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RESUME

[’actine est une protéine tres abondante qui joue deux rdles dans la cellule.
Elle est impliquée dans la motilité musculaire et non musculaire. C’est aussi un
des composants du cytosquelette, ¢’est-a-dire I’armature rigide qui donne la forme
a la cellule et sert de point d’ancrage aux organites. [.’actine existe sous deux
formes : la forme monomérique, appelée actine G, et la forme polymérisée en
longs filaments, appelée actine F. De nombreuses fonctions cellulaires dépendent

de la transformation réversible de 1’actine G en actine F.

Il existe des substances capables de bloquer I’actine, soit sous forme G, soit
sous forme F. Parmi ces substances, on trouve la viroisine qui est un peptide
cyclique extrait du champignon Amanita virosa. Ce peptide a la propriété de
maintenir I’actine sous forme polymérisée. La protéine devient alors plus
résistante a de nombreux agents chaotropiques. Par contre, aucune action de la

viroisine sur I’actine G n’a été€ rapportée dans la littérature.
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Dans un travail préliminaire, nous avons tout d’abord mis en évidence que la

viroisine se lie aussi a ’actine G. L’objectif de notre travail est de préciser le

mécanisme d’action de la viroisine sur I’actine G.

Les résultats suivants ont été obtenus :

- La calorimétrie différentielle a balayage (DSC) a permis de montrer que la
viroisine modifie de facon importante le thermogramme de I’actine G. En
absence de viroisine, le thermogramme de I’actine G se caractérise par une
transition de phase unique dont la température de transition (Tm) est de 64°C
et I’enthalpie calorimétrique AH = 5600 kJ/mol. En présence de viroisine, le
Tm passe a 78°C, et le AH a 29 100 kJ/mol, ce qui montre que la viroisine se
lie aussi a 1’actine G et la rend plus stable a la dénaturation thermique.
L’affinité de la viroisine pour I’actine est forte car I’effet de la viroisine est
détectable pour des rapports molaires actine : viroisine de 1 pour 0,25.
L’action de la viroisine augmente avec sa concentration, mais ne montre pas

de saturation, du moins jusqu’a un rapport molaire de 1 pour 6, qui est le plus
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grand que nous avons essayé. Ces premiers résultats suggerent que la
viroisine pourrait induire la polymérisation de I’actine, car le thermogramme

de I’actine G en présence de viroisine a des valeurs de Tm et de AH

semblables a ceux de 1’actine F.

- Cependant, la viscosimetrie montre que la viroisine n’augmente pas la viscosité
d’une solution d’actine G. En conséquence, la viroisine n’induit pas la

polymérisation de I’actine en longs filaments.

- Lorsque I’actine G polymérise en actine F, il se produit un changement de
conformation du monomeére qui entraine une modification de 1’environnement
de la Cys374. Cette modification peut €tre mise en évidence en fixant a la
Cys374 une sonde fluorescente le N-pyrenyl-iodoacétamide. Lors de la
polymérisation de 1’actine, la fluorescence de cette sonde est alors augmentée

de 10 fois. La viroisine, ajoutée a de I’actine G ne change pas la fluorescence
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de la sonde liée a la Cys374. Nous pouvons donc en conclure que la viroisine
n’induit pas la polymérisation de I’actine en actine F.

- L’étude, par dichroisme circulaire, de I’effet de la température sur les structures
secondaires de I’actine G, confirme que 1’actine G est plus stable a la chaleur
en présence de viroisine. Par contre, la viroisine ne change pas la composition
en structures sechdaires de I’actine G, et par conséquent, n’induit pas la

formation d’actine F.

- La microscopie é€lectronique montre que, en présence de viroisine, les
préparations contiennent plusieurs agrégats peu structurés ainsi que quelques

rares filaments qui ressemblent a de ’actine F.

De ces résultats, nous pouvons conclure que la viroisine se lie a ’actine G et

rend cette protéine plus stable a la chaleur, sans induire la formation d’actine F.
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION

1.1.» Généralités sur I’actine

Straub identifia 1’actine en 1942 et en 1948, elle fut isolée des cellules
musculaires par Freuer ef al.. On a admis pendant longtemps que 1’actine n’était
impliquée que dans le processus de contraction musculaire. On sait aujourd’hui
qu’il s’agit d’une protéine trés abondante qui compose de 5 a 10 % du contenu
protéique de toutes les cellules eucaryotes. Elle remplit de nombreuses fonctions

au niveau de la motilité et contribue aussi a la structure des cellules.

L’actine joue un role essentiel dans les processus de motilité musculaire et
non-musculaire. Dans les fibres musculaires, ou elle constitue prés de 20% de la
masse protéique, ’actine, en interagissant avec la myosine, permet la contraction
du muscle. Dans d’autres cellules, I’actine est nécessaire a la motilité non-
musculaire: elle gouverne certains phénoménes comme le déplacement

d’organites, la cytocinése, le mouvement amiboide, la phagocytose, etc...

L’actine remplit également des fonctions statiques en participant a
I’élaboration du cytosquelette. Un abondant réseau de filaments d’actine se

trouve sous la membrane plasmique. Ces filaments permettent le soutien de la



membrane et contribuent au maintien de la forme de la cellule. Comme le
cytosquelette est une structure dynamique, les filaments d’actine assurent une

certaine plasticité a la cellule.

1.2. Structure de ’actine

L’actine peut exister sous trois formes: 1’actine monomérique appelée
actine G ; I’actine filamenteuse, appelée actine F et ’actine paracristalline. Les
filaments d’actine résultent de la polymérisation de [’actine monomérique. Les
paracristaux quant a eux sont formés par la juxtaposition de filaments parall¢les

disposés en phase.

Le monomere d’actine, schématisé a la figure 1, est composé de 375
acides aminés (Korn 1982). Son poids moléculaire est d’environ 42,5 kDa. La
diffraction des rayons-X a été utilisée pour identifier la structure du monomére
d’actine. Puisque les conditions qui pourraient permettre la cristallisation de
I’actine G induisent également sa polymérisation en actine F, il s’est avéré
impossible d’obtenir des cristaux constitués seulement d’actine G pour analyse
par diffraction des rayons-X. Pour palier a cette difficulté, [’actine G a été co-
cristallisée avec des protéines qui inhibent sa polymérisation. On a ainsi

déterminé la structure de ’actine G complexée a la DNase I (Kabsch e al.
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1990), au segment 1 de la gelsoline (McLaughlin ef al. 1993) ou a la profiline

(Schutt et al. 1993).

Sous-domaine 4 Sous-domaine 2

Sous-domaine 3 Sous-domaine 1

Figure 1. Schéma montrant la structure du monomére d’actine obtenue par
Mannherz en 1992 par diffraction des rayons X (Tiré de Cooper,

1999).
La comparaison de la structure de ces différents co-cristaux a permis de
déterminer la structure générale du monomere d’actine. Il existe quelques

différences dans cette structure selon la protéine avec laquelle I’actine G est

cocristallisée, mais ces différences sont mineures.

Le monomére d’actine a une structure globulaire de 3,5 x 5,5 x 5,5 nm et
est composé de 2 domaines séparés par une crevasse (Kabsch et al. 1990).

Chacun des domaines du monomére peut étre subdivisé en 2 sous-domaines.



Chaque sous-domaine du monomére est composé de plis-f3 en son centre et de 2
ou 3 hélices-a en périphérie. La structure secondaire de I’actine est composée
approximativement de 40% en feuillets-f et de 30% en hélices-o (Kabsch et al.
1990 ; Kabsch & Vandekerckhove 1992). La composition en structures
secondaires du monomeére d’actine est la méme, quelle que soit la protéine avec
laquelle [’actine est cocristallisée (Gerstein & Altman 1995). Les deux
extrémités (amino et carboxy terminal) de la chaine polypeptidique de ’actine

sont situées dans le sous-domaine 1.

L’actine posséde un site de liaison pour un nucléotide, en général I’ATP
ou I’ADP. Ce site se trouve prés de la base de la crevasse a I’interface des 2

domaines du monomeére (Kabsch ef al. 1990).

On retrouve également dans la crevasse du monomeére un site pour un
cation divalent, comme le Mg"" ou le Ca'", appelé site de haute affinité. Dans la
cellule, c’est le Mg'" qui occupe ce site de haute affinité pour les cations
divalents. En absence de cation divalent sur ce site, I’actine se dénature
(Valentin-Ranc & Carlier 1991). Le role de I’ATP et du cation divalent est de
retenir ensemble et de stabiliser les 4 sous-domaines du monomeére d’actine. En

effet, il existe des ponts salins et des liaisons hydrogéne entre les groupements



phosphate du nucléotide lié (ATP ou ADP) qui séquestrent le cation divalent

associé.

Le monomere possede également des sites de moyenne, basse et treés basse
affinité pour les cations divalents, dont on ignore la localisation. La
polymérisation des monomeres en filaments est induite par la liaison de cations

divalents aux sites de moyenne affinité (Pollard 1986; 1990).

1.3. Structure du filament

La détermination de la structure de I’actine F a 1’échelle atomique n’a
jamais été effectuée, car la cristallisation s’avéere difficile. Le filament d’actine
posséde une structure en double hélice, présentée a la figure 2, dont le pas est de
37,5 nm et qui est formée de 13 monomeres par tour. Le diamétre du filament

d’actine est d’environ 7 nm (Lorenz et al. 1993).

Les monoméres, a I’intérieur du filament, interagissent entre eux par des
interactions, majoritairement de type hydrogéne, qui sont localisées dans trois
régions du monomeére. Un monomere se lie donc a trois monomeres adjacents
(Tirion et al. 1995). Quelques ponts salins semblent également impliqués dans

cette interaction (Holmes et al. 1990).



Dans un filament d’actine, les monomeéres sont tous orientés de la méme
fagon. Par conséquent, les deux extrémités du filament sont différentes. En
microscopie électronique, la polarité du filament a été mise en évidence par
décoration du filament avec le fragment S; de la myosine. Le fragment S, de la
myosine se fixe sur le filament d’actine avec un certain angle, comme illustré a

la figure 3.

Figure 2. Schéma d’un filament d’actine montrant sa structure en double hélice.

Lorsque I’on observe ce filament décoré au microscope €lectronique, on
peut apercevoir que le filament est couvert de fragments S; de myosine, formant
une série de pointes de fleche. L’une des extrémités du filament est formée d’une
« pointe de fleche », il s’agit de ["extrémité dite pointue (pointed end en anglais).
L’autre extrémité est appelée extrémité barbue (barbed end en anglais) (Moore et

al. 1970).



Extrémité
barbue

Extrémité
pointue

Figure 3. Schéma d’un filament d’actine décoré par le fragment S1 de la
myosine.

1.4. Polymérisation de ’actine

L’actine monomérique a la propriété de polymériser et de former des
filaments. La polymérisation de I’actine, schématisée a la figure 3, peut étre
divisée en quatre étapes: I’activation du monomere, la nucléation, 1’élongation, et
la phase stationnaire (pour revue voir Pollard 1990; Carlier 1991; Estes et al.

1992). Il importe de remarquer que chacune des réactions est réversible.

._'—*“—*“
' Ly

Actine G Nucléation Elongation Phase stationnaire

Figure 4. Schéma illustrant le processus de polymérisation de I’actine.



1)

2)

’activation du monomeére se produit suite a la fixation de cations divalents
a quatre des cinq sites de moyenne affinité. Un changement de conformation

se produit alors (Rouyarenc & Travers 1981; Roustan et al. 1985);

la nucléation consiste en la formation d’un trimére. Ce trimére est le noyau
de polymérisation (Grazi et al. 1983). La nucléation est I’étape limitante de

la polymérisation, car elle est plus lente (Wegner & Engel 1975);

3) la phase d’élongation est la phase au cours de laquelle les monomeres

4)

viennent se lier au noyau de polymérisation et former ainsi un filament qui
s’allonge. L’ affinité des deux extrémités du filament pour les monomeres
n’est pas la méme. Ainsi, les deux extrémités du filament ne croissent pas
a la méme vitesse. Il y a une extrémité a croissance rapide, appelée aussi
bout positif, et une extrémité a croissance lente, appelée bout négatif.
Kondo & Ishiwata (1976) ont montré que I’extrémité a croissance rapide
est ’extrémité barbue et I’extrémité a croissance lente est I’extrémité

pointue;

la phase stationnaire est I’étape ou la longueur du filament est constante.
Il n’y a plus de polymérisation nette. Cependant la phase stationnaire est

une phase dynamique. En effet, des monomeres vont continuer a se fixer



au filament a [’extrémité a croissance rapide et un nombre égal de
monomeres se détachent de I’extrémité a croissance lente (Wanger et al.
1985; Wegner 1982). Ce phénomeéne est appelé « treadmilling ». Ce
« treadmilling » aboutit a un équilibre dynamique entre les populations

d’actine G et F. La vitesse du treadmilling est estimée a 2 um/heure (Selve

& Wegner 1986).

Au cours du treadmilling, il y a ajout de monomeres qui contiennent de
I’ATP a Pextrémité a croissance rapide et libération de monomeres qui
contiennent de I’ADP a ’extrémité a croissance lente. L’actine F agit donc
comme une ATPase. Le maintien de I’actine sous forme filamenteuse implique

donc, pour la cellule, une dépense énergétique sous forme d’ATP.

