme il n'y a pas de lipides, on 
considère l'aire moléculaire des lipides égale à O. 

En présence de lipides, l'aire moléculaire apparente de l'actine varie beaucoup 

moins que pour l'actine seule. Nous expliquons cela par le fait que les lipides 

occupent une partie de la surface, donc empêchent l' actine de remonter à l' interface 

air-eau, ce que nous avons schématisé à la figure 20. 
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Schéma montrant -notre interprétation de l'effet de la concentration d' actine 
s'adsorbant à l'interface. (a) pour une faible concentration d'actine, seuls quelques 
monomères sont en surface. Lors d'une augmentation de la concentration, on arrive 
à un point où l'interface est saturée (b). Enfin, à de grandes concentrations, l'ajout 
d'actine n'a plus d'effet sur l'interface (c). 

o 0 0 0 0 

o 
o 0 0 0 
o 0 0 

o o 0 0 
o 0 0 o 

(a) (b) 
Figure 20. 
Schéma expliquant la différence de M de l' actine pour une même concentration à 
1t = 10 mN/m, lorsqu'il y a absence (a) ou présence de lipides (b). 

De plus, nous constatons sur le graphique 18 que les lipides chargés positivement 

sont moins efficaces que les lipides neutres pour empêcher l'actine de remonter à 

l'interface air-eau, ce que l'on peut expliquer par le fait que les lipides chargés 

positivement attirent aussi l'actine par attraction électrostatique. 

En présence de MgCl2 les variations d'aires moléculaires en fonction de la 

concentration en actine sont plus importantes qu'en son absence ce qui indique que 

l'actine polymérisée occupe plus de place à l'interface, ou que l' actine polymérisée 

est plus hydrophobe, donc remonte plus facilement à l'interface. 
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3.1.2. Effet de l'actine sur le travail de compression (Wc) d'un film 

À partir des isothermes 7t-A des figures 17, nous avons calculé le travail pour 

comprimer un film à l'interface air-eau (Wc). Le graphique montrant le travail de 

compression en fonction de la concentration d'actine est présenté à la figure 21. 

20xl03~======================~~TTTTïïïïlïïïïlïïrnrrrrrrrrrr~ 
-o-Actine, sans MgCI 2 

-....Actine, avec MgCI 2 
-D-Actine, DLPC, sans MgC~ 
___ Actine, DLPC, avec MgCI

2 

-6-Actine, DLPC:SA (70:30), sans MgCI 2 

15 -+-Actine, DLPC:SA (70:30), avec MgCI 2 

0.0 0.2 0.4 0.6 

Concentration actine ~ml 

Figure 21 

0.8 1.0 

Graphique qui représente le travail de compression (Wc) en fonction de la 
concentration d'actine, pour des films de DLPC et de DLPC:SA étalés sur des 
solutions d'actine à concentration croissante. Les symboles blancs indiquent des 
expériences faites en absence de MgCl2 et les symboles noirs, des expériences faites 
en présence de 3 mM de MgCh. 
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3.1.2.1. Travail de compression de l' actine seule 

On constate à la figure 21 que, plus la concentration d'actine augmente, plus le 

travail de compression augmente jusqu'à un plateau qui est atteint pour une 

concentration d'actine de 0,5 Jlg/ml. En présence de MgCh, ce plateau est atteint 

pour une concentration d'actine moindre, c'est-à-dire d'environ 0,27 Jlg/ml. 

En présence de MgCh, le travail nécessaire pour comprimer un film d'actine est 

environ trois fois plus élevé que le travail pour comprimer un film d'actine en 

absence de MgCh. Ceci peut être expliqué par la formation de réseaux de filaments 

d'actine F nécessitant plus d'énergie pour être comprimés. 

3.1.2.2. Travail de compression de films mixtes de lipides et d'actine 

On remarque sur le graphique de la figure 21 que le travail nécessaire pour 

comprimer un film de lipide en absence d'actine est de 5 x 103 J/mole. Cette valeur 

ne varie pas de manière significative quelle que soit la composition du film en 

lipide. De plus, le MgCl2 ne modifie pas non plus le travail nécessaire pour 

comprimer un film de lipide seul. 

On peut constater sur le graphique de la figure 21 qu'en absence de MgCI2, c'est-à­

dire avec l'actine non polymérisée, le travail de compression d'un film de DLPC en 

présence d'actine est égal à la somme du travail du lipide seul et de l'actine seule. Il 

n'y a donc pas d'évidence d'interaction actine-lipides dans ces conditions. Par 

contre, en présence de MgCI2 , le travail de compression d'un film de DLPC en 
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présence d'actine est inférieur à la somme du travail du lipide seul et de l'actine 

seule. Le lipide semble donc faciliter la compression de l'actine dans ces conditions. 

Ce phénomène suggère qu'en présence de MgClz, il y a interaction entre l'actine et 

le DLPC. 

Si le film est composé d'un mélange de DLPC et de SA, en absence de MgClz, le 

travail nécessaire pour comprimer le film en présence d' actine est supérieur à la 

somme du travail de compression de l'actine seule et des lipides seuls. Par contre, en 

présence de MgClz, le travail de compression du mélange est inférieur au travail de 

compression de chacun des constituants pris séparément. Avec les lipides chargés 

positi vement, il y a donc interaction entre l' actine et les lipides aussi bien en 

présence qu'en absence de MgClz. 

3.1.3. Conclusions sur les interactions actine-lipides en monocouches 

Les expériences effectuées en monocouche nous ont permis d'établir qu'il y a une 

interaction actine-lipides dans les conditions suivantes: avec le DLPC en présence 

de MgCl2 et avec le DLPC:SA (70:30) en présence, mais aussi en absence de MgClz. 

Par contre, il n'y a aucune évidence d' interaction avec le DLPC en absence 

de MgClz. 

Nous allons donc utiliser les conditions qui favorisent l'interaction actine-lipides 

pour former des cristaux bidimensionnels d'actine, c'est-à-dire un film constitué de 

DLPC:SA (70:30) étalé sur une sous-phase contenant 3 mM de MgCl2 et 1,1, Ilg/ml 

d'actine. 
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3.2. Observation par microscopie électronique des films actine-lipides 

Les expériences faites en monocouche ont montré dans quelles conditions il y a de 

fortes interactions actine-lipides. Cependant, il ne se forme pas nécessairement des 

cristaux dans ces conditions. La microscopie électronique permet de voir s'il se 

forme des filaments et/ou des cristaux bidimensionnels d'actine dans les 

préparations. 

Figure 22. 
(Pages suivantes) Micrographie d'un film de DLPC:SA (70:30) à une aire 
moléculaire de 38 Â2 étalé sur une sous-phase contenant 3 mM de MgCl2 en 
absence (a) et en présence de 1,1 J..lg/ml d'actine (b). Barre = 500 nm 
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Les figures 22a et 22b représentent un film composé de DLPC:SA (70:30) étalé sur 

une sous-phase de tampon qui contient 3 mM de MgCh, en absence (figure 22a) et 

en présence de 1,1 Jlg/ml d'actine (figure 22b). La quantité de lipides étalés à 

l'interface correspond à une aire moléculaire de 38 Â2 pour le lipide, c'est-à-dire que 

les molécules de lipides forment une mono couche en phase solide et que nous 

sommes tout juste avant le collapse. 

En comparant les photos 22a et 22b, on peut constater que le film de lipides seuls, 

sans actine, apparaît comme une couche uniforme qui a une granulation fine 

(10,6 nm). En présence d'actine en sous-phase, la couche a aussi un aspect uniforme 

et granuleux, mais les granulations sont plus grosses (23 nm). Ces granulations sont 

probablement des associations de monomères ou des courts polymères d' actine qui 

sont remontés à la surface. 

Par contre, il est surprenant de constater que ces préparations ne contiennent pas de 

filaments ou de cristaux bidimensionnels d' actine. En effet, en présence de 3 mM de 

MgCh, l'actine devrait être polymérisée en filaments. De plus, il a déjà été montré 

que l'actine polymérise à la surface de liposomes qui contiennent de la stéarylamine. 

Nous reviendrons sur ce point au cours de la discussion. 