Le réle de I’hydrolyse de I’ATP au cours de la polymérisation n’est pas
connu. Carlier ef al. (1985) ont montré que les monomeres d’actine-ATP ont
moins tendance a se détacher de I’extrémité du filament. L’ATP lié au
monomere aurait donc pour rdle d’éviter la dépolymérisation. Cette hypothése

est toutefois contestée par certains, car la polymérisation de 1’actine peut avoir
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lieu sans qu’il y ait hydrolyse d’ATP. En effet, il est possible de faire
polymériser des monomeres d’actine-ADP (Cooke 1975 ; Gershman et al. 1989).
Ces filaments d’actine-ADP sont moins résistants a la dénaturation thermique et
a la dénaturation aux hautes pressions que les filaments formés d’actine-ATP

(Bombardier 1995).

L’ATP aurait aussi une fonction de stabilisation du filament d’actine
contre des agents dénaturants comme le SDS et le KI (Danker 1989 ; Ikeuchi et

al. 1992).

1.4.1. Régulation de la polymérisation de I’actine

L’équilibre entre la forme monomérique et la forme filamenteuse de
’actine peut étre modifié si on fait varier les conditions du milieu. Ainsi, si la
concentration en cations divalents diminue, I’équilibre sera déplacé dans le sens
de la formation d’actine G. Par contre, si la concentration en cations divalents est

augmentée, 1’équilibre sera déplacé vers la formation de filaments.
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In vivo, la concentration en cations divalents est telle que, I’actine devrait
étre en totalité sous forme filamenteuse. Cependant, dans la cellule, 50% de
I’actine est sous forme monomérique. Il existe donc dans la cellule des facteurs
qui contrdlent la polymérisation. Puisque la composition ionique de la cellule ne
varie que tres peu, la régulation de la polymérisation est sous la dépendance
d’autres facteurs. Ces facteurs sont des protéines qui se lient a ’actine et qui ont

ét¢ nommées ABP (de I’anglais Actin Binding Proteins).

Ces ABP déplacent I’équilibre, soit vers la formation d’actine G, soit vers
la formation d’actine F. Il existe plusieurs familles d’ABP qui jouent un réle

dans la régulation de la polymeérisation :

- Protéines de séquestration des monomeéres. Ces protéines se lient
aux monomeéres et empéchent la polymérisation de I’actine. Ex. la

profiline et la thymosine B,.

- Protéines de désagrégation. Elles limitent la longueur des filaments

en les coupant en petits fragments. Ex. la gelsoline.

- Protéines coiffantes. Elles se fixent 4 une extrémité du filament ce qui

empéche les monomeéres de se fixer ou de se détacher d’une extrémité
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du filament. Elles contrélent donc la longueur du filament. Ex. la CapZ

et la tropomoduline.

La régulation de la polymérisation de I’actine par ces protéines permet a la
cellule de conserver une réserve de monomeres d’actine pour former des
filaments au moment ou les fonctions cellulaires impliquent la formation de ces

filaments.

L’actine G forme des solutions moins visqueuses que celles de I’actine F.
Il a été montré que la viscosité d’une solution d’actine G augmente avec la
température, et ce, en autant qu’il y a assez d’ATP en solution (Ikeuchi et al.
1990). L’augmentation de la viscosité d’une solution d’actine G, due a la

température, serait le résultat de la polymérisation.

La concentration d’actine en solution est également un facteur qui
influence sa polymérisation. Il y a une concentration minimum d’actine requise
pour que la polymérisation soit possible. Il s’agit de la concentration dite
critique. En dessous de cette concentration, aucun filament ne pourra étre formé

ou maintenu méme si la concentration en cations divalents est suffisante.
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La concentration critique de ’actine dépend de plusieurs facteurs: de la
température (Asakura et al. 1963), de la force ionique (Oosawa ef al. 1959) et

dans une moindre mesure, du pH de la solution (Kasai et al. 1962).

1.5. Formation d’actine paracristalline

Les paracristaux d’actine sont constitués de filaments d’actine disposés
paralléelement et en phase. L.’actine paracristalline peut étre obtenue en présence
d’une concentration en MgCl, supérieure & 20 mM (Hanson 1967). A de fortes
concentrations en MgCl,, les sites de basse affinité de I’actine Mg"" sont saturés,
ce qui entraine la formation de paracristaux (Strzelecka-Golaszewska et al. 1974;
1978a; 1978b). Les paracristaux n’existent pas in vivo, mais leur utilisation in

vitro permet I’étude de la structure de I’actine F en cristallographie des rayons X.

1.6. Changements de conformation du monomeére

La conformation du monomére d’actine peut étre modifiée de fagon
contrdlée ce qui peut avoir une incidence sur ses propriétés. Des études
biologiques, spectroscopiques, ainsi que la microscopie €lectronique ont permis

de montrer que la conformation de 1’actine est différente selon le nucléotide lié,
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ou selon le cation présent dans le site de haute affinité (Allen et al. 1996 ;

Frieden ef al. 1980).

Des données obtenues en cristallographie ont montré que les principaux
domaines de ’actine peuvent subir une rotation I’un par rapport a I’autre (Schutt
et al. 1993 ; Chik et al. 1996). Cette rotation permet aux deux principaux
domaines de ’actine de s’ouvrir I’un par rapport a 1’autre de pres de 10 degrés.
Cette modification de la structure résulte en une augmentation d’environ 25% de

’accessibilité au solvant du nucléotide lié (Chik et al. 1996).

L’ensemble de ces modifications de la structure du monomeére d’actine
montre qu’il s’agit d’une structure qui peut adopter différentes conformations

selon les conditions du milieu.

Comme nous 1’avons déja mentionné, pour que la polymérisation puisse
avoir lieu, le monomere d’actine doit subir certaines modifications de
conformation. Ce changement est provoqué par la liaison de cations divalents
aux sites de moyenne affinité du monomere (Pollard et al. 1986 ; 1990). Un

changement de conformation dans une protéine peut s’opérer soit au niveau de sa
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structure secondaire, soit au niveau de sa structure tertiaire. Aucune différence
dans le contenu en structures secondaires entre I’actine G et 1’actine F n’a été
observée jusqu’ici, lors d’études effectuées en spectrométrie de CD et en FTIR

(Hegyi & Venyaminov 1980).

Par contre, la polymérisation semble étre accompagnée de certaines
modifications au niveau de la structure tertiaire de la protéine. En effet, au cours
de la transition G-F, un changement de conformation a lieu dans la fente séparant
les deux domaines du monomeére d’actine (Hegyi ef al. 1980). Des études
effectuées en spectrométrie de dichroisme circulaire dans le proche UV montrent
qu’il y a un changement substantiel dans I’environnement du tryptophane et des

résidus tyrosine (Barden et al. 1983).

En comparant les résultats obtenus par diffraction des rayons X des
cristaux d’actine G et F, il a été montré que le sous-domaine 2 a subi une rotation
d’environ 15° dans le « monomeére F » par rapport & sa position dans le

« monomeére G » (Holmes et al. 1990). Pour obtenir des cristaux « d’actine G »,
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le monomeére a ici été co-cristallisé avec la DNase I. Pour conserver les
conditions les plus semblables possibles, les cristaux d’actine F ont aussi été

formés a I’aide de monomeres complexés a la DNase 1.

Ces derniers résultats sont discutables puisqu’ils ne tiennent pas compte de
I’influence de la DNase I dans la modification de la structure de I’actine au cours
de la polymérisation. Par contre, ils sont appuyés par des résultats obtenus en
microscopie électronique montrant une légere modification de la forme du

monomere apres son incorporation dans le filament (O’Brien 1983).

1.7. La phalloidine

Certaines substances ont la capacité de se lier spécifiquement a I’actine et
d’influencer sa polymérisation et sa stabilité. La phalloidine est une de ces
substances. Cette propriété de la phalloidine a permis de 1’utiliser comme outil
d’étude, ce qui a contribué a élucider certains aspects fondamentaux de la
polymérisation de 1’actine (Cooper 1987). La phalloidine a la propriété de se lier
a I’actine et de la stabiliser contre plusieurs agents chaotropiques comme la

sonication, I’iodure de potassium, la cytochalasine B, le clivage protéolytique et
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la chaleur (Pollender & Gruda 1979; DeVries & Wieland 1978; Danker et al.
1975; Schifer et al. 1975; Low et al. 1975; Low & Wieland 1974). L’interaction
de la phalloidine avec I’actine est la cause de la toxicité. En effet, I’équilibre
intracellulaire entre I’actine G et F des hépatocytes est perturbé. La région
comprenant Trp6 et Cys3 (la structure de la phalloidine est présentée a la figure 5)

est essentielle aux propriétés de la phalloidine (Kessler & Wein 1991).

La phalloidine se lie entre les deux sous-unités de 1’actine
(Vandekerckhove ef al. 1985) a proximité du site de liaison de I’ATP (Hegyi et
al. 1986). Il en résulte une augmentation importante de la stabilité de I’actine en
particulier a la chaleur. L’utilisation de la phalloidine comme outil d’étude de
I’actine a donc permis de mettre en évidence que la région présente entre les
deux sous-unités a un réle important dans la dénaturation thermique de cette

protéine.

On a cru, durant une certaine période, que la phalloidine entrainait la
diminution du taux d’hydrolyse de I’ATP a I’intérieur du filament qui a atteint la
phase stationnaire (Wendel & Danker 1987). Par contre, il a été démontré que la
phalloidine réduit plut6t le relargage du phosphate inorganique ce qui allonge le

temps de vie de ’intermédiaire ADP-Pi-actine-F (Danker & Hess 1990). Ces
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travaux suggerent qu’il existe un lien entre la stabilité du filament et
I’intermédiaire ADP-Pi-actine-F. En effet, au cours de la polymérisation de
’actine, le larguage du Pi ne suit pas immédiatement 1’hydrolyse de I’ATP, mais
est quelque peu retardé (Carlier & Pantaloni 1986; Carlier 1987). Il existe donc a
I’intérieur du filament un complexe ADP-Pi-actine-F. Par contre, il n’y a aucun
effet du phosphate inorganique sur la cinétique de liaison de la phalloidine a

’actine (De La Cruz & Pollard 1994).

Orlova & Egelman (1993) ont montré que la phalloidine n’a pas le méme
effet stabilisant sur le filament d’actine selon que le cation divalent lié au site de
haute-affinité soit le Ca™ ou le Mg'". Les filaments d’actine-Mg"™ possédent des
différences structurelles importantes par rapport a I’actine F liée au Ca™". Lorsque
la phalloidine se lie au filament d’actine-Mg'~ le filament change de
conformation. Cette nouvelle conformation est analogue a celle des filaments
d’actine Ca™ non-liés a la phalloidine (Rebello & Ludescher 1998), ce qui
suggére que ’addition de phalloidine aux filaments contenant du Mg'" augmente

la stabilité de ces filaments qui ressemblent alors aux filaments contenant du Ca"™".

Les filaments d’actine mis en présence de phalloidine ne semblent pas

subir de changements morphologiques lorsqu’on les observe en microscopie
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électronique a transmission (Steinmetz ef al. 1997). Méme si la taille et la forme
du filament d’actine ne semble pas modifiées lorsque la phalloidine est liée au
filament, le patron de contact entre les monoméres et entre les deux brins de
’hélice révele des différences subtiles lorsque 1’on fait une reconstruction 3-D
du filament (Bremer et al. 1994). La diffraction des rayons-X a révélé également
des changements structurels. Les sous-domaines 1 et 2 qui sont situés sur la face
externe du filament subissent une rotation d’environ 4° vers les domaines 3 et 4

en présence de phalloidine (Lorenz et al. 1993).

La phalloidine diminue la flexibilité des filaments d’actine, quel que soit
le nucléotide et le cation divalent présent dans le site de haute affinité (Rebello &
Ludescher 1998; Ludescher & Liu 1993). On suggére que la phalloidine rigidifie
le filament ce qui est probablement le résultat du renforcement des liens entre les

monomeres.

Il est bien établi que la phalloidine se lie a 1’actine F et déplace ainsi
I’équilibre actine G < actine F, vers la formation de filaments. En présence de
phalloidine, la concentration critique de ’actine est diminuée de 10 a 30 fois
(Estes et al. 1981; Faulstich et al. 1977). Des observations effectuées en

microscopie électronique ont montré que la phalloidine réduit la constante de
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dissociation aux 2 extrémités du filament a une valeur trés faible (Estes et al.
1981) et réduit aussi la constante d’association a I’extrémité barbue d’environ
20% (Coluccio & Tilney 1984 ; Sampath & Pollard 1991). La phalloidine affecte
donc a la fois la liaison et la dissociation des sous-unités d’actine au filament.
Cet effet de la phalloidine peut étre expliqué par un changement de conformation
a I’extrémité barbue des molécules d’actine polymérisées. Ce changement de
conformation augmente I’interaction avec le monomere adjacent mais défavorise
la liaison d’un nouveau monomeére au filament (Sampath & Pollard 1991). Ce
renforcement de |’interaction entre les monomeres, causé par la phalloidine, a
pour conséquence de stabiliser le polymeére contre I’action de nombreux agents

dénaturants.