De cette première observation en microscopie électronique, on peut conclure qu'il se 

forme un film mixte actine-lipides. On voit des modifications de la granulation du 

film de lipides lorsque celui-ci est mis en présence d'actine. Ces granulations sont 
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constituées de courts polymères d'actine ou de complexe actine-lipides ayant une 

conformation particulière. Cependant, il ne se forme pas de cristaux bidimensionnels 

alors que nous sommes dans des conditions qui favorisent la formation de tels 

cristaux. On peut donc conclure qu'une interaction actine-lipides ne signifie pas 

nécessairement formation de cristaux bidimensionnels d'actine. 

3.3. Recherche de conditions optimales pour l'obtention de cristaux 
bidimensionnels d'actine par microscopie électronique 

La microscopie électronique n'a pas permIs l'observation de cristaux 

bidimensionnels d'actine dans les conditions où la technique des monocouches a 

montré une évidence d'interaction actine-lipides. Cela est un résultat inattendu. En 

effet, de nombreux travaux publiés par l'équipe de Gicquaud ont montré que l'actine 

forme des cristaux bidimensionnels à la surface de liposomes constitués dans ces 

conditions. 

St-ange & Gicquaud ont montré aussi que ces cristaux bidimensionnels se forment 

sur des liposomes composés de lipides neutres, mais en présence de cations 

divalents. Enfin, les équipes de Ward et de Taylor & Taylor ont montré que des 

cristaux bidimensionnels d'actine sont présents sous un film de lipides chargés 

positi verne nt. 

Pour quelles raisons n'avons nous pas obtenu de telles structures dans des conditions 

où il existe des interactions actine-lipides? C'est ce que nous allons essayer 

d'éclaircir dans la troisième partie de ce travail. 
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Les études antérieures de Ward et al. (1990) et Taylor & Taylor (1992) nous laissent 

présumer que deux facteurs clefs influencent la formation des cristaux 

bidimensionnels d'actine: la quantité de lipides et la présence de cations divalents. 

Nous allons donc étudier systématiquement l'effet de ces deux facteurs sur la 

formation de cristaux bidimensionnels d'actine. 

3.3.1. Effet d'un excès de lipides sur la polymérisation de l'actine 

L'étude de l'effet de la concentration de lipides a été faite dans des cuves 

. rectangulaires à aires fixes dans lesquelles on étale des quantités croissantes de 

lipides. Selon la quantité de lipides ajoutés, on peut obtenir soit un film 

monomoléculaire de lipides à l'interface air-eau, soit des multicouches, ou des 

micelles en sous-phase s'il y a excès de lipides. 

Nous avons fait deux séries d'expériences où nous avons fait varier la quantité de 

lipides (DLPC:SA [70:30]) étalés en surface. La première avec une sous-phase qui 

ne contient pas de MgClz, et la deuxième avec une sous-phase qui contient 3 mM de 

MgCI2. Dans les deux expériences la concentration d'actine était de 10 Ilg/ml et le 

temps d'incubation de 2,5 heures. 

Figure 23. 
(Pages suivantes) Structures formées par l'actine (1 Ollg/ml) , à l'interface, en 
fonction de la quantité de DLPC:SA (70:30) étalé sur du tampon G, sans MgCI2. (a) 
La quantité de lipides est calculée selon l'aire moléculaire du collapse du mélange 
de lipides seuls soit 41 Â2/molécule. (h), correspond à un excès de lipides de facteur 
2. En (c), à un excès de lipides d'un facteur 4. Barre = 250 nm 
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À la figure 23, on voit des films de lipides formés de quantités croissantes de lipides 

(DLPC:SA [70:30]) et étalés sur une sous-phase qui contient 10 !J,g/ml d'actine, en 

absence de MgClz. 

Lorsque le film est formé avec la quantité de lipides nécessaire pour former juste 

une monocouche, soit 41 Â2/molécule de lipides, on observe quelques agrégats qui 

ne sont ni des filaments, ni des cristaux bidimensionnels d'actine. Ce sont des petits 

agrégats non structurés d'actine (figure 23a). 

Lorsque le film est formé avec un excès de lipides (DLPC:SA [70:30]) 

correspondant à un facteur 2, les lipides en excès vont former des micelles et/ou de 

petits liposomes en sous-phase. Dans ce cas, nous notons la présence de filaments 

d'actine sur ces petits liposomes (figure 23b). Pour un excès de lipides d'un 

facteur 4, nous notons, en plus des micelles et des liposomes, la présence de plaques 

de lipides. Dans ces préparations, on observe de nombreux filaments d'actine courts 

ayant un diamètre moyen d'environ 8 nm et une longueur de l'ordre de 200 nm 

(figure 23c). 

De ces observations, on peut conclure qu'en absence de MgCI2, lorsqu'il n'y a pas 

d'excès de lipides chargés positivement, c'est-à-dire lorsque nous avons une 

monocouche, l'actine ne polymérise pas. Par contre, en présence d'un excès de 

lipides chargés positivement, il se forme des filaments d'actine même en absence de 

MgClz, c'est-à-dire même dans des conditions de tampon qui ne favorisent pas la 

polymérisation de l'actine. L'excès de lipides chargés positivement induit donc la 

polymérisation de l' actine. 
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Figure 24. 
(Pages suivantes) Structures formées par l'actine (lOllg/ml) à l'interface en fonction 
de la quantité de DLPC:SA (70:30) étalé sur un tampon G, contenant 3 mM de 
MgCI2. (a) La quantité de lipides est celle qui donne une monocouche, c'est-à-dire 
38 Â2/molécule de lipides. (b), un excès de lipides de facteur 2. En (c), l'excès en 
lipides d'un facteur 4. Barre = 250 nm 
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À la figure 24, on voit des films de lipides (DLPC:SA [70:30]) préparés avec des 

quantités croissantes de lipides étalés sur une sous-phase qui contient 3 mM de 

MgCh et 10 J.!g/ml d'actine. 

Pour la quantité de lipides qui forme juste une monocouche, soit 38 Â2/molécule, on 

voit que l'actine est sous forme de filaments courts (figure 24a). Ces filaments ont 

un diamètre d'environ 11 nm et une longueur de l'ordre de 100 nm. Nous notons 

aussi la présence de quelques petits agrégats non structurés d' actine. 

La figure 24b montre une préparation où la quantité de lipides est en excès d'un 

facteur 2. On relève la présence de cristaux bidimensionnels d'actine qui sont 

composés de filaments parallèles, disposés en phase et qui ont un diamètre moyen 

d'environ 8 nm. La périodicité latérale des cristaux correspond au pas de l'hélice du 

filament d'actine qui est d'environ 37 nm. La distance qui sépare les filaments est 

d'environ 4,8 nm. L'aire de ce cristal est de 9,8 E 5 nm2. Il est à souligner que ces 

cristaux originent tous de liposomes et d'imperfections du film de lipides. Les 

cristaux bidimensionnels d' actine semblent se former à partir d'imperfections qui 

jouent donc le rôle de germe de cristallisation. Sur cette micrographie, on observe la 

présence d'une autre population de filaments. Ce sont de longs filaments flexibles et 

qui n'ont pas d'organisation particulière. Ils proviennent probablement de l'actine 

qui s'est polymérisée en sous-phase et qui s'est collée à la grille lors de la 

récupération du spécimen. Ces filaments ont un diamètre moyen de Il nm. 

La figure 24c montre une préparation où la quantité de lipides est d'un facteur 4, 

Nous notons la présence de filaments d'actine dont le diamètre moyen est de 10 nm. 
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Là aussi, nous notons que ces filaments originent de liposomes et d'imperfections 

dans le film de lipides. 

Pour les figures 24b et 24c, il est à noter que nous n'observons que de très rares 

agrégats non structurés d'actine. Ce sont donc les charges positives, soit de la 

stéarylamine, soit du MgCh, qui permettent à l'actine de polymériser en filaments 

ou en cristaux bidimensionnels plutôt que de s'associer en aggrégats non structurés. 

3.3.2. Effet du MgCl2 sur l'organisation de l'actine en présence d'un excès de 
lipides 

Les cations divalents tel que le MgCh induisent la polymérisation de l'actine. 

Cependant, les résultats de la section précédente montrent qu'il est possible 

d'obtenir des filaments d'actine même en absence de MgCh lorsque l'actine est en 

contact avec un excès de lipides de charge globale positive (DLPC:SA [70:30]). 

Dans ce cas, nous avons noté que les filaments sont moins nombreux et plus petits 

que dans une préparation semblable faite en présence du MgCI2• 

Dans cette section, nous avons étudié l'effet de la concentration de MgCl2 sur la 

polymérisation de l'actine à l'interface. Pour ce faire, nous avons utilisé une série de 

bains remplis de tampon G qui contiennent des concentrations croissantes de MgCl2 

(0, 0,5, 1,0 et 3,0 mM). Sur ces tampons, nous avons étalé des lipides chargés 

positivement (DLPC:SA [70:30]) avec un excès de facteur 2, puis nous avons ajouté 

de l'actine en sous-phase à une concentration de 1 ° /lg/ml. La figure 25 montre les 

résultats obtenus. 
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Figure 25. 
(Pages suivantes) Effet de concentrations croissantes de MgCl2 sur la polymérisation 
de l'actine (10 /-lg/ml) au contact d'un film de lipides constitué de DLPC:SA (70:30) 
en excès d'un facteur 2 incubé 2,5 heures. Les concentrations de MgClz sont de ° 
(a), 0,5 (b), 1,0 (c), et 3 mM (d). Barre = 250 nm 
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La figure 25 montre des films de lipides (DLPC:SA [70:30]) en excès d' un 

facteur 2, étalés sur une sous-phase contenant une concentration croissante de 

MgCh (0,0,5, 1,0 et 3,0 mM), et contenant 10 ~g/ml d'actine. La figure 25a montre 

une expérience où il n'y a pas de MgCl2 en sous-phase. On note la présence de 

quelques rares filaments et agrégats non structurés d'actine. 

La figure 25b montre une expérience semblable mais où le tampon contient 0,5 mM 

de MgCh. Dans cette expérience, on note qu'il y a quelques petits filaments d'actine 

dont le diamètre moyen est de Il nm et la longueur moyenne de l'ordre de 120 nm. 

Dans ce cas, il y a moins d'agrégats d'actine. Les figures 25c et 25d montrent des 

préparations semblables où les tampons contiennent 1 et 3 mM de MgCh. Plus la 

concentration de MgCh augmente, plus les filaments sont longs. Ainsi, pour une 

concentration de MgCh de 1,0 mM les filaments ont une longueur moyenne 

d'environ 500 nm et pour une concentration de 3,0 mM en MgCI2, les filaments ont 

une longueur moyenne d'environ 800 nm, et dans ces conditions, les agrégats non 

structurés d'actine sont rares. De plus, à la figure 25d, on note la présence d'un 

cristal bidimensionnel d'actine. Ce cristal a la même morphologie que ceux décrits à 

la figure 24b. 

3.3.3. Effet de la fluidité des lipides sur la formation de cristaux 
bidimensionnels d'actine 

Nos expériences ont pour but de trouver quelles sont les conditions optimales pour 

former des cristaux bidimensionnels d'actine. Les meilleurs résultats obtenus jusque 

là avec 1 ° ~g/ml d' actine dans un tampon contenant 3 mM de MgCl2 et sur lequel 

nous avons étalé un mélange de lipides qui contenait outre la stéarylamine, du 
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DLPC, un lipide qui a des chaînes aliphatiques saturées. Cependant, ce lipide n'a 

pas une grande fluidité, condition importante pour la cristallisation bidimensionnelle 

des protéines sous les lipides (section 1.5.1.1.2.). 

Nous avons donc essayé la cristallisation bidimensionnelle de l'actine à partir des 

conditions optimales que nous avons trouvées: 10 ~g/ml d'actine injectée dans une 

sous-phase contenant 3 mM de MgC12 et sur lequel est étalé un excès de lipides 

(DLPC:SA 70:30) de facteur 2 . Cependant, nous avons utilisé le mélange 

EYPC:SA (75:25) car le EYPC est plus fluide que le DLPC, ce qui en principe, doit 

favoriser la formation des cristaux. Le résultat de cette expérience est présenté à la 

figure 26. 

Figure 26. 
(Page suivante) Cristal bidimensionnel d'actine obtenu sous une couche de 
EYPC:SA (75:25) un excès de lipides d'un facteur 2, 3 mM de MgC12 et 10 ~g/ml 
d'actine. Barre = 250 nm 
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La figure 26 montre le résultat de cette expérience. Sur cette figure on voit la 

présence d'un faisceau d'actine bien organisé, formé par des filaments parallèles. 

Ces filaments ont 7 nm de diamètre et sont séparés par une distance de l,là 2,3 nm. 

Ce cristal est nettement plus gros que ceux obtenus avec le DLPC:SA et les 

filaments qui le composent sont plus compacts. 

On note aussi la présence d'une autre population de filaments d'actine dont l'aspect 

est différent. Ils sont flexibles et n'ont pas d'orientation particulière. Il s'agit sans 

doute des filaments d'actine qui se sont formés dans la sous-phase et qui se sont 

collés à la grille lors de la récupération du spécimen. 

De cette expérience, on peut conclure que la fluidité de la membrane est un facteur 

important pour la cristallisation bidimensionnelle de l'actine. On obtient des cristaux 

bidimensionnels d'actine plus gros et mieux formés avec les lipides fluides ce qui 

est logique car les lipides fluides permettent un meilleur déplacement latéral des 

monomères d'actine fixés aux lipides, déplacement qui facilite la juxtaposition des 

monomères lors de la cristallisation. Ceci est en accord avec les observations de 

plusieurs auteurs cités à la section 1.5.1.1.2. 

3.3.4. Conclusions de ces expériences faites en microscopie électronique 

Après avoir étudié l'effet de la concentration d'actine, de MgCl2 et de lipides, nous 

pouvons conclure que les cristaux bidimensionnels d'actine se forment dans les 

conditions suivantes: 10 Jlg/ml d'actine injectée dans une sous-phase contenant 
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3 mM de MgCh et sur lequel est étalé un excès de lipides chargés positivement d'un 

facteur 2. L'excès de lipides est nécessaire puisqu' il crée des imperfections dans le 

film. Ces imperfections agissent comme germes de cristallisation et induisent la 

formation de cristaux bidimensionnels d' actine. 

De plus, nous avons montré que la fluidité des films est un facteur important pour la 

cristallisation bidimensionnelle de l'actine. L'utilisation du EYPC nous a permis 

d'obtenir des cristaux bidimensionnels d' actine qui sont plus gros et plus compacts 

que ceux obtenus avec les mélanges de lipides qui contiennent du DLPC. 

3.4. Étude de la formation de cristaux bidimensionnels d'actine sur un 
support solide 

Le but de cette deuxième partie est de mettre au point les conditions de 

cristallisation bidimensionnelle de l'actine directement sur un support solide en 

s'inspirant de la technique de Langmuir-Blodgett modifiée par Uzgiris. 

Uzgiris (1986) a montré la possibilité d'obtenir des cristaux bidimensionnels de 

protéines directement sur une grille de microscopie électronique L'utilisation de 

cette méthode donne pour certaines protéines des résultats supérieurs à la méthode 

de cristallisation sous un film de lipides étalé à l'interface air-eau. Nous allons 

appliquer cette méthode à l'actine. 
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3.4.1. Isothermes de EYPC seul et de mélanges EYPC:SA étalés à l'interface 
air-eau 

Pour mettre au point la technique de Langmuir-Blodgett modifiée par Uzgiris, il est 

essentiel de déterminer l'aire moléculaire à laquelle se produit le collapse des films 

de lipides à l'interface air-eau. Les lipides sont étalés sur une phase aqueuse de 

faible force ionique (tampon G) puis comprimés avec la barrière mobile. On note la 

pression de surface (n) en fonction de l'aire moléculaire (A). 
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Figure 27 
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EYPc/SA 75:25~ 

20 40 60 

A( A2/molécules) 
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Graphique n-A de différents mélanges EYPC:SA. - représente l'isotherme de 
EYPC 100%. ~ montre l'isotherme d'un mélange EYPC:SA (90:10) et 0, 
l'isotherme d'un mélange EYPC:SA (75:25). 