Les différentes études qui visent & déterminer a quel rapport molaire
’action de la phalloidine est maximale sont arrivées a des résultats différents.
Miyamoto et al. (1986) affirment qu’une molécule de phalloidine stabilise deux
molécules d’actine, alors que d’autres résultats ont démontré que |’action de la
phalloidine atteint un plateau pour un rapport de 1 pour 1 (Danker et al. 1975; Le

Bihan 1993).
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Il a longtemps €ét€ admis que la phalloidine ne se liait qu’a ’actine F, et
non a la forme monomérique de ’actine (DeVries et al. 1976, Wieland et al.
1975; Wieland 1977a, 1977b). Par contre, Le Bihan (1993) a montré, par une
étude effectuée en calorimétrie différentielle a balayage (DSC), que la
phalloidine avait aussi un effet stabilisant sur I’actine G. En effet, il a montré
qu’en présence de phalloidine, I’actine G a une température de transition, c’est a
dire la température a laquelle se produit la dénaturation de la protéine, plus
élevée. Le Bihan interpréte la stabilisation de ’actine G par la phalloidine
comme €tant le résultat d’une double influence de la phalloidine sur I’actine
monomérique. Dans un premier temps, la phalloidine réduit la concentration
critique de |’actine et favorise la forme filamenteuse. L’augmentation de la
température de la solution dans le calorimétre favorise aussi la polymérisation
de I’actine. L’actine F ainsi formée serait alors stabilisée par la phalloidine. Les
résultats obtenus par Le Bihan ne permettent pas d’affirmer s’il y a interaction
directe entre la phalloidine et I’actine G, puisque c’est la chaleur générée par le
calorimétre, qui induirait la polymérisation de I’actine, et la phalloidine agirait

sur I’actine F formée suite a I’augmentation de température.

La fluorescence intrinseque du tryptophane a été utilisée par une autre

équipe pour étudier I’effet de la phalloidine sur 1’actine G et I’actine F. L’actine
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G en présence de phalloidine est plus résistante a I’effet dénaturant de 1’urée
(Vedenkina et al. 1995), ce qui montre I’existence d’une interaction directe entre

la phalloidine et I’actine G.

1.7.1. Effets in vivo de la phalloidine

Lorsqu’elle est injectée dans la circulation sanguine, la phalloidine n’est
captée que par les hépatocytes, car se sont les seules cellules qui sont perméables
a cette toxine. Une fois a I’intérieur de !’hépatocyte, la toxine se lie
spécifiquement aux filaments d’actine et les stabilise, ce qui entraine une

altération des fonctions hépatiques (Wieland 1986).

La phalloidine provoque une accumulation de filaments d’actine dans les
hépatocytes, une altération des canalicules biliaires, une perte de microvillosités, et
provoque des phénomenes de vacuolisation et d’endocytose (Gabbiani ez al. 1975;
Tuchweber & Gabbiani 1975). C’est cette action de la phalloidine sur I’actine des

hépatocytes qui entraine ses effets toxiques sur 1’organisme, et provoque la mort.

La phalloidine est une toxine extraite des champignons Amanita

phalloides et Amanita virosa de la famille des amanites. Outre la phalloidine, les
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amanites contiennent d’autres toxines comme les amatoXxines et les virotoxines.
La viroisine est une toxine de la classe des virotoxines que 1’on retrouve dans le
champignon Amanita virosa et non Amanita phalloides. Elle a, comme la
phalloidine, une grande affinité pour ’actine et posséde également la propriété

de stabiliser 1’actine mais son action sur 1’actine a été peu étudiée.

1.8. La viroisine : une toxine se liant spécifiquement a I’actine

1.8.1. Structure de la viroisine

La virofsine est un peptide monocyclique dont la structure a été établie par
Faulstich et al. (1980) et qui est présentée a la figure 3B. Le poids moléculaire de la
viroisine est de 800 Da. Deux acides aminés présents dans la viroisine ne se
retrouvent dans aucun autre peptide ou protéine connu, il s’agit de la 2,3-trans-3,4-

dihydroxy-L-proline et du 2-(méthylsulfonyl)-L-tryptophane (Faulstich ef al. 1980).

La phalloidine et la viroisine ont une structure similaire. Trois de leurs
cinq acides aminés sont différents (voir figure 5). En position 3, le résidu L-
cystéine qui forme dans la phalloidine un pont thioéther avec le tryptophane en
position 6 est remplacé par une D-sérine. En position 4, le résidu allo-4-

hydroxyproline est hydroxylé davantage en 3,4-dihydroxyproline, avec les deux
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groupes hydroxy en position trans (Buku et al. 1980). Finalement, le tryptophane
qui se trouve en position 6 dans la phalloidine et qui fait le pont thioéther, est
remplacé dans la viroisine par le 2-(méthylsulfonyl) tryptophane. La principale
différence entre la phalloidine et la viroisine est la présence d’un pont disulfure
dans la phalloidine, qui rend sa structure bicyclique tres rigide, contrairement a la

viroisine qui possede une structure monocyclique, par conséquent moins rigide.

A) B)
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Figure 5. Schéma de la phalloidine (A) et de la viroisine (B), tiré de
Kobayashi et al. 1995.

Une détermination de la structure tridimensionnelle de la viroisine
effectuée en RMN, suggere que le peptide ait une conformation trés ordonnée en

solution, malgré sa structure monocyclique. Cette analyse a aussi permis de
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montrer que la conformation de la viroisine est similaire a celle de la phalloidine

(Bhaskaran & Chin 1994).

Pour étudier la structure de la viroisine et son interaction avec l’actine,
I’utilisation d’analogues synthétiques de la viroisine s’est avérée utile. Deux
analogues particuliers ont été synthétisés : la D-sérine a été remplacée par la D-
alanine et par la L-sérine. L’analyse de la structure de ces analogues de la
viroisine en RMN a permis de montrer que la configuration D de la sérine est
I’élément structurel qui permet a la viroisine de maintenir une structure similaire

a celle de la phalloidine.

Lorsque 1’on remplace la dihydroxyproline par le résidu allo-
hydroxyproline, il n’y a aucune modification de la structure du peptide observée
en RMN, mais I’affinité de la toxine pour I’actine est abaissée d’un facteur de 5.
Le second groupe hydroxy de la proline ne semble pas contribuer a la stabilité de
la viroisine, mais il est probablement en contact avec la surface de I’actine

(Zanotti et al. 1999). La conformation de la phalloidine ressemble a celle de la
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viroisine dans la région Cys3-Pro4-AlaS-Trp6. Cette conformation est différente
de celle des analogues non-toxiques. Ces résultats suggerent que cette région
joue un réle important dans son interaction avec 1’actine (Kobayashi et al. 1995),

et par conséquent dans leur toxicité.

De plus, on a longtemps cru que le mode d’interaction au niveau
moléculaire de la viroisine et de la phalloidine avec 1’actine était différent
(Faulstich et al.. 1980). 11 semble par contre, a la lumiere des expériences
effectuées au cours des dernieéres années, que le mode d’interaction serait tres
similaire, puisque la structure tridimensionnelle des deux peptides est semblable.
Les effets biologiques des virotoxines et de la phalloidine sont également

semblables.

1.8.2. Effets de la viroisine sur ’actine

La viroisine est reconnue pour se lier spécifiquement a I’actine F et la
stabiliser. La viroisine protége ’actine filamenteuse contre plusieurs agents

dénaturants dont le mode d’action est différent comme 1’acide osmique, I’iodure
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de potassium et les ions chaotropiques. Elle protége également 1’actine contre
I’action dépolymérisante de la DNase I et la cytochalasine B. La viroisine
protege aussi ’actine F contre la dénaturation thermique (Gicquaud & Turcotte
1983). La viroisine empéche les monomeéres d’actine F de quitter le filament.
L’équilibre actine G - actine F est alors déplacé vers la formation d’actine F. De
plus, en présence de viroisine il y a accélération de la vitesse de polymérisation

de P’actine (Gicquaud & Turcotte 1983).

In vivo, les virotoxines induisent la polymérisation de I’actine, mais aussi la
fragmentation de la membrane, ce qui suggere que |’actine pourrait interagir avec

certaines composantes de la membrane plasmique (Gicquaud & Paré 1992).

Gicquaud et Turcotte (1983) ont montré que la viroisine est plus efficace
que la phalloidine pour protéger I’actine F contre 1’action destructrice de I’acide
osmique. 1l a été montré que la viroisine se lie a I’actine avec plus d’affinité que
la phalloidine, en raison de la plus grande flexibilité de la structure de la

viroisine.
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1.9. Dénaturation des protéines

Une protéine possede une seule structure qui lui permet de remplir ses
fonctions: sa forme native. La structure native d’une protéine est maintenue

grace a des forces hydrophobes, des liaisons hydrogéne et des ponts disulfures.

Une modification de [’environnement de la protéine, comme
I’augmentation de la température, peut entrainer un changement de sa structure.
L’augmentation de la température entraine une agitation de la chaine peptidique.
Les vibrations et mouvements de la chaine peptidique vont déstabiliser les
structures secondaires et tertiaires. Lorsque les forces dues a I’agitation des
molécules de la protéine deviennent supérieures aux forces stabilisantes telles les
interactions de Van der Waals et les ponts hydrogenes, la protéine subit une
dénaturation (Privalov & Gill 1988). La protéine perd alors sa structure native et,
par conséquent, ses propriétés biologiques. Outre la chaleur, il existe plusieurs
autres types d’agents dénaturants, des agents chimiques comme des acides ou
I’urée, des agents physiques comme le froid et la pression, et des agents

biologiques comme les protéases.

Si la forme native d’une protéine est unique, il existe plusieurs formes

d’états dénaturés; celui-ci dépend de I’agent dénaturant et des conditions de



29

dénaturation (Tanford 1968 ; Tsou 1993 ; Ptitsyn 1995). L’étude de la
dénaturation et de 1’état dénaturé des protéines fait 1’objet de plus en plus

d’études.

Il a longtemps été admis que la dénaturation des protéines était le résultat
d’une seule transition de 1’état natif vers 1’état dénaturé, qui correspondait a la
protéine complétement dépliée et organisée de fagon aléatoire. Au début des
années 80, on a mis en €vidence que la transition entre 1’état natif et 1’état
complétement dénaturé se fait via des états intermédiaires stables (Ptitsyn 1995 ;

Dolgikh et al. 1981 ; Gilmanshin et al. 1982 ; Ohgushi & Wada 1983).

L’augmentation de température, contrairement a la dénaturation par une
forte concentration en urée ou en guanidine hydrochloride (Gdn-HCI),
transforme souvent une protéine en un état partiellement dénaturé dans lequel la
structure secondaire est largement conservée (Tanford 1968). Cet état est
appelé le globule fondu. Le terme globule fait référence a la grande compacité
de cette organisation, compacité comparable a celle que ’on retrouve dans la
forme native; le terme fondu fait référence a une plus grande entropie et

enthalpie comparativement a la structure native, ainsi qu’aux plus grandes
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fluctuations de la molécule, particulierement au niveau des chaines latérales du

noyau (Dolgikh et al. 1981).

Pour les protéines de faible poids moléculaire et peu complexes, le passage
de la forme native a la forme dénaturée est souvent un phénomeéne réversible.
L’enthalpie d’une réaction se définit par 2 types d’enthalpie : I’enthalpie
calorimétrique et ’enthalpie de Vant’Hoff. L’enthalpie calorimétrique (AHc,)
correspond a ’aire sous la surface du thermogramme par rapport a la quantité de

protéines.

Tf
AHe = Qp = I ACp (T) dt

n Ti

AH,, : enthalpie calorimétrique (kJ/mole)
n : nombre de moles de protéines

T;: limite inférieure de température (°C)
T¢: limite supérieure de température (°C)
Qr: aire totale sous la courbe

L’enthalpie de Vant’Hoff est obtenue par la relation proposée par
Privalov en 1979 :

AHyy = 4RT,’ACDma
Qr

AHyy : enthalpie de Vant’Hoft (kJ/mole)

Tm : température de transition (K)
ACpmax : variation de la capacité calorifique a Tm (kJ K™
R : constante des gaz parfaits 8,314 J mole” K™
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Le rapport entre ces 2 valeurs, soit AHyy;;/ AH,, représente la coopérativité
de la réaction. Ce rapport se rapproche de I’unité dans le cas de petites protéines
globulaires (Privalov 1979). Il n’y a dans ce cas aucun intermédiaire stable au
cours de la dénaturation mais seulement 1’état natif et 1’état dénaturé. Les
protéines ayant un rapport AHyy/ AH,, égal a I’unité et se dénaturant de fagon
réversible vont obéir a la relation établie par Chang et al. (1984) :

ACp(T) = nAH” exp [(-AHR™") (T - TN 1
RT? [1+exp [(-(-AHR'T' - Tm-l)]]2

ACp: variation de la capacité calorifique 4 Tm (kJ K"
T : température (K)

n : nombre de moles de protéines

R : constante des gaz parfaits (8,314 J mole” K™)

Tm : température de transition (K)

AH : enthalpie molaire (kJ/mole)

Pour les protéines de grande taille et plus complexes, la dénaturation est
suivie d’un phénoméne d’agrégation et de précipitation, qui rend la dénaturation
irréversible (Wetzel et al. 1990). Une fois 1’état dénaturé atteint, on ne peut
retourner a 1’état natif. Dans ce cas, les paramétres thermodynamiques de la

dénaturation qui se produit de fagon irréversible sont extrémement complexes et

mals définis.
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L’agrégation est I’une des propriétés caractéristiques de plusieurs
protéines dénaturées. L agrégation fait également I’objet d’un intérét grandissant
puisqu’elle est associée a un certain nombre de maladies comme le syndrome de
Down et la maladie d’Alzheimer (Massry & Glassock 1983) et la cataracte
(Thompson et al. 1987 ; Clark & Steele 1992). L’agrégation des protéines est
causée par la formation d’un état partiellement dénaturé de la protéine, (Uverski
& Fink 1998 ; Uversky et al. 1998). L’agrégation est souvent associée a une

augmentation des structures de types feuillets-B (Joly 1965 ; Strzelecka-

Golaszewska et al. 1985 ).