Le graphique présenté à la figure 27 montre qu'à une pression donnée, l'aire 

moléculaire (A) moyenne des mélanges de lipides diminue en fonction de la quantité 
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de stéarylamine (SA). Ainsi, si nous prenons par exemple l'aire moléculaire de 

EYPC et des mélanges EYPC:SA (90:10) et EYPC:SA (75:25) à une pression de 

surface égale à 20 mN/m, elles sont respectivement de 91, 81 et 72 A2/molécule. 

Ceci s'explique par le fait que la SA est un lipide qui n'a qu'une seule chaîne acyle et 

par conséquent, a une aire moléculaire plus petite que les lipides contenus dans 

EYPC. Ainsi, plus le nombre de molécules de SA présentes dans les mélanges de 

lipides est élevé, plus l'aire moléculaire moyenne diminue. 

Enfin, dans le même ordre d'idée, on note que l'aire moléculaire au collapse du 

mélange EYPC:SA (75:25) est de 51 A2/molécule. Pour EYPC seul et 

EYPC:SA (90:10), les aires moléculaires au collapse se situent à 60 A2/molécule. 

Ces valeurs sont importantes car lors du transfert des films sur la grille de 

microscopie électronique, il faut que le film ait une cohésion maximale et qu'il n'y 

ait pas d'excès de lipides. Nous avons choisi d'utiliser des films constitués de 

EYPC:SA (75:25). Nous étalerons donc le film de lipides sur le bain en considérant 

que chaque lipide occupe une aire par molécule de 51 A 2• 

3.4.2. Recherche des conditions optimales pour l'obtention de filaments et de 
cristaux bidimensionnels d'actine par la technique de Langmuir-Blodgett 
modifiée par Uzgiris 

3.4.2.1. Effet de la concentration d'actine sur la formation de filaments à la surface 
des lipides 

La première condition étudiée est la concentration d'actine. Des grilles de 

microscopie électronique recouvertes d'une bicouche de lipides (EYPC:SA [75:25]) 
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de type-Y sont incubées pour une période d'une heure avec des concentrations 

croissantes d'actine de 0 à 200 Ilg/ml en présence de 3 mM de MgCh. Nous avons 

noté la quantité de filaments d'actine présents dans chaque préparation. 

Tableau 3. 
Quantité de filaments observés en microscopie électronique en fonction de la 
concentration d'actine, incubée durant une heure sur une grille supportant une 
bicouche de lipides (EYPC:SA [75:25]) de type-Y, en présence de 3 mM de MgCh. 

Concentration actine (Ilg/ml) 

0 25 50 75 >100 

Filaments 0 + ++ ++ 0 

Filaments 
superposés 0 0 + +/++ +++ 
provenant de la 
sous-phase 

o signifie une absence de filament; 
+ signifie une quantité de filaments < 50 par champ; 
++ signifie une quantité de filaments> 50 et <200 par champ; 
+++ signifie une quantité de filaments >200 par champ; 
o signifie qu'il y a une très grande quantité de filaments. On ne 

peut plus les compter. 

À des concentrations d'actine inférieures à 20 Ilg/ml, on observe peu de filaments 

sur la grille. À partir d'environ 25 Ilg/ml, la quantité de filaments augmente et au­

delà de 75 Ilg/ml, la quantité de filaments est tellement élevée qu'on ne distingue 

plus les filaments les uns des autres car ils sont superposés. Cette superposition de 

filaments est due au fait que les filaments formés en sous-phase viennent s'adsorber 

sur le support. Ces filaments qui viennent de la sous-phase, sont longs et flexibles. 

Les filaments qui polymérisent sur la membrane sont rigides et ont un diamètre plus 

petit. 
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On peut conclure de cette expérience que la concentration optimale pour 

l'observation de filaments d'actine formés à la surface des lipides se situe entre 40 et 

80 Ilg/ml. À ces concentrations, il y a de nombreux filaments qui se forment à la 

surface de la membrane. D'autre part, la quantité de filaments formés en sous-phase 

est faible, ce qui ne nuit pas à l'observation des filaments formés à la surface des 

lipides. 

3.4.2.2. Effet du temps et de la température d'incubation de l'actine avec les lipides 
sur la formation de filaments 

Les autres paramètres étudiés sont le temps et la température d'incubation de 

l'actine avec les lipides. Le tableau 4 représente la quantité de filaments observés en 

microscopie électronique sur le support en fonction du temps et de la température 

d'incubation. La concentration d'actine en sous-phase est de 100 Ilg/ml. 

Pour une concentration de 100 Ilg/ml, on note une augmentation de filaments à 

partir de 30 minutes. À partir de 40 minutes et de 60 minutes pour des températures 

de 22 et 4°C respectivement, il y a présence de filaments superposés. La vitesse de 

formation et d'adsorption dépend donc de la température du milieu. 

On peut conclure de cette expérience que la formation de filaments d' actine à la 

surface des lipides est plus rapide à une température de 22°C. À cette température, 

l'observation de filaments d'actine formés à la surface des lipides est optimale entre 

30 et 60 minutes d'incubation. 
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Tableau 4. 
Quantité de filaments observés en microscopie électronique en fonction du temps et 
de la température d'incubation de l'actine, sur une grille supportant une bicouche de 
lipides (EYPC:SA [75:25]) de type-Yen présence de 3 mM de MgCh et pour une 
concentration d' actine de 100 Jlg/ml. 

Temps d' incubation (heure) 

Filaments (22°C) 

Filaments 
superposés (22°C) 
provenant de la 
sous-phase 

Filaments (4°C) 

Filaments 
superposés (4°C) 
provenant de la 
sous-phase 

o 

o 

o 

o 

o 

0,5 

+ 

o 

o 

o 

o signifie une absence de filament; 

1 2 

++ +++ 

+ ++ 

+ ++ 

o + 

+ signifie une quantité de filaments < 50 par champ; 
++ signifie une quantité de filaments> 50 et <200 par champ; 
+++ signifie une quantité de filaments >200 par champ; 

>5 

o 

+++ 

+++ 

++ 

o signifie qu'il y a une très grande quantité de filaments. On ne 
peut plus les compter. 

3.4.2.3. Effet de la concentration en MgCh sur la formation de filaments d'actine à 
la surface des lipides 

Pour caractériser l'interaction actine-lipides sur support solide, nous avons évalué 

l'effet de différentes concentrations de MgCl2 (0 à 3mM) sur la formation de 

filaments. La concentration d'actine est de 80 Jlg/ml et le temps d'incubation est de 

60 minutes à une température de 22°C. Le tableau 5 montre les résultats obtenus. 



89 

Les résultats présentés au tableau 5 montrent qu'à partir d'une concentration d'un 

peu moins de 0,75 mM de MgCh, il est possible d'observer des filaments d'actine. 

Par ailleurs, le tableau montre qu'à partir de 1,0 mM de MgCI2, le nombre de 

filaments observés augmente rapidement jusqu'à 3 mM. À des concentrations 

supérieures à 3 mM de MgCh, nous n'observons pas plus de filaments (résultats non 

montrés). 

Tableau 5. 
Quantité de filaments observés en microscopie électronique en fonction de la 
concentration de MgCh lorsqu'en présence de 80 j..lg/mL d' actine incubée 
60 minutes à 22°C. 

Concentration MgCh (mM) 

0 0,5 0,75 1 3 

Filaments 0 0/+ + ++ +++ 

Filaments 
superposés 0 0 0 0/+ 
provenant de la 
sous-phase 

o signifie une absence de filament; 
+ signifie une quantité de filaments < 50 par champ; 
++ signifie une quantité de filaments> 50 et <200 par champ; 
+++ signifie une quantité de filaments >200 par champ; 

+ 

On peut conclure de cette expérience que la formation de filaments d'actine à la 

surface des lipides est liée à la présence de MgCh en sous-phase. 
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3.4.3. Conditions optimales pour l'observation de cristaux bidimensionnels 
d'actine par la technique de Langmuir-Blodgett modifiée par Uzgiris 

La section précédente (3.4.2.) nous a permis de mettre au point la technique de L.-B. 

modifiée par Uzgiris (1986) pour un système actine-lipides. Les résultats obtenus 

montrent que les meilleures conditions pour former des filaments d'actine sur la 

grille de microscopie électronique sont: une bicouche de EYPC:SA (75:25) incubée 

à 22°C durant une période de 30 à 60 minutes, sur un tampon contenant 2 à 3 mM 

de MgCh, en présence d'une concentration d'actine se situant entre 40 et 80 Ilg/ml. 

Figure 28. 
(Page suivante) Réseaux cristallins d'actine obtenus par la méthode de L.-B . 
modifiée par Uzgiris dans des conditions optimales de formation de filaments: une 
bicouche de lipides (EYPC:SA [75:25]) de type-Y déposée sur un tampon contenant 
2 mM de MgCl2 et 80 Ilg/ml d'actine. Le temps d'incubation est de 30 minutes à une 
température de 22°C. Barre = 250 nm. 
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La figure 28 représente une préparation faite dans les conditions optimales: une 

bic ouche de lipides (EYPC:SA [75:25]) de type-Y déposée sur un tampon G 

contenant 2 mM de MgCl2 et 80 Jlg/ml d'actine. Le temps d'incubation est 

de 30 minutes à la température de 22°C. Sur cette figure, on voit la présence de deux 

types de filaments. Le premier type est constitué de filaments rigides parallèles qui 

vont de part et d'autre du champ de la photo de façon à constituer un réseau 

cristallin. Ces filaments parallèles sont distants d'environ 15 nm. On doit remarquer 

que les filaments originent d'une imperfection membranaire constituée souvent de 

liposomes. Ceci suggère que ces imperfections servent de germe de cristallisation 

pour ces cristaux bidimensionnels. 

Le deuxième type de filaments n'a pas d'organisation particulière. Ces filaments 

proviennent de la sous-phase et sont restés collés à la grille lors du prélèvement de 

l'échantillon. Ces filaments ont un diamètre plus large que le premier type de 

filaments et semblent flexibles. 

Figure 29. 
(Page suivante) Réseaux cristallins d'actine obtenus par la méthode de L. -B. 
modifiée par Uzgiris dans des conditions optimales: une bicouche de lipides 
(EYPC:SA [75:25]) de type-Y déposée sur un tampon contenant 2 mM de MgCb et 
80 Jlg/ml d'actine. Le temps d'incubation est de 30 minutes à la température 
de 22°C. Barre = 250 nm. 
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La figure 29 montre une préparation faite dans des conditions qui favorisent la 

cristallisation: une bicouche de lipides (EYPC:SA [75:25]) de type-Y déposée sur 

du tampon G contenant 2 mM de MgCl2 et 80 /-lg/ml d'actine. Le temps d'incubation 

est de 30 minutes à 22°C. Sur cette figure, on note la présence d'un cristal 

bidimensionnel d'actine constitué de filaments parallèles. Dans ce cas, la distance 

entre les filaments est faible, de l'ordre de 2,7 nm. Les filaments qui composent ce 

cristal ont un diamètre moyen de 7,3 nm. Ce cristal se trouve à proximité d'un 

barreau de la grille de M.É, zone qui n'est pas parfaitement plane, ce qui suggère 

que le bord de la grille a agi comme un germe de cristallisation. 

On note aussi la présence de filaments qui proviennent de la polymérisation de 

l'actine en sous-phase. Ils ont les mêmes caractéristiques morphologiques que ceux 

présentés à la figure 28. 

Nous avons donc établi que, avec la technique de Langmuir-Blodgett modifiée par 

Uzgiris, les conditions pour obtenir de beaux cristaux bidimensionnels d'actine sont 

les suivantes: une bicouche de lipides (EYPC:SA [75:25]) de type-Y déposée sur un 

tampon G contenant 2 mM de MgClz et 80/-lg/ml d'actine, avec un temps 

d'incubation de 30 minutes à une température de 22°C. 

3.4.4. Conclusions sur l'étude de la formation de cristaux bidimensionnels 
d'actine sur support solide 

La formation de cristaux bidimensionnels d'actine est possible sur un support solide. 

Les cristaux bidimensionnels d'actine se forment à partir des imperfections de la 

grille qui servent de germes de cristallisation. Selon le type de germe de 
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cristallisation, les cristaux ont deux morphologies. Lorsqu'ils prennent naissance à 

partir de liposomes ou de micelles, les filaments rayonnent à partir du germe de 

cristallisation et sont alors très espacés les uns des autres. Lorsque le cristal origine 

d'une imperfection de la membrane comme une dépression de la grille ou un barreau 

de grille, l'espacement entre les filaments est faible, et les cristaux sont plus 

compacts. 

Les cristaux formés par la technique de Langmuir-Blodgett modifiée par Uzgiris 

sont plus gros et surtout plus nombreux et que ceux obtenus par la technique des 

monocouches, c'est-à-dire avec des excès de lipides étalés à l'interface air-eau. La 

technique de Langmuir-Blodgett modifiée par Uzgiris (1986) donne donc de 

meilleurs résultats pour la formation de cristaux bidimensionnels d'actine. 

Connaître les conditions dans lesquelles l'actine forme des cristaux bidimensionnels 

sur support solide est une étape importante pour de nouvelles techniques, comme la 

microscopie à champ proche, la diffraction des rayons X sur support solide, la 

cryomicroscopie électronique, etc qui permettront d'étudier la structure de l' actine 

filamenteuse dans des conditions plus proches des conditions qui existent in vivo. 
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CHAPITRE IV: DISCUSSION 

4.1. Critique des techniques 

4.1.1. Les monocouches 

Nous avons utilisé la technique des monocouches pour quantifier les interactions 

actine-lipides . Cette technique est très sensible à toute contamination externe 

pouvant affecter les mesures de tension de surface. C'est pourquoi, chaque 

expérience nécessitait l'utilisation d'un capteur de tension de surface et de bains en 

Téflon ™ qui étaient exempts de toute contamination organique. De plus, tous les 

solvants utilisés pour étaler les lipides étaient distillés. Ces procédures de nettoyage 

sont décrites à la section "matériel et méthodes". 

L'étude des films actine-lipides requiert l'élaboration de protocoles techniques 

rigoureux. Toutes les étapes des techniques telles que la température de la sous­

phase, l'étalement des lipides et l'injection de l'actine étaient respectées à la lettre. 

L'utilisation des protocoles décrits à la section "matériel et méthodes" nous 

donnaient des résultats reproductibles pour des expériences préparées dans les 

mêmes conditions. 

4.1.2. Microscopie électronique 

La microscopie électronique a été utilisée pour observer les filaments et/ou les 

cristaux bidimensionnels dans nos préparations. Bien que notre but n' était pas de 
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faire une étude microscopique quantitative de l'actine, il n'en demeure pas moins 

qu'une question fondamentale subsiste: ce que l'on voit en microscopie 

électronique, est-ce réellement ce qui se retrouve in situ? Pour répondre à cette 

question, nous discuterons de deux facteurs: la méthode de récupération des films et 

l'effet du colorant sur nos préparations. 

4.1.2.1. La méthode de récupération des films 

La méthode de récupération des films est un facteur clef pour l'étude en microscopie 

des préparations. Nous avons essayé deux méthodes de récupération: la méthode de 

l'arrachage et la méthode du changement de niveau. 

La méthode de l'arrachage consiste à déposer une grille de microscopie électronique 

hydrophobe directement sur un film de lipides. L'hydrophobicité de la grille permet 

aux chaînes acyls des lipides d'adhérer à la grille. Cette technique est illustrée à la 

figure 30. 

grille M.É. 

actine 
1 

Figure 30. 
Schéma illustrant la méthode de l'arrachage. 
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Par cette technique nous pouvons récupérer les filaments et des cristaux 

bidimensionnels d'actine présents dans les préparations. Cependant, le choc 

mécanique causé lors de l'arrachage nous mène à nous poser la question suivante: 

quel est le pourcentage de récupération des cristaux? En effet, quelle est la 

proportion du film qui adhère à la grille et d'autre part, quel peut être l'effet de 

l'arrachage sur la morphologie des cristaux bidimensionnels d'actine. 

Afin d'éviter les problèmes causés lors de la méthode de l'arrachage, nous avons 

développé une autre technique de récupération: la méthode du changement de 

mveau. 

La méthode du changement de niveau consiste à placer une grille hydrophobe sur un 

petit socle au fond du bain. Par la suite, on abaisse le niveau de la sous-phase 

jusqu'à ce que le film se dépose sur la grille. Cette technique est illustrée à la 

figure 31. 

actine 

gril!e 
M.E. 