Plusieurs informations concernant une protéine peuvent étre obtenues a
partir de I’étude de sa dénaturation thermique. L’énergie que 1’on doit fournir
pour dénaturer une protéine nous renseigne sur I’énergie impliquée dans le
maintien de sa structure native et sur sa stabilité. En effet, la stabilité d’une
protéine est définie comme étant la différence d’énergie libre entre les états
natifs et dénaturés. On pourra également obtenir des renseignements sur

I’interaction de la protéine avec un ligand qui la stabilise, ou la déstabilise.
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1.10. Dénaturation thermique de ’actine : revue de la littérature

La dénaturation thermique de I’actine a surtout été étudiée avec la forme
monomeérique de I’actine, I’actine G. La dénaturation thermique de 1’actine G est
un phénomeéne irréversible qui consiste en un déroulement partiel de la chaine
protéique. Pour que la dénaturation de I’actine soit compléte, c’est a dire que la
chaine protéique soit totalement déroulée, il doit y avoir ajout d’un agent
dénaturant comme [’urée (Bertazzon et al. 1990 ; Lehrer & Kerwar 1972). Lors
de la dénaturation de I’actine G en présence d’urée, il n’y a pas de phénoméne de

précipitation.

En 1972, Lehrer & Kerwar utilisent la fluorescence du tryptophane pour
étudier la dénaturation thermique de 1’actine G. Lors de la dénaturation
thermique le maximum d’émission de fluorescence de I’actine G est déplacé de
325 a 335 nm. Les auteurs suggerent que I’actine G n’a pas une température de
transition définie, la transition se faisant sur un large intervalle de températures.
Plusieurs études ont par la suite été menées dans le but de déterminer de fagon
plus précise la température de transition de ’actine G. Ces expériences ont été

effectuées en calorimétrie différenticlle & balayage. Par cette technique
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Fausnaugh et al. (1984) ont estimé la Tm a 80°C pour une vitesse de chauffe de
600°C/heure ; Tatunashvili & Privalov (1984) ont montré qu’en chauffant a
120°C/heure 1a Tm est de 66°C, alors que Bertazzon et al. (1990) ont estimé la
Tm a 57,2°C en chauffant ’actine 4 30°C/heure. Bertazzon et al. (1990) ont
proposé que ’actine G est composée de domaines qui se dénaturent de fagon
indépendante. Cette hypothése permet d’expliquer 1’asymétrie du
thermogramme. Ce modele qui fait appel a une approche thermodynamique et
qui considere que cette dénaturation est réversible, ne permet pas d’expliquer les

variations de la valeur de Tm en fonction de la vitesse de balayage.

Les études effectuées en DSC montrent que la valeur de la Tm de
I’actine G varie en fonction de la vitesse de balayage, ce qui suggere que la
dénaturation thermique suit des lois cinétiques. Le Bihan (1993) a étudié
I’aspect cinétique de la dénaturation thermique de I’actine G. Il a montré que
I’approche cinétique correspond mieux au phénomene que [I’approche

thermodynamique généralement utilisée. L’approche cinétique de la
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dénaturation thermique de I’actine permet d’expliquer les différentes valeurs de
Tm obtenues lorsque la vitesse de balayage varie.

1.10.1. L’actine inactivée : un état partiellement dénaturé atteint lors de la
dénaturation thermique

La transformation de I’actine G native vers sa forme inactivée se
caractérise par I’incapacité du monomere a polymériser. Cet état peut étre obtenu
par traitement a ’EDTA ou EGTA (Strzelecka-Golaszewska et al. 1985). L’état
inactivé de ’actine peut aussi étre obtenu par dénaturation thermique (Nagy &
Strzelecka-Golaszewska 1972 ; Bertazzon et al. 1990 ; Lehrer & Kerwar, 1972),
par ajout d’une concentration modérée d’urée ou de guanidine
hydrochloride (Kuznetsova er al. 1988), et finalement cet état se forme de fagon

spontanée au cours du temps (Kuznetsova et al. 1988).

La dénaturation de I’actine G est accompagnée par une modification de la
structure secondaire de la protéine qui a été mis en évidence par CD-lointain. Il y

a perte d’hélices-a et formation de feuillets-B (Nagy & Strzelecka-Golaszewska
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1972; Kuznetsova et al. 1988 ; Bertazzon et al. 1990) L’irréversibilité de la

dénaturation de I’actine serait due a I’agrégation des molécules inactivées

(Kuznetsova et al. 1988 ; Bertazzon et al. 1990).

1.11. Problématique

Le Bihan (1993) a effectué une étude de la dénaturation thermique de
’actine. Au cours de son travail, il a utilis¢é comme outil la phalloidine qui est
une substance qui stabilise I’actine F contre la dénaturation thermique. Il a
montré, entre autres, que la phalloidine modifie le thermogramme de 1’actine G,
contrairement a toutes les études antérieures qui postulaient que la phalloidine

se liait spécifiquement a la forme filamenteuse de I’actine.

La viroisine est une substance analogue a la phalloidine. Dans un premier
temps, nous avons voulu vérifier si la viroisine agit, comme la phalloidine a la
fois sur ’actine F et sur I’actine G et de plus, quantifier I’effet stabilisant de la

toxine sur I’actine, par calorimétrie différentielle a balayage.

Dans un deuxiéme temps, nous avons voulu caractériser l’interaction

actine-viroisine par différentes techniques dans le but de comprendre comment
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la viroisine interagit avec ’actine et la stabilise. Le dichroisme circulaire nous
permettra d’observer les changements dans le contenu en structures secondaires
induit par la viroisine. La fluorimétrie, quant a elle, nous renseignera sur la

mobilité et la conformation de la structure tertiaire de la protéine.

Il est possible de déterminer si une solution est composée d’actine G ou
d’actine F par viscosimétrie. La microscopie électronique permettra d’observer
I’aspect des filaments d’actine et 1’organisation des monomeéres d’actine. Ces
techniques nous permettrons donc de caractériser les modifications induites

dans le monomeére d’actine suite a son interaction avec la viroisine.
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CHAPITRE 2 : PRINCIPES DES TECHNIQUES

La dénaturation thermique de I’actine a été étudiée principalement par
DSC et par CD. Ces deux techniques mesurent des parametres différents et
permettent de caractériser et de quantifier le processus de dénaturation des

protéines.

2.1. Calorimétrie différentielle & balayage

La calorimétrie différentielle a balayage est une technique qui permet de
mesurer les flux thermiques qui se produisent lorsque I’on chauffe un
échantillon. Si a une température donnée, il se produit une transition de phase,
on pourra mesurer la quantité d’énergie impliquée au cours de cette transition

de phase.

2.1.1. Fonctionnement de ’appareil.

Le schéma du calorimétre est illustré a la figure 6. Le calorimeétre est
composé de quatre cellules, 3 échantillons et 1 référence, qui sont placées a

I’intérieur d’un bloc de métal qui sert de puits thermique.
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Le calorimetre chauffe les cellules échantillons de fagon telle, que leur
température augmente a la méme vitesse que la cellule référence. La chaleur
présente dans les cellules est transmise aux éléments a effet Pelletier situés sous
les cuvettes. Des senseurs thermiques qui sont situés entre les cuvettes et ces
éléments permettent de capter les phénomenes d’absorption ou d’émission de
chaleur qui ont lieu dans chacun des échantillons. Les senseurs thermiques
captent les flux de chaleur qui passent entre le bloc et les cellules puis les
convertissent en signal analogique. Ce signal est converti en valeur de capacité
calorifique de I’échantillon. La capacité calorifique se définie comme étant la

quantité d’énergie thermique absorbée par degré et par gramme d’échantillon.

Référence Echantillon

— Isolant thermique

Elément chauffant

Détecteur de chaleur

- Elément a effet Pelletier

Figure 6. Schéma du calorimeétre différentiel a balayage.
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Les résultats sont présentés sous forme d’un graphique, appelé
thermogramme, qui représente la capacité calorifique (Joules/°C) de
I’échantillon en fonction de sa température (°C). Une réaction qui produit des

phénomenes thermiques pourra ainsi étre détectée et quantifiée.

2.1.2. Interprétation du thermogramme

Plusieurs parametres thermodynamiques d’une réaction peuvent étre déduits
a partir de son thermogramme: la température de transition, ’enthalpie
calonmétrique et la coopérativité de la réaction (Privalov et al 1989). Un

thermogramme typique de la dénaturation d’une protéine est présenté a la figure 7.

La température de transition (Tm), correspond a la température a laquelle
la variation de capacité calorifique atteint sa valeur maximale. Pour une réaction
réversible, la Tm est atteinte lorsque la moitié des molécules de 1’échantillon
sont dénaturées. L’aire totale sous la courbe correspond a !’enthalpie
calorimétrique de la réaction ou quantité de chaleur impliquée dans le processus.

La coopérativité est reliée a la largeur du pic de dénaturation (AT, ).
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Figure 7. Schéma d’un thermogramme typique et illustration des
principaux parametres qui peuvent en étre déduits :
température de transition (Tm); la largeur du pic a mi-hauteur
(AT1/2) et I’aire sous la courbe qui correspond a I’enthalpie de
la réaction.

La coopérativité et I’enthalpie calorimétrique sont des parametres définis
pour les réactions réversibles. La réversibilité de la dénaturation d’une protéine
se définit comme étant la capacité d’une protéine dénaturée a retourner sous sa
forme native. La dénaturation thermique de I’actine est un processus irréversible.
La signification de I’enthalpie et de la coopérativité n’ayant pas €té vraiment

établie pour les processus irréversibles, nous avons utilisé ces parameétres pour
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caractériser les thermogrammes, mais nous avons peu élaboré sur I’ interprétation

de ces parametres qui demeure difficile.

Par contre, nous avons utilisé la température de transition pour caractériser
les processus de dénaturation. Pour les réactions irréversibles, la valeur de Tm
est valide pour une vitesse de chauffe donnée. Lorsque la vitesse de chauffe

varie, la Tm est modifiée.

2.2. Dichroisme circulaire

2.2.1. Principes généraux du dichroisme circulaire

Le dichroisme circulaire peut se définir comme étant la différence
d’absorption entre la lumiére polarisée circulairement alternativement a gauche
et a droite. Les bandes d’un spectre CD apparaissent donc la ou il y a
normalement des bandes d’absorption électronique dans une molécule
asymétrique. L’activité optique est une propriété intrinseque de toutes les
molécules qui n’ont ni centre ni plan de symétrie. L’asymétrie est une importante
caractéristique de la structure des protéines. Les structures secondaires (hélice-a.,

feuillet-B, ...) et la structure tertiaire d’une protéine sont asymétriques. La région
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du spectre située dans la région de I’UV-lointain, soit la région inférieure a 260
nm nous renseigne sur le contenu en structures secondaires de la protéine. Cette

région du spectre est dominée par la contribution des liaisons peptidiques.

Dans une hélice, I’environnement des unités qui la composent est
identique et fortement asymétrique. Les contributions a |’activité optique de
chaque chromophore monomérique s’ajoutent, alors qu’elles tendent a s’annuler
dans les structures irréguliéres. La spectrométrie de dichroisme circulaire est une
technique optique qui nous permet donc de détecter et de quantifier I’asymétrie
de molécules. A partir de ces informations il est possible d’estimer le contenu en
structures périodiques ou structures secondaires d’une protéine, ainsi que sa

compacité ou structure tertiaire.

La figure 8 présente les spectres caractéristiques de chacune des structures
secondaires de protéines. Les hélices-o présentent de larges bandes CD avec une
différence de coefficient d’extinction négative a 222 et 208 nm et une troisicme
positive a 193 nm. Les feuillets-3 montrent une large bande négative a 218 nm et

une positive vers 195 nm.
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Figure 8. Spectres de dichroisme circulaire de structures secondaires pures
de protéines (Brahms et Brahms, 1980).

2.2.2. Fonctionnement de I’appareil.

Un spectropolarimétre est composé d’une source de lumiére et d’un
monochromateur qui sélectionne la lumiére a la longueur d’onde désirée.
Ensuite, le faisceau atteint un polariseur qui produit une lumiére polarisée
linéairement et finalement un modulateur photoélastique (retardateur d’onde) qui
convertit la lumiére polarisée linéairement en lumiére polarisée circulairement

alternativement vers la gauche et vers la droite.



Lampe au Retardateur
xénon d'ondes  Photomultiplicateur

Polariseur
Amplificateur

Monochromateur Echantillon

Spectre CD

Figure 9. Schéma illustrant le fonctionnement du spectropolarimétre.
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Le faisceau de lumiére polarisée circulairement ainsi créé atteint le

compartiment ou se trouve |’échantillon. Aprés avoir traversé un élément

optiquement actif, la lumiere polarisée circulairement est modifiée a deux

niveaux. Les composantes électriques et magnétiques du faisceau sont encore

polarisées circulairement, mais leur magnitude n’est plus la méme puisque le

coefficient d’extinction molaire de la lumiére polarisée a gauche et a droite ne

sont pas les mémes, le milieu étant asymétrique. La lumicre est alors polarisée

elliptiquement. Il y aura également une rotation de 1’axe principal de I’ellipse

due aux différents indices de réfraction. Finalement, un détecteur capte le

faisceau lumineux qui émerge de I’échantillon. L’ellipticité du faisceau

permettra de caractériser le contenu en structures asymétriques de la protéine.
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L’appareil mesure ainsi 1’asymétrie pour un nombre de longueurs d’ondes
données du spectre selon le degré de précision voulu. Les résultats sont présentés
sous forme graphique qui représente la différence de coefficient d’extinction en

fonction de la longueur d’onde de la lumiére.