SOCl~ - !;;;;;;=::: __ .. -~.~ F:: . wwl 
Figure 31. 
Schéma illustrant la méthode du changement de niveau. 

En utilisant cette technique, rarement nous observions des filaments ou des cristaux 

bidimensionnels. Ce phénomène s'explique par le fait qu'avec une grille 

hydrophobe, lorsque le niveau du liquide atteint la grille, il se forme un ménisque 



99 

qui balaie la surface de la grille et entraîne la plupart du matériel. D'autre part, 

lorsque nous utilisons une grille rendue hydrophile par un traitement aux U.V., nous 

n'observons pas plus de filaments ou de cristaux bidimensionnels d'actine, car le 

film de lipides empêche le colorant de pénétrer et d'être en contact avec les 

molécules d'actine qui se trouvent entre la grille et les lipides. 

Malgré les chocs mécaniques qui peuvent influencer le pourcentage de récupération, 

la méthode de l'arrachage est la meilleure et c'est elle que nous avons utilisée pour 

faire la plupart des expériences. Avec cette méthode, nous avons récupéré, puis 

observé des filaments et des cristaux bidimensionnels d' actine de façon 

reproductible. 

4.l.2.2. L'effet du colorant sur les préparations 

Nos préparations ont été colorées à l'acétate d'uranium, colorant classique en 

microscopie électronique. L'acétate d'uranium est un sel qui donne une solution très 

acide. Or le pH et la concentration de sels influencent la polymérisation et la 

cristallisation de l'actine. On doit donc se demander si le colorant lui-même 

n'influence pas les préparations. Il est difficile de répondre à cette question. 

Cependant, comme toutes les préparations ont été faites avec le même colorant, si le 

colorant a un effet sur les préparations, il sera le même partout et les différences 

observées entre nos préparations résultent bien du traitement de chacune. 

D'autre part, il nous parait peu probable que le colorant influence nos préparations 

car le temps de contact entre le colorant et nos préparations est très court, quelques 

secondes. 
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De plus, dans un travail publié par Bremer et al. (1992), les auteurs ont étudié 

l'influence de l'acétate d'uranium sur la qualité de différents cristaux de protéines. 

Ces derniers ont noté que l'acétate d'uranium influence de façon négligeable la 

morphologie des cristaux. Par ailleurs, il est important de rappeler ici que le but de 

notre travail était de décrire les conditions de cristallisation bidimensionnelle de 

l'actine et non de faire une étude structurale du filament. Même si l'acétate 

d'uranium affecte la qualité des cristaux, elle n'affecte pas les conditions où l'actine 

forme des cristaux bidimensionnels. 

Les filaments et les cristaux bidimensionnels d' actine que nous avons obtenus lors 

de nos expériences sont présents dans nos préparations. Cependant, les cristaux 

observés en microscopie électronique ne sont peut-être pas représentatifs de ceux 

qui sont présents in situ. Seules les techniques de diffraction X à l'interface 

pourraient nous permettre de savoir quelle est la qualité des cristaux 

bidimensionnels d'actine, c'est-à-dire sur leur niveau de cohésion et la présence ou 

l'absence d'imperfection .. 

4.2. Importance de la quantité de lipides sur la formation de filaments et 
de cristaux bidimensionnels d'actine 

La présence de filaments ou de cristaux bidimensionnels d' actine repose en grande 

partie sur l'existence d'imperfections du film lipidique. En effet, rappelons que les 

auteurs qui pratiquent la cristallisation bidimensionnelle de protéines avec des 

membranes constituées de lipides utilisent un excès de lipides. Cet excès de lipides 
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est nécessaire parce qu'il sert, selon ces auteurs, de gouttes réservoirs. Ces gouttes 

remplacent les molécules de lipides perdues qui adhèrent aux bords du bain. 

Nos résultats suggèrent que l'interprétation de Mosser et al. (1991) de la goutte 

réservoir est fausse . En effet, nos observations montrent que les imperfections 

membranaires retrouvées dans nos films de lipides (hémimicelles, micelles et 

liposomes) servent de germe de nuc1éation. Plus il y ad' imperfections dans le film, 

plus nous observons de filaments et de cristaux bidimensionels. Cette hypothèse est 

en accord avec les résultats de Saint-Onge & Gicquaud (1990) puisque ceux-ci 

montrent que l'utilisation de liposomes est très efficace pour cristalliser l'actine. Or, 

une solution de liposomes est un système où il y a excès de lipides. 

Maintenant comment peut-on interpréter le fait que la présence d'imperfections dans 

le film permet la formation de filaments et de cristaux bidimensionnels d'actine. 

Selon nous, la présence d'imperfections comme les hémimicelles, les micelles et/ou 

les liposomes, offre aux monomères la possibilité de s'organiser plus facilement. En 

d'autres termes, les structures comme les liposomes peuvent se déformer et 

s'adapter à l'actine. Ce mouvement des lipides facilite l'interaction avec l'actine 

pour former des filaments, puis des cristaux bidimensionnels. 

Dans les sytèmes utilisés pour la cristallisation de protéines, la fluidité de la 

membrane est importante, non pas seulement pour les mouvements latéraux des 

lipides comme le stipulait Mosser et al. (1991), mais aussi pour les mouvements de 

cisaillement. Ces mouvements permettent aux protéines de mieux s'associer, dans 

un premier temps, avec les lipides chargés. Dans un deuxième temps, le mouvement 

latéral des lipides permet aux monomères de s'associer monomère par monomère 
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pour former une structure cristalline. Ainsi, une bonne déformabilité de la 

membrane facilite la polymérisation de l'actine à la surface des lipides. Les 

expériences faites avec des lipides qui ont une plus grande fluidité donnent des 

cristaux très compacts car des lipides plus mobiles permettent un meilleur 

déplacement de l' actine à la surface de la membrane. 

Nos résultats montrent qu'un excès de lipides est essentiel pour la formation de 

cristaux bidimensionnels d'actine. Cependant, nous n'observons pas de cristaux 

lorsque nous avons un excès de lipides d'un facteur 4, ce qui est en contradiction 

avec notre affirmation précédente. En fait, nous suggérons qu'en présence d'un fort 

excès de lipides, les cristaux d'actine formés à la surface des lipides ne sont pas 

récupérés car ils n'adhèrent pas à la grille. Ce phénomène est illustré à la figure 32. 

~~~4 ~~~I ~4~~ ~4~1 ~~ 1~~4 .i~~ ~ 4.4 ~~ ~4~ 1 ~~ ~ 4~4 .i~~ ~4~4 

7~W~~"7~!~ ~ .. JO\.. ';1 

(a) (b) 
Figure 32. 
Schéma montrant l'effet possible des multicouches de lipides sur la récupération des 
cristaux d'actine sur des grilles de microscopie électronique. En (a), une interface 
avec un excès de lipides d'un facteur 4. En (b), on voit une grille de M.É. recouverte 
de lipides. L'excès de lipides empèche l'adhésion des cristaux d'actine à la grille. 
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4.3. Relation entre imperfections membranaires et la formation de 
filaments et cristaux bidimensionnels d'actine observés dans la 
technique de Langmuir-Blodgett modifiée par Uzgiris 

Les cristaux bidimensionnels d'actine sont plus abondants lorsqu'il y a des 

imperfections dans la membrane. Les imperfections membranaires retrouvées dans 

la technique de L.B. modifiée par Uzgiris sont de deux types: 

Le premier type d'imperfections dépend du support utilisé. Bien que la grille de 

microscopie électronique soit recouverte d'un film de forrnvar™-carbone, cela n'en 

fait pas un support parfaitement plan comme l'indique la figure 33. 

1 1 1 1 
TTTTTTTTTTTTTTTTTTT 
!!!!!!!!!!!!!!!!!!! 

(a) 

Figure 33. 

(b) 

Schéma montrant une vue latérale de deux grilles de microscopie électronique 
recouvertes d'un polymère (Formvar™), d'une couche de carbone et enfin d'une 
bicouche lipidique. (a) Schéma classique assumant une surface parfaitement plane. 
En (b), schéma se rapprochant de la réalité. On voit les imperfections causées par les 
barreaux de la grille de microscopie électronique. La membrane n'est pas plane 
entre les barreaux. 

En effet, une grille de microscopie électronique est constituée d'une série de 

barreaux, les barreaux. Le film de Formvar™ entre deux barreaux n'est pas tendu, 

mais a un certain rayon de .courbure. Les observations que nous avons faites dans la 

section 3.4.3, montrent que le rayon de courbure est plus accentué près des bords 

des barreaux. Cette courbure permet la nucléation puis la polymérisation de l' actine 

en filaments et en cristaux bidimensionnels. 
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Le deuxième type d'imperfections est relié à la présence de liposomes et/ou micelles 

dans les préparations. Ces imperfections membranaires peuvent avoir deux origines: 

• premièrement, mentionnons les impondérables de la technique de déposition des 

films lipidiques lors de leur transfert. En effet, au moindre choc, vibrations ou 

mouvements brusques, il peut y avoir désorganisation locale des lipides de la 

membrane et formation d'irrégularités. 

• deuxièmement, la présence d'imperfections membranaires dépend de certains 

composants dont les lipides insaturés des films lipidiques. Chen et al. (1992) ont 

montré que l'utilisation de lipides insaturés dans les techniques de Langmuir­

Blodgett conduit à des problèmes de transfert. Dans un ouvrage exhaustif, ce 

groupe a noté entre autres que plus un film possède de lipides insaturés, plus il se 

formera d'irrégularités lors du transfert tel qu'illustré à la figure 34. 

Figure 34. 

TTTTTTTTTTTTTTTTT 
!!!!!!!!!!!!!!!!! 

(a) (b) 

Schéma montrant différentes organisations que peut avoir une bicouche de lipides 
déposée sur un support solide. En (a), un lipide saturé prend une structure régulière. 
En (b), l'insaturation d'un lipide induit la formation d'une bicouche irrégulière qui 
peut aller jusqu'à la formation des hémimicelles et des micelles. 

Comme nous avons utilisé dans certaines expériences l'EYPC comme constituant 

principal de nos films et que l'EYPC contient surtout des lipides insaturés, il y a eu 

probablement formation de nombreuses imperfections dans ces films. 
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Suite à ces observations, on peut se demander si les imperfections de la membrane 

expliquent l'observation d'un plus grand nombre et de plus grands cristaux. En effet, 

nos résultats montrent qu'on observe beaucoup plus de filaments et de cristaux 

bidimensionnels d'actine lorsqu'il y a des imperfections membranaires. Si nous 

augmentons le nombre d'imperfections, il se formera plus de filaments et/ou de 

cristaux. Ainsi, la technique de L.-B. modifiée par Uzgiris donne de meilleurs 

résultats que la technique des monocouches avec excès de lipides car il y a plus 

d'imperfections membranaires. 

D'autre part, la quantité de lipides présents sur la grille de microscopie électronique 

est probablement plus importante avec la technique de L.-B. qu'avec la technique 

des monocouches. Dans la technique d'Uzgiris, la grille est rendue hydrophile par 

traitement aux U.V. La bicouche que l'on forme sur la grille recouvre toute la 

surface. Par contre, avec la technique des monocouches, la couche de carbone 

déposée sur la grille rend la grille hydrophobe, mais l'hydrophobicité de la surface 

n'est pas uniforme. Il y a donc moins de lipides qui adhèrent à la grille, ce qui 

explique pourquoi nous observons moins de cristaux d'actine par la technique des 

monocouches. 

4.4. Proposition d'un mécanisme de polymérisation et de cristallisation de 
l'actine à la surface des lipides 

Dans ce travail, nous avons étudié et observé l'interaction actine-lipides à l'interface 

eau-lipides, ainsi que sur support solide. Nous avons noté plusieurs faits qui nous 

permettent de proposer un mécanisme de polymérisation et de cristallisation de 

l'actine à la surface des lipides. Ce mécanisme s'appuie en partie sur le mécanisme 
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d'interaction actine-lipides proposé par St-ange & Gicquaud (1990) et illustré à la 

figure 35. 

Figure 35. 
Schéma montrant le mécanisme d'interaction actine-lipides proposé par St-ange & 
Gicquaud (1990). 

Comme le montre la figure 35, ce mécanisme est basé sur l'attraction électrostatique 

entre les charges positives de la membrane et les charges négatives de l'actine. Ce 

mécanisme montre une interaction et une formation de filaments et/ou de cristaux 

bidimensionnels à la surface d'une membrane plane. 

Le mécanisme de polymérisation et de cristallisation de l'actine que nous proposons 

met l'accent sur le rôle des imperfections membranaires qui permettent la 

nuc1éation, la formation de filaments, puis de cristaux d'actine. Ces mécanismes 

sont présentés aux figures 36 et 37. 

La figure 36 montre un mécanisme que nous proposons pour la polymérisation de 

l'actine à la surface de lipides chargés positivement, en absence de MgCl2 dans la 

sous-phase. On note l'absence de filament en sous-phase puisqu'il n'y a pas de 

MgCl2 qui puisse induire la polymérisation de l'actine en sous-phase. Dans ce 

mécanisme, nous proposons que la nuc1éation se produit là où la SA est facilement 

accessible, c'est-à-dire dans les zones d'imperfections membranaires (hémimicelles 

et/ou micelles). Les filaments ainsi formés sont courts puisque leur élongation n'est 
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possible que par l'ajout de monomères qui ont changé de conformation suite à leur 

interaction avec la SA présente dans la membrane. 

" Site de nucléation 

Figure 36. 
Schéma d'un mécanisme de polymérisation de l'actine à la surface des lipides, en 
absence de MgCI2• 

La figure 37 montre un mécanisme de cristallisation de l'actine à la surface de 

lipides chargés positivement, en présence de MgCI2 en sous-phase. Dans ce 

mécanisme, le MgCh présent dans la sous-phase facilite la croissance des filaments 

et augmente l'affinité latérale des filaments pour former des cristaux 

bidimensionnels 

Selon le mécanisme présenté à la figure 37, l ' actine subit une nucléation sur la 

membrane grâce à la SA mais aussi dans la sous-phase grâce au Mg2+. Dans ce type 

de préparation, la croissance des filaments ne dépend pas seulement de la SA qui 

n'est présente que dans la membrane. Pour cette raison, les filaments observés dans 

les systèmes contenant du MgCh sont plus longs et plus nombreux. 
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• • • 

• 

" Site de nucléation • 

• Cation divalent 
(Mg 2+) 

Figure 37. 
Schéma montrant un mécanisme proposé pour la cristallisation de l'actine à la 
surface de lipides, en présence de 2 mM de MgCI 2. 

Dans ces préparations, il y a une concentration des charges positives dans la sous­

phase près des membranes. En plus de la présence de SA dans la membrane, le Mg2+ 

est attiré par les lipides neutres. Lorsque les monomères d'actine remontent à la 

surface, ils se fixent à la SA et forment des filaments. Les ions Mg2+ présents lient 

l' actine et augmentent l'affinité latérale des filaments. Les filaments se juxtaposent 

en phase et forment des cristaux bidimensionnels. Ces cristaux possèdent la même 

morphologie que les cristaux de Hanson qui se forment en présence d'un excès de 

charges positives, mais en trois dimensions. 

De plus, en présence de MgCI2, les monomères peuvent former des filaments en 

sous-phase. Les filaments formés en sous-phase se superposent sur les cristaux 

bidimensionnels formés sur les membranes. On peut distinguer ces filaments de 
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ceux formés sur les membranes puisqu'ils sont longs, en forme de vague et qu'ils 

n'ont pas d'organisation particulière. 