Le spectropolarimetre utilisé est jumelé & un bain thermostaté et permet de
cette facon de suivre I’évolution du contenu en structures secondaires de la

protéine au cours du chauffage auquel on la soumet.
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CHAPITRE 3 : MATERIEL ET METHODES

3.1. Matériel biologique utilisé

3.1.1. Purification de ’actine

L’actine est extraite a partir de poudre acétonique de muscle squelettique
de lapin selon la méthode de Spudich & Watt (1971) modifiée par Nonomura et
al. (1975). L’extraction de I’actine se fait a 1’aide de tampon G et la purification
par une série de cycles de polymérisation-dépolymérisation qui permettent

d’éliminer les impuretés et les autres protéines liées a 1’actine dans le muscle.

- A la poudre acétonique est ajouté du tampon G (Tris 2 mM, CaCl, 0,1 mM,
ATP 1mM, NaN; 0,2 mM, B-mercaptoéthanol 0,5 mM, pH 7,5) qui permet
d’extraire I’actine sous forme monomérique.

- La solution est ensuite filtrée et centrifugée une heure a 40 000 rpm pour
éliminer les impuretés qui sédimentent.

- L’actine globulaire est récupérée du surnageant puis polymérisée par 2 mM

de MgCl, et 0,6 M de KCI.
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- L’actine filamenteuse est sédimentée par centrifugation 40 000 rpm x 2
heures (rotor Beckman 70.1 Ti). Le culot d’actine F est dialysé contre du
tampon G durant 48 heures 4 4°C ce qui dépolymérise 1’actine.

- L’actine G est centrifugée a 40 000 rpm x 2 heures (rotor Beckman 70.1 iTi),

cette étape permet d’éliminer les protéines dénaturées qui sédimentent.

L’actine est conservée, sous forme globulaire, en dialyse contre du tampon G
pour un maximum de 5 jours. Le tampon G est remplacé réguliérement de maniere
a ce qu’une quantité suffisante d’ATP soit toujours présente, car I’ATP est

nécessaire pour que I’actine conserve sa forme native.

L’actine est dosée par spectroscopie a 290 nm. La concentration est
calculée a I’aide du coefficient d’extinction de 1’actine globulaire : A= 6.3

(Lehrer & Kerwar 1972).

3.1.2. Controle de la pureté de I’actine par électrophorese SDS-Page

La pureté de I’actine est vérifiée par électrophorése SDS-Page sur un gel
ayant une concentration de 12% de polyacrylamide-sulfate dodecyl de sodium.

[’étalonnage est effectué avec une série de protéines couvrant une large gamme
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de poids moléculaires (Broad Range) de la compagnie BioRad. La révélation des

protéines est effectuée au bleu de Coomassie.

A partir du gel d’électrophorése obtenu avec nos préparations d’actine
(présenté a la figure 10), on peut estimer que la pureté de I’actine que nous avons
utilisée est supérieure a 95%. Ses propriétés sont conservées a la suite de cette
purification, en particulier sa capacité de polymériser et de former des filaments

(Bombardier 1995).

200kD i

97kD

42kD T -

Figure 10. Gel d’électrophorese SDS-Page de I’actine préparée selon la
technique de Spudich & Watt (1971) modifiée par Nonomura ef
al., (1975). Le premier puits contient une série de protéines
servant a I’étalonnage.
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3.1.3. Extraction de la viroisine

La viroisine a été extraite du champignon Amanita virosa, récolté dans le

Parc de la Mauricie, selon le procédé décrit par Gicquaud & Turcotte (1983).

Nous n’avons pas fait cette préparation, mais avons utilisé de la viroisine

préparée antérieurement dans le laboratoire.

3.2. Calorimétrie différentielle a balayage (DSC)

3.2.1. Description de I’appareil

L’appareil que nous avons utilisé est un calorimétre a conduction de
chaleur de marque Hart Scientific. Il contient une cellule de métal qui sert de
référence et 3 cellules échantillons. L’appareil peut donc effectuer 1’analyse de
trois échantillons simultanément.

3.2.2. Préparations des échantillons pour la DSC et conditions
expérimentales.

Nous avons fait 4 groupes d’expériences en DSC : les thermogrammes
d’actine G seule, d’actine G en présence de viroisine, d’actine F seule et d’actine

F en présence de viroisine.
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1) La solution d’actine G est centrifugée 40 000 rpm x 2 heures (rotor Beckman
70.1 iTi) avant chaque utilisation, de fagon a éliminer les filaments d’actine et
les protéines dénaturées.

2) L’actine G est diluée avec du tampon G pour obtenir les concentrations
désirées indiquées dans les résultats (de 0,01 a 6 mg/ml).

3) Pour les essais d’actine G en présence de viroisine : la viroisine est rajoutée
en solution concentrée dans le tampon G avec des rapports molaires indiqués
dans les résultats (actine : viroisine allant de 1:0 a 1:3).

4) Les préparations d’actine F sont obtenues a partir d’actine G en induisant la
polymérisation par 2 mM de MgCl,.

5) Les essais d’actine F en présence de viroisine sont effectués en mélangeant
d’abord !’actine G et la viroisine dans le rapport molaire désiré, puis en

ajoutant 2 mM de MgCl; pour induire la polymérisation.

Tous les échantillons sont tout d’abord dégazés sous pression réduite a
’aide d’une trompe a eau durant 5 minutes pour éviter la formation de bulles
durant le balayage de température. Par la suite 900 mg de solution sont déposés
dans une cuvette de DSC. On laisse incuber une heure a 25°C pour atteindre
I’équilibre thermique et permettre le cas échéant a I’actine de polymériser. La

vitesse de chauffe est de 60°C/heure pour toutes les expériences.
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3.2.3. Traitement informatique des données

Les thermogrammes sont tracés a partir du logiciel Excel. L’analyse des
courbes et la détermination des parameétres thermodynamiques sont effectuées

par le logiciel GRAMS.

3.3. Spectrométrie de dichroisme circulaire

3.3.1. Description du spectropolarimétre

Le spectropolarimetre utilisé est un JASCO J-720. Il est alimenté par une
source lumineuse au xénon. L’appareil est calibré avec une solution aqueuse
0,06% (p/v) d’ammonium d-10 camphorsulfonate (Chen & Yang 1977). La
cuvette a un parcours optique de 0,01 cm. Le systeme est chauffé par un bain

thermostaté programmable (Neslab RT111).

3.3.2. Préparation des échantillons pour le CD

Nous avons fait en CD les mémes expériences qu’en DSC c’est a dire que
nous avons étudié¢ la dénaturation thermique de I’actine G seule, de ’actine G en
présence de viroisine, de ’actine F seule et de I’actine F en présence de viroisine,

et ceci dans des conditions aussi semblables que celles utilisées en DSC afin de
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pouvoir comparer les résultats. Tous les essais ont été faits avec une concentration

d’actine de 1 mg/ml et les essais avec la viroisine avec un rapport molaire de 1 :1.

La solution d’actine G est centrifugée 40 000 rpm x 2 heures (rotor
Beckman 70.1 iTi) avant chaque utilisation de fagon a éliminer les filaments
d’actine et les impuretés résiduelles. La vitesse de chauffe est la méme qu’avec le
DSC c’est a dire 60°C/heure. Cing spectres sont mesurés pour les longueurs
d’onde allant de 178 a 260 nm tous les 5°C. Une moyenne de ces spectres est
effectuée et c’est sur cette moyenne que sont effectuées les estimations du contenu

en structures secondaires de la protéine.

3.3.3. Logiciels de traitement de données.

L’estimation du contenu en structures secondaires de 1’actine a partir des
spectres CD-UV lointain est effectuée a partir du logiciel CDSSTR. Ce logiciel
posséde une banque de données de 22 protéines dont la structure secondaire a été
résolue par diffraction des rayons X. Le logiciel effectue une estimation du
contenu en structures secondaires de la protéine échantillon en comparant son
spectre CD a celui des protéines de sa banque de données. Pour ce calcul, le

signal mesuré est converti sur la base de la concentration en groupements amide.
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La région du spectre de 184 a 260 nm a été utilisée pour effectuer le calcul
des structures secondaires. Il est généralement recommandé d’utiliser la zone de
178 a 260 nm. Nos spectres d’actine contenaient dans la région de 178 a 184 nm
un ratio signal sur bruit trop faible ce qui rendait les calculs impossibles. Par
contre, il est essentiel de débuter le spectre a 184 nm pour que le logiciel soit en
mesure de résoudre les équations permettant de déduire le contenu en structures

secondaires de la protéine (Manavalan & Johnson 1985).

Un spectre de protéine tronqué a 184 nm permet de résoudre le contenu en
6 types de structures secondaires. Comparativement aux données obtenues par
diffraction des rayons X, on obtient une erreur moyenne selon le type de

structure secondaire de (Johnson 1999):

Hélices-oi: 3,3 % Hélices 3/10: 2,6 %
Feuillets-B-antiparalléles: 4,2 % Feuillets-B-paralléles: 2,7%

Coudes: 4,2% Autres: 5,1%

La température de transition de la réaction de dénaturation thermique est
obtenue a partir du graphique de la différence de coefficient d’extinction en

fonction de la température a 222nm. Les structures secondaires les plus
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abondantes dans I’actine sont les hélices-a et les feuillets-B-antiparalléles. Ce
sont aussi ces structures périodiques qui sont le plus modifiées au cours de la

dénaturation thermique. C’est pour ces raisons que seules ces deux structures

secondaires seront considérées dans ’analyse de nos résultats.

La polymérisation de |’actine est mesurée par fluorescence selon la
technique de Kouyama & Mihashi (1981) modifiée par Cooper et al. (1983). Au
cours de la polymérisation I’actine subit un changement de conformation ou
’environnement de la cystéine 374 est modifié. 1l est possible de fixer sur la
cystéine 374 une sonde fluorescente, le pyréne. Lors de la polymérisation, la
fluorescence du pyréne augmente d’environ 10 fois. Le pyrene est lié a la

cystéine 374, en faisant réagir le N-(1-pyrényl)iodoacetamide avec ’actine.

3.4.1. Préparation de ’actine-pyréne

- L’actine G est tout d’abord dialysée durant 48 heures contre du tampon P
(NaHCO; ImM, CaCl, 1mM, ATP 2 mM, pH 7,6) qui facilite la réaction

du N-(1-pyrényl)iodoacetamide avec I’actine.
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La concentration d’actine G est ajustée a 1 mg/ml, puis polymérisée par

ajout de 0,1 M KCI + 1 mM de MgCl,, a concentration finale.

Une solution de 6 mg/ml de N-(1-pyrényl)iodoacetamide dissout dans le
diméthylformamide est ajoutée a la solution d’actine F dans un rapport

de 7,5 moles de N-(1-pyrényl)iodoacetamide par mole d’actine.

Le mélange est agité 24 heures pour compléter la réaction. L’actine F
couplée a la sonde est concentrée par centrifugation a 40 000 rpm x 2

heures (rotor Beckman 70.1 Ti).

Le culot est resuspendu dans le tampon A (Tris-HCl 2 mM, CaCl, 0,2
mM, ATP 0,2 mM, DTT 0,5 mM, pH 8,0) puis dialysé pour

dépolymériser I’actine.

Aprés dépolymérisation, les impuretés en suspension sont éliminées de
la solution d’actine par centrifugation 40 000 rpm x 2 heures (rotor
Beckman 70.1 iTi). Elles se retrouvent dans le culot et I’actine G 1ié au

pyréne dans le surnageant.

Les molécules de pyréne non-liées a 1’actine sont éliminées par

chromatographie sur gel de séphadex G-75. Tampon d’€lution (Tris-HCI
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2 mM, CaCl, 0,2 mM, ATP 0,2 mM, DTT 0,5 mM, Tris 20 mM et KClI

20 mM, pH 8§,0)

Toutes les étapes doivent se faire a I’obscurité pour protéger la sonde de la

lumiére.

- L’actine-pyrene est dosée en mesurant les absorbances a 290 et 340 nm.

Concentration d’actine (mg/ml) = (Ao — A3z4q x 0,127 ) x 0,63 ;
(Kouyama & Mihashi 1981)

3.4.2. Mesure de la polymérisation de I’actine par fluorimétrie

La fluorescence de I’actine non-liée au pyréne est d’abord mesurée, ce
qui nous permettra d’établir le 0. Une mesure de la fluorescence de |’actine-pyrene
globulaire est ensuite prise. L’excitation de la sonde se fait @ 365 nm et la mesure
de I’émission de fluorescence a 407 nm. La viroisine est ajoutée de fagon & obtenir
une concentration équimolaire a I’actine. Une période d’incubation de une heure a
température ambiante est effectuée avant de mesurer I’intensité de fluorescence de
la solution. Pour mesurer 1’émission de fluorescence de I’actine F, 2 mM de
MgCl, sont ajoutés a une solution d’actine-pyréne globulaire. Une période

d’incubation de une heure a température ambiante permet la polymérisation



58

complete de D’actine. Pour tous les échantillons utilisés en fluorimétrie la

concentration d’actine utilisée est de 0,2 mg/ml.

3.5. Viscosimétrie

Une solution d’actine F est plus visqueuse qu’une solution d’actine G car
elle contient de longs filaments. On peut mesurer la polymérisation de I’actine
par viscosimétrie. La viscosimétrie consiste a mesurer le temps d’écoulement de

la solution dans un capillaire calibré.

3.5.1. Préparation des échantillons et mesure de la viscosité

Toutes les solutions déposées dans le viscosimetre sont incubées une heure
a 25°C avant la prise des mesures de fagon a ce que 1’équilibre thermique soit
atteint. Un ml de solution d’actine G (1 mg/ml) est dépos€ dans un viscosimetre
et apres incubation, le temps d’écoulement de la solution est mesuré toutes les 2
minutes pour une période de 15 minutes. Pour établir I’effet de la viroisine sur
I’actine G, une quantité équimolaire de viroisine est ajoutée. La viroisine est

ajoutée a I’actine G avant que le mélange ne soit placé dans le viscosimetre et
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incub€ durant 1 heure. Le temps d’écoulement est mesuré durant une période de

60 minutes.

Pour mesurer la viscosité de I’actine F, 2 mM de MgCl, sont ajoutés & 1 ml
de solution d’actine G, 1 mg/ml. Les lectures du temps d’écoulement sont prises sur
une période de 1 heure pour suivre la polymérisation. A cette solution on ajoute
ensuite une concentration équimolaire de viroisine de fagon a vérifier son effet sur
la viscosité de la solution d’actine F. Des mesures sont prises durant 1 heure. La
viscosité spécifique est exprimée par (Té — Ts)/Ts; Té étant le temps

d’écoulement de 1’échantillon et T, le temps d’écoulement du solvant.

3.6. Microscopie électronique

Les échantillons d’actine sont préparés de la méme fagon que ceux préparés
pour la calorimétrie. Les grilles recouvertes de formvar-carbone sont traitées au
plasma-glow afin de les rendre hydrophiles. Une goutte de solution d’actine est
déposée sur la grille et le surplus de solution enlevé a ’aide d’un papier filtre. La
grille est ensuite colorée négativement avec de ’acétate d’uranyle 1% en solution

aqueuse. L’exceés de colorant est retiré quelques secondes seulement apres son
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dépot sur I’échantillon. Les préparations sont observées a 1’aide d’un microscope
électronique a transmission Phillips 207. Les concentrations d’actine sont en
général assez faibles (0,1 a 0,05 mg/ml) de maniére a ce que les différents

composants ne soient pas en amas et puissent étre distingués sur 1’écran.

Les images obtenues sont analysées a 'aide du logiciel Soft Imaging
System qui permet de régler la luminosité des photos et d’augmenter le contraste.
11 permet aussi de déterminer les dimensions de certaines structures, en particulier

de mesurer la largeur des filaments d’actine.
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CHAPITRE 4 : RESULTATS

En 1983, Turcotte a montré, par viscosimétrie et spectrométrie
différentielle, que la viroisine stabilise [’actine F contre la dénaturation
thermique. Cependant les travaux de Turcotte étaient préliminaires et ’effet de la
viroisine sur I’actine n’a jamais été quantifié et caractérisé de fagon précise. De
plus, Turcotte n’a pas étudié I’effet de la viroisine sur I’actine G. C’est ce que la
calorimétrie différentielle a balayage permettra d’effectuer. Dans un premier
temps, nous avons donc étudié, par DSC, I’effet de la viroisine sur 1’actine G et

sur [’actine F.

4.1. Etude, par calorimétrie différentielle a balavage (DSC), de ’actine G et
de ’actine F en présence et en absence de viroisine

La concentration de protéine peut avoir un effet sur son processus de
dénaturation et par conséquent modifier I’aspect du thermogramme. Avant
d’étudier I’effet de la viroisine sur la dénaturation thermique de 1’actine, il
importe tout d’abord de voir quel est I’effet de la concentration d’actine sur le

thermogramme.
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4.1.1. Effet de la concentration de I’actine F sur le thermogramme

La figure 11 représente une série de thermogrammes d’actine F a
différentes concentrations. On peut constater que la concentration d’actine F

modifie fortement 1’aspect du thermogramme.
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Figure 11. Effet de la concentration d’actine F sur le thermogramme.
Capacité calorifique en fonction de la température pour une
concentration croissante en actine F. Les intervalles de
graduation de la capacité calorifique sont de 0,05 J/°C.
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Pour une faible concentration d’actine F, telle 0,01 mg/ml (courbe bleue),
le thermogramme est constitué d’un seul pic endothermique dont la hauteur est

trop faible pour que la courbe puisse étre observable a cette échelle.

Lorsque la concentration d’actine F augmente de 0,05 mg/ml a 2 mg/ml,
on observe une augmentation de la Tm de 65 a 69,5°C. L’actine filamenteuse est
donc plus stable lorsqu’elle est a forte concentration. Il existerait donc certaines
interactions entre les filaments, qui rendraient la protéine a forte concentration,

plus résistante a la dénaturation thermique.

Le déplacement de la Tm n’est pas le seul changement induit sur le
thermogramme par une augmentation de la concentration d’actine F. En effet,
pour des concentrations supérieures a 0,1 mg/ml d’actine, la dénaturation de
I’actine se fait en 2 phases: une phase endothermique qui correspond au
processus de dénaturation lui-méme, et une phase exothermique. Cette réaction
exothermique est probablement le résultat de la précipitation de la protéine

dénaturée. La précipitation de la protéine dénaturée peut étre observée a I’ceil nu.
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En effet, une solution d’actine F a concentration supérieure a 0,1 mg/ml montre

un précipité apres avoir été chauffée.

Les thermogrammes de I’actine F a 1 mg/ml (courbe orange) et a 2 mg/ml
(courbe noire), montrent que pour de fortes concentrations d’actine F, il y a
diminution de ’aire sous le pic de dénaturation. L’aire sous la courbe de
dénaturation représente 1’enthalpie de dénaturation, soit la chaleur fournie pour
permettre la dénaturation. Plus il y a de protéines en solution, plus cette valeur
devrait étre élevée. C’est le phénomene inverse qui est observé pour la

dénaturation de ’actine F.

Une hypothése qui peut étre émise pour expliquer ce phénomeéne, est que
la diminution de I’aire sous la courbe n’est pas due a une diminution de
I’enthalpie de la dénaturation, mais plutot a la superposition des réactions de

dénaturation et de précipitation.
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La superposition des réactions endo et exothermiques qui se produit
lorsque 1’on augmente la concentration d’actine est bien illustrée a la figure 12.
Ce graphique représente les valeurs de Tm en fonction de la concentration

d’actine F pour' les réactions de dénaturation et de précipitation.

Tm (°C)

60 - ;
0 0,25 0,5 0,75 1 1,25 1,5 1,75 2

Concentration d'actine F (mg/ml)

/ —&- Tm e_ndothermique_ —@==Tm exothermique ,

Figure 12. Tm des réactions endothermiques et exothermiques en fonction
de la concentration d’actine F.

Le graphique montre qu’il y a superposition des Tm de dénaturation et de
précipitation pour des concentrations d’actine F supérieures a 0,75 mg/ml. Les

thermogrammes obtenus pour des concentrations supérieures sont donc le
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résultat de la somme de deux réactions. Les thermogrammes d’actine F 1,0 et 2,0
mg/ml présentés a la figure 11, correspondent donc a 1’addition des réactions

endo- et exothermiques de la dénaturation de I’actine F.

Pour vérifier cette hypothése, selon laquelle la diminution de la hauteur du
pic est due a I’addition des réactions endo et exothermiques, nous avons utilisé
un détergent, le désoxycholate. En présence de désoxycholate, les réations de

dénaturation et de précipitation sont bien séparées.

4.1.2. Effet de I’acide désoxycholique sur le thermogramme de ’actine F

La figure 13 montre les thermogrammes de I’actine F seule et de I’actine F
en présence de désoxycholate 0,1%. On peut constater sur cette figure que le

désoxycholate modifie le thermogramme de I’actine F:

- Pour une concentration d’actine F de 0,5 mg/ml, mise en présence de
désoxycholate 0,1%, il y a diminution du Tm de la réaction

endothermique, et 1a réaction exothermique ne se produit pas tout de suite.
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En conséquence, ’aire sous le pic de dénaturation est augmentée de maniére
importante et passe de 300 mJ pour I’actine F seule, a 510 mJ pour I’actine F

(0,5mg/ml) en présence de désoxycholate.

Capacité calorifique (J/°C)

50 55 60 65 70 75 80 85 90
Température (°C)

——Actine F + DX ——Actine F

Figure 13. Thermogrammes de I’'actine F, 0,5 mg/ml, en présence et en
absence de désoxycholate 0,1%. Les intervalles de graduation
de la capacité calorifique sont de 0,05 J/°C.

Le graphique a la figure 14 présente la Tm des réactions endo- et
exothermiques, en fonction de la concentration en actine F, en présence et en

absence de désoxycholate. On peut constater sur ce graphique que la superposition
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des réactions endo et exothermique est retardée par le désoxycholate. Le point de

rencontre des deux Tm passe de 0,75 a plus de 1,5 mg/ml.

Tm(°C)

0 025 05 0,75 1 125 15 175 2
Concentration d'actine F (mg/ml)

==@==Actine F - Tm endothermique === Actine F - Tm exothermique
=—@=—Actine F+ DX - Tm endothermique =fr—Actine F+ DX - Tm exothermique

Figure 14. Tm de la réaction de dénaturation (endothermique) et de la
réaction de précipitation (exothermique) en fonction de la
concentration d’actine F, en présence et en absence de
désoxycholate (0,1%).

Le désoxycholate s’avere donc étre un outil intéressant pour étudier la
dénaturation des protéines par DSC, car il retarde la précipitation de protéines
dénaturées et par conséquent, sépare les pics de dénaturation et de précipitation
du thermogramme, ce qui permet d’étudier les deux phénomenes séparément.

Comme de nombreuses protéines précipitent au cours de leur dénaturation,
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I’utilisation du désoxycholate présente un grand intérét, entre autre pour étudier
’actine F, mais également d’autres protéines. Les résultats obtenus confirment
notre hypothése, selon laquelle il n’y a pas de diminution de I’enthalpie de
dénaturation lorsque la concentration de 1’actine F augmente. La diminution de
’aire sous la courbe des thermogrammes est due a la superposition des pics de

dénaturation et de précipitation de la protéine.

4.1.3. Etude par DSC de I’effet de la viroisine sur I’actine F

Dans une deuxiéme étape, nous allons €tudier et quantifier I’effet de la
viroisine sur I’actine F. Rappelons que la viroisine est reconnue pour stabiliser

I’actine F, mais que cette interaction n’a jamais €té quantifiée.

La figure 15 présente les thermogrammes de 1’actine F, 1 mg/ml en
présence de concentrations croissantes de viroisine. Le thermogramme de
I’actine F (1 mg/ml) en absence de viroisine est représenté sur le graphique par

la courbe noire. La Tm du pic de dénaturation est de 70°C et est immédiatement
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suivie par une réaction exothermique qui correspond a la précipitation de la
protéine. Les thermogrammes suivants sont ceux de I’actine en présence de
concentrations croissantes de viroisine. La viroisine modifie 1’aspect du
thermogramme de I’actine F. La Tm augmente en fonction de la concentration
en viroisine. Elle passe de 70°C pour I’actine F seule a 82°C pour I’actine F en
présence d’un rapport molaire actine : viroisine de 1 : 0,5. De plus, la hauteur

du pic diminue avec I’augmentation de la concentration en viroisine.
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Figure 15. Thermogrammes de 1'actine F (1 mg/ml) en présence d’un
rapport molaire actine : viroisine croissant. LLes intervalles
de graduation de la capacité calorifique sont de 0,05 J/°C.
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Sur cette figure, nous pouvons constater que 1’actine est sensible a de trés
faibles concentrations de viroisine. La viroisine a un effet sur le thermogramme
pour des rapports molaires actine : viroisine aussi faibles que 1: 0,01. La
viroisine a donc beaucoup d’affinité pour I’actine F. La liaison d’une molécule
viroisine a un monomere d’actine stabilise non seulement le monomere auquel la
viroisine est li€e, mais aussi les monomeéres voisins dans le filament. Si la
viroisine induit une modification de la conformation d’un monomeére qui
augmente sa stabilité a la chaleur, cette stabilisation est transmise a 1’ensemble

du filament.

La réaction de dénaturation de I’actine F en présence de viroisine est suivie
par la réaction exothermique, caractéristique de la précipitation de la protéine
dénaturée, comme c’est le cas pour I’actine F seule. Par conséquent, la viroisine
n’interfére pas avec le phénoméne d’agrégation des molécules d’actine F

dénaturées.
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La figure 16 présente les valeur d’enthalpie de I’actine F en fonction de la
concentration en viroisine, on remarque qu’il y a variation de 1’aire sous la
courbe lorsque I’on ajoute de la viroisine a I’actine F. L’aire sous le pic diminue
lorsqu’on ajoute la viroisine jusqu’a un rapport molaire actine :viroisine de 1 :
0,25. Par contre, pour des rapports molaire de 1 : 0,5 et 1 :1, ’aire sous la courbe
augmente. Cette variation de I’aire sous la courbe nous parait plutét attribuable a
la superposition des réactions endo et exothermiques, qu’a une véritable
modification de 1’enthalpie de dénaturation. Cette superposition de 2
phénomenes rend 1’analyse des valeurs d’enthalpie de 1’actine F complexe et
difficile a interpréter. C’est pourquoi nous parlerons peu de 1’enthalpie dans la

suite de notre étude.