4.5. Poursuite des études d'interactions actine-lipides dans les systèmes 
bidimensionnels 

Ce travail jette les bases d'une nouvelle approche pour l'étude des interactions 

actine-lipides. Dans le passé, ces interactions ont été étudiées par l'équipe de 

Gicquaud avec des liposomes. Il y avait très peu de travaux faits sur l' actine en 

monocouche. Compte tenu de l'importance de ce projet dans un contexte de 

recherche fondamentale, il appert essentiel de poursuivre les travaux sur les 

interactions actine-lipides en monocouche. Nous suggérons que ces études prennent 

deux approches: l'étude des forces en jeu dans les interactions actine-lipides et la 

poursuite de l'étude de la structure du filament d' actine. 

4.5.1. Étude des forces régissant les interactions actine-lipides 

Nous avons montré que l'actine peut modifier le comportement des lipides étalés à 

l'interface air-eau. Ce phénomène est intéressant puisqu'il suggère la possibilité que 

l'actine puisse modifier la rigidité des membranes cellulaires. Puisqu'il n'existe pas 

de lipides chargés positivement dans les cellules, nous suggérons que ce travail se 

poursuive en mesurant les forces d'interactions avec les lipides que l'on trouve dans 

les membranes naturelles. Ces expériences peuvent être faites par la technique des 

monocouches. De plus, puisque l'on peut avec cette technique mesurer les 
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interactions actine-lipides, il serait intéressant de VOIr avec quels lipides 

membranaires l' actine interagit le plus. 

Dans un deuxième temps, les mesures d'interactions peuvent être faites en parallèle 

avec des expériences de rhéométrie interfaciale en utilisant des sondes fluorescentes 

attachées à des lipides étalés à l'interface air-eau (FRAP). Outre l'affinité de l'actine 

pour les lipides, on pourra aussi évaluer la rigidité des films en interaction avec 

l'actine. Cependant, l'utilisation de sondes fluorescentes n'est pas évidente puisque 

les sondes peuvent influencer le système que l'on étudie. Pour pallier à cet effet, il 

existe une technique que l'on appelle torsiométrie interfaciale. Cette technique 

consiste à mesurer la capacité d'un film étalé à l'interface air-eau à résister à des 

contraintes de torsion. Cette technique a déjà été utilisée avec l'actine pour mesurer 

son interaction avec la severine (Müller et al. 1991). À l'heure actuelle, aucune 

expérience n'a utilisé cette technique pour mesurer l'interaction actine-lipides. 

4.5.2. Étude de la structure du filament d'actine 

L'étude structurale de l'actine a toujours fasciné un grand nombre de chercheurs. 

Compte tenu de la grande difficulté à cristalliser cette protéine, l'analyse structurale 

de l'actine filamenteuse non co-cristallisée s'est limitée à l'utilisation du microscope 

électronique (Hanson 1967; Ward et al. 1990; Taylor & Taylor 1992), à la 

cryomicroscopie électronique (Steinmetz et al. 1997) et à la technique de mesure du 

tranfert d'énergie de fluorescence ou Fluorescence Resonance Energy Transfer 

(FRET) (Miki et al. 1992). 
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Comme nous l'avons mentionné dans l'introduction, les résultats obtenus par ces 

techniques ont mené à la proposition de différents modèles de l' actine filamenteuse. 

Cependant, selon les techniques utilisées, on obtient différents modèles de la 

morphologie du filament. Ces différences morphologiques sont l'objet de grandes 

controverses entre les auteurs (Grazi 1997; Egelman et al. 1997; Schutt et al. 1997; 

Steinmetz et al. 1997). La connaissance de la structure de l'actine filamenteuse 

permettrait une meilleure compréhension de l'actine tant au niveau de la contraction 

musculaire que de tous les phénomènes reliés à la motilité cellulaire. 

Afin de contribuer davantage à l'étude de la structure de l'actine filamenteuse, nous 

proposons d'explorer deux approches. Tout d'abord, la microscopie des filaments ou 

des cristaux bidimensionnels pourrait être faite par la microscopie à champ proche 

(STM et AFM). Cette technique n'a pas encore été utilisée pour l'actine sur des 

préparations de Langmuir-Blodgett que nous avons mis au point et décrit dans ce 

travail. 

D'autre part, il serait intéressant, pour la microscopie à champ proche de même que 

pour la microscopie électronique, de mettre au point la technique d'adsorption de 

protéoliposomes actine-lipides sur support solide plan (Puu & Gustafson 1997). 

Cette technique consiste à faire adsorber sur un support plan des liposomes en 

solution. En s'adsorbant, les liposomes prennent l'aspect d'une membrane plane sur 

le support. Comme nous l'avons mentionné tout au long de ce travail, l'obtention de 

cristaux bidimensionnels d'actine en monocouche est difficile puisque les cristaux 

bidimensionnels d'actine se forment à partir d'imperfections de la membrane. De 

plus, l'utilisation de MgClz dans la sous-phase nuit à l'observation des structures 
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d'actine situées au contact des lipides puisque les filaments situés en sous-phase 

viennent se superposer. 

La préparation des cristaux bidimensionnels d'actine sur des liposomes chargés 

positivement, en absence de MgCI2, et l'adsorption sur des surfaces planes, rend 

possible une analyse structurale plus fine du filament d'actine. Cette méthode 

permettrait de contourner les difficultés inhérentes aux techniques des 

monocouches, en plus de contourner le principal obstacle des liposomes, leur rayon 

de courbure. 

Pour terminer cette section, comment ne pas mentionner l'utilisation de techniques 

spectroscopiques pour mettre en évidence les modifications structurales de l'actine 

au contact des lipides. Dans un travail publié récemment par 

Bombardier et al. (1997), on faisait appel à l'infra-rouge sous haute pression pour 

mettre en évidence les changements de conformation de l'actine au contact des 

lipides. Les résultats montrent de légères modifications au niveau de la bande amide 

de l'actine. Cependant, on peut se demander quel est l'effet des hautes pressions sur 

la structure originale de la protéine et donc des conclusions indiquant les 

modifications conformationnelles de l'actine au contact des lipides. 

Dhuly et al. (1988) ont mis au point une technique d'analyse spectroscopique 

interfaciale d'infra-rouge par modulation de polarisation (PM-IRRAS). Cette 

technique permet d'étudier in situ, dans des conditions contrôlées, les interactions 

protéines-lipides à l'interface air-eau (monocouches). Ce qui est intéressant de 

souligner dans cette technique, c'est que les différents constituants (protéines et 

lipides) se retrouvent dans des conditions se rapprochant de celles rencontrées 
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zn V1VO. De plus, l'utilisation d'un faisceau lumineux polarisé permet d'éviter 

l'utilisation d'eau deutérée. Par cette technique, il serait intéressant d'étudier les 

conformations de l'actine lorsqu'elle s'adsorbe à l'interface des lipides avec et en 

absence de MgCh en sous-phase. 
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CHAPITRE V: CONCLUSIONS 

Les résultats présentés dans le cadre de cette étude, nous permettent de conclure que 

l'actine développe des interactions avec les lipides étalés à l'interface air-eau. 

L'actine augmente la rigidité du film de lipides étalé à l'interface air-eau et 

augmente l'énergie nécessaire pour comprimer le film. Ces modifications sont plus 

grandes lorsque la membrane est chargée positivement, ce qui amène une interaction 

électrostatique entre l'actine de charge négative et la stéarylamine de charge 

positive. On note de façon générale que la présence de MgCh en sous-phase 

augmente l'interaction de l'actine avec les lipides. 

L'étude en microscopie électronique nous permet de conclure que l'actine 

polymérise à la surface des membranes chargées positivement, en absence de 

MgCI2. Il doit y avoir un excès de lipides qui agit comme germe pour permettre 

l'assemblage des monomères en filaments. Ces derniers sont alors courts. Par 

contre, la présence de MgCh en sous-phase permet la formation sur les membranes 

de filaments plus longs et plus nombreux. Ces filaments tendent à se juxtaposer en 

phase de façon à former des cristaux bidimensionnels. Nous avons défini les 

conditions qui favorisent la formation de ces cristaux bidimensionnels. 

Nos résultats montrent qu'il est possible d'obtenir des cristaux par la méthode de 

Langmuir-Blodgett modifiée par Uzgiris. Après avoir mis au point les conditions 

nécessaires à la cristallisation de l' actine sur un support solide (grille de microscopie 

électronique), nous avons obtenu de plus gros cristaux par cette technique que par la 

technique de cristallisation sous une interface de lipides. La technique L.-B. 
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modifiée par U zgiris est donc meilleure pour la formation de cristaux 

bidimensionnels d'actine pour la microscopie électronique. 

L'ensemble des résultats nous a permIS de proposer un mécanisme de 

polymérisation et de cristallisation bidimensionnelle de l'actine à la surface des 

lipides. Selon ce mécanisme, la formation de cristaux bidimensionnels se fait à partir 

d'imperfections membranaires qui servent de germes de cristallisation. 
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