Le graphique présenté a la figure 16 illustre I’évolution de la température de
transition de I’actine F en fonction du rapport molaire viroisine : actine. 1l montre
que la valeur de Tm augmente rapidement avec la concentration de viroisine et
atteint un plateau pour un ratio molaire viroisine : actine de 0,5 : 1. Une molécule

de viroisine stabilise donc 2 molécules d’actine a I’intérieur d’un filament.
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Figure 16. Température de demi-transition (Tm) et enthalpie de I’actine F

(1 mg/ml) en fonction du rapport molaire actine : viroisine.

En conclusion, la viroisine se lie avec une forte affinité a I’actine F, qui
est alors stabilisée contre la dénaturation thermique. Cette stabilisation
augmente avec la concentration de viroisine et atteint un plateau pour un

rapport molaire actine : viroisine de 1 : 0,5.

4.1.4. Effet de la concentration d’actine G sur le thermogramme

Dans la section précédente, nous avons étudié I’effet de la concentration
d’actine F sur son thermogramme. Ensuite, nous avons quantifié ’effet de la
viroisine sur le thermogramme de 1’actine F. La méme série d’expériences sera

effectuée dans cette section-ci, mais cette fois-ci sur 1’actine monomérique.
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Comme nous avons montré que la concentration d’actine F modifie
beaucoup I’aspect du thermogramme, avant de mesurer 1’effet de la viroisine sur
I’actine G, nous avons tout d’abord vérifié si la concentration d’actine G a aussi
une influence sur le thermogramme. Les thermogrammes de solutions d’actine G

de 1 a 6 mg/ml sont présentés a la figure 17.

Capacité calorifique (J/°C)

40 50 60 70 80 90
Température (°C)

[ — Tmg/ml —— 5mg/ml — Bmg/ml
Figure 17. Effet de la concentration d’actine G sur le thermogramme.
Capacité calorifique en fonction de la température pour une

concentration croissante en actine G. Les intervalles de
graduation de la capacité calorifique sont de 0,005 J/°C.

Comparativement a I’actine F, la hauteur du pic, ainsi que [’aire sous le
pic de dénaturation sont trés faibles pour les solutions d’actine G. Seuls les
échantillons dont la concentration d’actine G est d’au moins 1 mg/ml donnent un

pic de dénaturation qui soit visible a I’échelle a laquelle le graphique est
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présenté. 1l est a noter que I’échelle de graduation de la figure 17 qui représente
les thermogrammes d’actine G est 10 fois plus faible que I’échelle de graduation
de la figure 11 pour I’actine F. A concentrations égales, I’actine G montre donc

des pics de dénaturation beaucoup plus petits que I’actine F.

D’autre part, la dénaturation de I’actine G n’est pas suivie par un pic
exothermique correspondant a la précipitation de la protéine comme c’est le cas
pour I’actine F. Une solution d’actine F devient turbide aprés avoir été chauffée,
en raison de la précipitation des protéines dénaturées. Ce phénomene n’est pas

observé pour une solution d’actine G.

Le thermogramme de I’actine G 1,0 mg/ml montre que la Tm est de 64°C.
Contrairement a ce qui se passe avec I’actine F, la valeur de Tm ne varie pas
avec I’augmentation de la concentration de ’actine G. L’enthalpie apparente de
dénaturation de !’actine G est de 5600 kJ/mole et ne varie pas de fagon
significative avec I’augmentation de la concentration. L’aire sous la courbe est
appelée ici « enthalpie » apparente mais la signification de ’aire sous la courbe
n’a pas été définie pour un phénomeéne irréversible. La largeur du pic de

dénaturation est trés large, pour une concentration de 6 mg/ml AT,,,= 8,7°C. La
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réaction de dénaturation est donc un phénoméne peu coopératif pour 1’actine

monomérique, et cette coopérativité varie peu avec la concentration.

4.1.5. Comparaison des thermogrammes d’actine G et d’actine F

Les thermogrammes de ’actine G et F ont un aspect trés différent. La figure
18 présente les thermogrammes de ’actine G a 1 et 6 mg/ml et I’actine F 1 mg/ml

sur un méme graphique pour faciliter la comparaison.

L’actine F a une Tm plus élevée que I’actine G. Elle est de 64°C pour
I’actine G et de 70°C pour ’actine F, 1 mg/ml. Ceci peut étre expliqué par les
forces d’interaction présentes entre les monomeéres dans le filament qui
stabilisent la protéine. La dénaturation se produit donc a une température plus

élevée.

Le pic de dénaturation de I’actine G est plus large que celui de I’actine F.
Ainsi, pour une concentration d’actine G de 6,0 mg/ml le AT, = 8,7°C, alors
que pour l’actine F a méme concentration a laquelle on a ajouté du
désoxycholate (figure 13) pour isoler la dénaturation de la précipitation, le AT,
est de 4,8°C. La largeur du pic de dénaturation nous renseigne sur la

coopérativité de la réaction. La dénaturation de 1’actine G est donc un processus
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beaucoup moins coopératif que la dénaturation de I’actine F. Au niveau
moléculaire, ce phénomene peut s’expliquer par le fait qu’a I’intérieur d’un
filament, lorsqu’un monomére est dénaturé, les monoméres voisins sont

déstabilisés.

Capacité calorifique (J/°C)

3 \/
50 55 60 65 70 75 80 85 90
Température (°C)

| ——Actine G Tmg/ml  ——Actine G6mg/ml ——Actine F 1mg/mi ’

Figure 18. Comparaison des thermogrammes d’actine G (1 mg/ml, 6 mg/ml)
et d’actine F (1 mg/ml). Les intervalles de graduation de la
capacité calorifique sont de 0,02 J/°C.

L’enthalpie de dénaturation de ’actine G est faible comparativement a
celle de I’actine F. Pour I’actine G & 1 mg/ml, I’enthalpie de dénaturation est de
5600 kJ/mole tandis qu’elle est de 29 100 klJ/mole pour [’actine F. Le

thermogramme de I’actine F résulte de 2 phénomenes, I’un endothermique,
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’autre exothermique. L’aire sous la courbe ne réprésente donc pas seulement
’enthalpie de la dénaturation puisqu’une réaction exothermique s’y superpose.
Des forces d’interaction sont impliquées dans ’assemblage de monomeéres a
I’intérieur du filament. Ces forces d’interaction augmentent la stabilité du
filament. On doit donc fournir davantage d’énergie a I’actine F qu’a I’actine G
pour la dénaturer. En plus des forces d’interaction entre les monomeres, il y a
modification de la conformation du monomeére au cours de la polymérisation. Il
est possible que ce changement de conformation soit associ€ a une augmentation
des forces d’interaction a I’intérieur méme du monomeére. Ce changement de
conformation résulterait en une augmentation de 1’énergie a fournir pour

dénaturer le monomere.

Lorsque I’actine G est chauffée et dénaturée, il n’y a aucun précipité
visible de formé comme c’est le cas pour I’actine F. Méme pour de fortes
concentrations d’actine G, 5-6 mg/ml, on n’observe aucune réaction
exothermique aprés la réaction de dénaturation. Ces résultats confirment que le

pic exothermique est bien associ¢ a la précipitation.
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4.1.6. Effet de la viroisine sur le thermogramme de I’actine G

Les thermogrammes d’actine G 1 mg/ml, en présence de concentrations

croissantes de viroisine, sont présentés a la figure 19. On peut constater sur cette

figure que les thermogrammes de 1’actine G sont fortement modifiés par la

viroisine. Il y a donc un effet de la viroisine sur I’actine G, ce qui n’avait jamais

été montré dans les études antérieures effectuées par d’autres techniques.

Capacité calorifique(J/°C)

L

45 50

)

—(1:0)
——(1:1,5)

55

60 65 70 75 80 85 90 95
Température (°C)

—(1:0,1) ——(1:0,25) ——(1:0,5)

—_—(1:2) —(1:3)

Figure 19. Thermogrammes de [’actine G (1 mg/ml) en présence d’un

rapport molaire actine :viroisine croissant. Les intervalles de

graduation de la capacité calorifique sont de 0,05 J/°C.
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Lorsque 1’on augmente la concentration de viroisine, il y a augmentation
importante de la valeur de la Tm, qui passe de 64°C en absence de viroisine, a
78°C en présence de viroisine (rapport molaire actine : viroisine de 1: 3). On
peut voir, que méme pour un rapport molaire actine : viroisine de 1: 3, le

maximum d’effet de la viroisine n’est pas atteint.

Par contre, avec I’actine F, la viroisine a un effet maximum pour un
rapport molaire de 1 : 0,5. Cette différence dans la stoechiométrie de la réaction
suggere que les mécanismes de stabilisation de I’actine G et de I’actine F par la
viroisine sont différents, au moins au niveau du nombre de sites de liaison de la

viroisine a ’actine.

L’aire sous le pic de dénaturation de I’actine G augmente beaucoup en
fonction de la concentration en viroisine. Le pic devient également plus étroit
lorsque 1’on augmente la concentration en viroisine: la réaction est donc plus
coopérative. La valeur de AT, est de 7,20C pour I’actine G mise en présence de
viroisine dans un rapport molaire actine : viroisine de 1 : 0,25 et de 4,3°C pour
un ratio de 1 : 3. En présence de viroisine, la capacité calorifique de I’actine G

dénaturée est plus élevée que la capacité calorifique de I’actine non-dénaturée.
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Cette augmentation du ACp suggere que la viroisine agirait sur 1’état dénaturé de

’actine G.

La figure 20 présente le graphique de la Tm et de I’enthalpie en fonction du
rapport molaire actine : viroisine. On constate que ’enthalpie de dénaturation augmente
avec la concentration de viroisine passant de 5600 kJ/mole pour I’actine G seule a 29

100 kJ/mole pour un rapport molaire actine : viroisine de 1 : 3.
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Figure 20. Température de demi-transition (Tm) et enthalpie de I’actine G
(1 mg/ml) en fonction du rapport molaire actine : viroisine.

L’augmentation de la Tm et de I’enthalpie démontre que la viroisine
interagit avec l’actine G et que cette interaction entraine la stabilisation de
I’actine. L’augmentation de la Tm n’atteint pas un plateau comme c’est le cas

pour I’actine F, du moins pas pour les concentrations de viroisine étudiées.
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La stabilisation thermique de I’actine G par la viroisine est un phénomeéne
qui n’avait jamais €té montré. Les mécanismes sous-jacents a cette stabilisation
sont donc inconnus. Nous pouvons proposer deux hypothéses pour expliquer

cette stabilisation:

1°™ hypothése: La viroisine déplace I’équilibre vers la formation d’actine F

En solution les formes globulaire et filamenteuse de 1’actine sont en
équilibre dynamique. Ainsi, dans une solution d’actine G, il y a présence d’une
trés faible proportion de filaments d’actine. Il est donc possible que la viroisine,
en se liant a I’actine F, déplace cet I’équilibre vers la formation de filaments. De
plus, 'augmentation de la température dans le calorimétre déplace 1’équilibre
actine G- actine F vers la formation d’actine F. Ainsi, a forte température, vers
50°C par exemple, on retrouve plus d’actine F, ce qui favorise encore davantage
le déplacement de 1’équilibre vers la formation d’actine F. Le Bihan (1993) a
déja émis une telle hypotheése pour expliquer ’action de la phalloidine sur

I’actine G. Le Bihan a proposé que I’actine F ainsi formée, en grande partie par
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I’action de la chaleur dans le DSC, interagit avec la phalloidine. Puisque la
phalloidine ralentit le départ de monomeres du filament, la phalloidine accroit la
proportion des filaments en solution. Une telle hypothése pourrait également
expliquer I’action de la viroisine sur I’actine G, car la viroisine a une structure

semblable et les mé€mes effets biologiques que la phalloidine (figure 21).

@ O B \ x

=W T e
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Actine G Actine F Viroisine Actine F lié a la viroisine
Figure 21. Premiére hypothese expliquant le mécanisme d’action de la

viroisine sur ’actine G; la viroisine déplacerait 1’équilibre vers

la formation d’actine F.

2¢ hypothése : La viroisine interagit directement avec I’actine G

Une deuxiéme hypothése qui peut étre émise pour expliquer la
stabilisation thermique de 1’actine G observée en DSC implique une action

directe de la viroisine sur I’actine G. Une interaction directe entre la viroisine et
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I’actine G pourrait induire un changement de conformation du monomére, qui
rendrait la protéine plus stable a la chaleur sans qu’il y ait de polymérisation,
comme illustré a la figure 22. Cette hypothése va a ’encontre de ce qui est
généralement admis dans la littérature, soit que la viroisine ne se lie qu’a la

forme filamenteuse de I’actine.

|
b G

E =
Actine G Viroisine Actine G lié a la viroisine
Figure 22. Deuxiéme hypothése expliquant le mécanisme d’action de la

viroisine sur I’actine G; la viroisine entraine un changement de

conformation de I’actine sans qu’il y ait polymérisation.

A priori, la premiere hypothése selon laquelle la stabilisation de I’actine G
par la viroisine serait due a un déplacement de 1’équilibre vers la formation
d’actine F nous parait moins probable. En effet, les thermogrammes de I’actine F
et de I’actine G en présence de viroisine sont différents, on note en particulier

que la Tm de I’actine G en présence d’une quantité équimolaire de viroisine est



85

de 73,5°C ce qui ne correspond pas au Tm de I’actine F qui est de 70°C. D’autres
aspects du thermogramme sont également différents. Le thermogramme de
I’actine G en présence de viroisine est beaucoup plus large, AT,,= 7,6°C que le
pic de I’actine F AT,,, = 0,8°C. De plus, le thermogramme de 1’actine G en
présence de viroisine ne présente qu’un seul pic endothermique alors que celui
de I’actine F comprend un pic endothermique suivit d’un pic exothermique, di a

la précipitation de la protéine.

Cependant, des différences dans 1’aspect des thermogrammes ne suffisent
pas pour infirmer ou confirmer ces hypothéses, car il peut y avoir dans la
solution une coexistence d’actine F et G, qui rend !’interprétation des
thermogrammes difficile. D’autres techniques sont nécessaires pour montrer

quelle hypothése est valable et ceci constitue la deuxi€me partie de notre travail.

Nous utiliserons en particulier, la viscosimétrie et la fluorescence qui

permettent de mesurer la polymérisation de 1’actine, la microscopie électronique
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qui permet de visualiser les filaments et le dichroisme circulaire qui renseigne

sur la conformation de la protéine.

4.2. Observation, par microscopie électronique, de préparations d’actine en
présence et en absence de viroisine

La microscopie électronique permet d’observer I’organisation des molécules
d’actine dans une préparation. Cette technique permettra de voir si la viroisine

modifie I’organisation de ’actine G, en particulier s’il y a formation de filaments.

Pour fin de comparaison, les photographies présentées aux figures 23 et 24
montrent des préparations d’actine G et d’actine F, en absence de viroisine,

colorées négativement par ’acétate d’uranium.

La figure 23 montre 1’actine G 4 une concentration de 0,1 mg/ml. Des
monomeres d’actine tapissent le fond de cette grille et forment, en certains
endroits, des amas. Ces amas ne montrent aucune organisation particuliere. La
formation de ces paquets de monomeéres peut étre due a la présence de
dépressions sur la grille, ou les monomeéres se concentrent lors de 1’assechement

de la grille.
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Figure 23. Préparation d’actine G (0,1 mg/ml) en absence de viroisine,
observée par coloration négative, 71 000X,

Figure 24. Préparation d’actine F (0,1 mg/ml) en absence de viroisine,
observée par coloration négative, 71 000X.
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L’actine F est montrée a la figure 24. L’actine F se présente sous forme de
filaments de 7 nm de diamétre. La longueur des filaments est difficile a estimer,
car ils sont longs de plusieurs dizaines de microns et s’étendent sur plusieurs
carreaux d’une grille. 1l s’agit de structures présentant un grand degré

d’organisation si on les compare a [’actine G.

A la figure 25, sont présentées les photographies de préparations d’actine
G (0,1 mg/ml) auxquelles a été ajouté une concentration équimolaire de
viroisine. Une premiére observation qui peut étre faite est que la viroisine
modifie I’arrangement des monomeéres. On peut observer dans ces préparations
la formation de plusieurs types de polymeres d’actine. Certains de ces polymeres
sont semblables morphologiquement a ’actine F (fléches vertes, figure 25B).
Ces filaments sont rares comparativement a la quantité de filaments que 1’on
retrouve sur les grilles d’actine F a méme concentration. Ces filaments sont en

contact avec de nombreux monoméres (fléches rouges, figure 25B).
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A)

B)

Figure 25. Préparations d’actine G (0,1 mg/ml) en présence d’une
quantité équimolaire de viroisine, observée par coloration
négative, 71 000X.
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La microscopie ne permet pas de préciser si ces monomeéres sont
physiquement attachés aux filaments ou s’il ont été concentrés autour des
filaments lors du séchage de la grille. Cette accumulation de monomeéres autour
des filaments ne se retrouve pas dans une préparation d’actine F. A certains
endroits sur la grille, on retrouve d’autres types de polymeéres présentés a la
figure 25 et qui sont tres différents de I’actine F. Il s’agit plutot de courts
batonnets d’environ 25nm de largeur et de forme irréguliére (fléches bleues sur

la figure 25A).

La microscopie ne nous permet pas de savoir si les filaments observés sont
de véritables filaments d’actine F, comme ceux que 1’on obtient par I’ajout de
cations divalents a une solution d’actine G. Cette technique ne peut donc pas a
elle seule, répondre aux hypothéses émises pour expliquer la stabilisation

thermique de ’actine G par la viroisine observée en DSC.

La seule conclusion que ces résultats nous permettent de tirer, est que
la viroisine modifie I’arrangement des monomeéres lorsqu’elle est ajoutée a
une solution d’actine G, et qu’il y a formation de quelques rares filaments
dont la structure est analogue a celle de ’actine F. L’utilisation d’autres
techniques, comme la viscosimétrie et la fluorimétrie nous permettra de

déterminer si les structures formées sont bien de ’actine F.
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4.3. Mise en évidence de la polvmérisation de I’actine par viscosimétrie

La viscosimétrie permet de mesurer la viscosité d’une solution, qui est
fonction de ’asymétrie des molécules. C’est une technique simple, qui permet
de vérifier si I'actine polymérise en structure filamenteuse, en particulier en
actine F. Nous avons utilisé la viscosimétrie pour voir si la viroisine induit la

formation de filaments d’actine.

La figure 26 présente les valeurs de viscosité spécifique obtenues pour
’actine G en présence, et en absence de viroisine, ainsi que pour I’actine F sans
viroisine. Les valeurs de viscosité spécifique sont de 0,02 pour I’actine G en
absence ou en présence de viroisine, et de 0,71 pour I’actine F. On peut constater
que la viroisine n’augmente pas la viscosité d’une solution d’actine G, donc

n’induit pas la polymérisation de 1’actine en longs filaments.
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Figure 26. Viscosité spécifique de I'actine G et de I’actine F (1 mg/ml) en

absence et en présence d’une quantité équimolaire de viroisine.

Ce premier résultat va a I’encontre de la premiere hypothese, qui
propose que la viroisine entraine la formation d’actine F. Par contre, il
n’infirme pas totalement cette hypothese car il se pourrait que I’actine
polymérise en filaments trés courts qui n’entraineraient pas de hausse de

viscosité de la solution.

4.4. Mise en évidence de la polymérisation de I’actine par fluorescence

La structure tertiaire du monomere d’actine est modifiée lorsque la protéine
passe de la forme monomérique a la forme filamenteuse. Ce changement de

conformation entraine une modification de I’environnement de la Cys374. 1l est
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possible de lier a la Cys374 une sonde, le pyréne dont la fluorescence augmente
lors de la polymérisation de I’actine. L’actine F marquée au pyréne a une intensité
de fluorescence environ de 7 a 10 fois plus intense que celle de I’actine G marquée
au pyréne (Kouyama & Mihashi 1981). Cette technique est une technique

classique de mesure de la polymérisation de I’actine.

Nous avons comparé I’intensité de fluorescence de ’actine G-pyrene, de
’actine F-pyréne et de I’actine G-pyréne + viroisine. Les résultats présentés a la
figure 27, montrent que I’intensité de fluorescence de la sonde pyréne liée a

’actine F est environ 8 4 9 plus élevée que dans le cas de 1’actine monomérique.
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Figure 27. Graphique de I'intensité de fluorescence de I’actine G-pyréne, de
I’actine G-pyréne en présence de viroisine (rapport molaire
actine : viroisine de 1 : 1) et de I'actine G-pyréne + MgCl; (ou
actine-F-pyréne). Concentration d’actine de 1 mg/ml.
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Par contre, ’intensité de fluorescence de 1’actine G-pyreéne en présence de
viroisine n’est pas significativement différente de celle de 1’actine G-pyréne
seule. La virofsine n’induit donc pas la polymérisation de 1’actine G en actine F.
Nous avons vérifié que la viroisine ne produit pas de quenching de la sonde

pyrene.

L’intensité de la fluorescence est influencée par I’environnement de la
sonde liée a la protéine. Puisque |’ajout de viroisine a I’actine G ne modifie pas
de fagon significative I’intensité de fluorescence de la sonde, il ne semble pas y
avoir de modification de la structure tertiaire de 1’actine, du moins pas dans
I’environnement de la sonde. Par contre, une modification peut avoir lieu dans le
monomere d’actine, sans que cette modification ne soit détectable en

fluorimétrie.

Ce deuxieme résultat est aussi en contradiction avec la premiere hypothese
selon laquelle la stabilisation de I’actine G par la viroisine serait due a la
formation de filaments d’actine F. Ce résultat exclue la possibilité que la

viroisine induise la formation de trés courts filaments d’actine.
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Les résultats obtenus par fluorescence montrent que la viroisine
n’induit pas la formation de monoméres dont la structure est
caractéristique de I’actine F. En conséquence, I’hypothése selon laquelle la
viroisine déplace I’équilibre actine G <> actine F vers la formation de

filaments, ne peut expliquer I’effet stabilisant de la viroisine sur I’actine.

4.5. Etude par dichroisme circulaire, de ’effet de la viroisine sur la
structure secondaire de ’actine

La technique de dichroisme circulaire va permettre de voir plus en détail
les changements de conformation de |’actine, qui peuvent étre induits par la
viroisine, a température ambiante, ainsi qu’au cours de la dénaturation

thermique.

4.5.1. Etude par CD de I'effet de la viroisine sur le contenu en structures
secondaires de I’actine F
Les spectres CD d’actine F avec et sans viroisine, a température ambiante,
sont présentés a la figure 28. Lorsque la viroisine est ajoutée a ’actine F, le
spectre CD présente de légéres différences dans des valeurs du coefficient
d’extinction molaire a 190, 210 et 222 nm, longueurs d’ondes caractéristiques

des structures secondaires.
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Figure 28. Comparaison des spectres CD de P'actine F (1,0 mg/ml) en
absence et en présence d'une quantité équimolaire de
viroisine a température ambiante.

A partir de ces spectres d’actine F, on peut estimer le contenu en structures
secondaires pour I’actine F seule, et pour I’actine F en présence de viroisine. Ces
résultats sont présentés dans un tableau a la figure 29. On peut constater sur ce
tableau que la viroisine induit peu de changements de la conformation de I’actine
F, du moins au niveau de son contenu en structures secondaires. Apres I’ajout de
viroisine, le contenu en hélices-a passe de 30 a 29%, les hélices 3/1 de 6 a 8% et

les hélices 3/10 de 8 a 7% ; ces différences ne sont pas statistiquement

significatives.
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Actine G Actine G + Actine F Actine F +
viroisine viroisine

Hélices-t 27% 27% 30% 29%
Hélices 3/10 7% 7% 8% 7%
Feuillets-3 15% 15% 9% 9%
Coudes-f3 12% 12% 13% 13%
Hélices 3/1 7% 6% 6% 8%

Autres 33% 33% 32% 34%

Figure 29. Contenu en structures secondaires de I’actine G et F (1 mg/ml) en
absence et en présence d’'une concentration équimolaire de

viroisine a température ambiante.

On peut donc conclure que I'effet stabilisant de la viroisine sur

I’actine F n’est pas le résultat d’un changement important au niveau de la

structure secondaire de la protéine.
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4.5.2. Etude par CD de I’effet de la viroisine sur le contenu en structures
secondaires de I’actine G
Les spectres de ’actine G en absence et en présence de viroisine sont
présentés a la figure 30. Aucune différence significative entre les deux spectres
ne peut étre observée. Le calcul du contenu en structures secondaires présenté a
la figure 29, confirme que la viroisine ne modifie pas le contenu en structures

secondaires de 1’actine G.
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Figure 30. Comparaison des spectres CD de I’actine G (1 mg/ml) en absence
et en présence d’une quantité équimolaire de viroisine a

température ambiante.



La viroisine ne semble donc pas modifier la conformation de ’actine G,
du moins pas au niveau de la structure secondaire de la protéine. Ce n’est donc
pas une modification du contenu en structures secondaires qui est responsable de

la stabilisation thermique de ’actine G par la viroisine.

La viroisine ne modifie pas le contenu en structures secondaires, ni de
’actine G ni de I’actine F. Par contre, on peut constater a partir du tableau
présenté¢ a la figure 29, qu’il y a une différence importante dans le contenu en
feuillets-f de I’actine G et de I’actine F, qui passe de 15 a 9 % au cours de la
polymérisation. Le contenu en structures secondaires de 1’actine G en présence

de viroisine et de I’actine F est significativement différent.

L’étude du contenu en structures secondaires nous permet de
conclure dans une premier temps, que la viroisine ne modifie pas la
structure secondaire ni de I’actine G ni de ’actine F, et dans un deuxiéme
temps, que la viroisine n’induit pas la formation d’actine F lorsqu’elle se lie
a I’actine G, ce qui confirme les conclusions précédentes obtenues par

viscosimétrie et fluorimétrie.
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4.5.3. Etude par CD de I’effet de la température sur ’actine F en absence de
viroisine

Les spectres CD de ’actine F, tracés pour des températures allant de 25 a

95°C, sont représentés a la figure 31.

——25°C
——35°C
——40°C
——45°C|
——50°C|
——55°C
——60°C
: ——65°C
| " i : —75°C

6 { ——85°C

185 195 205 215 225 235 245 255 ——g5°¢

Longueur d'onde (nm)

Figure 31. Effet de la température sur le spectre CD de ’actine F (1 mg/ml)

en absence de viroisine.

L’aspect du spectre de 1’actine F est modifié lorsque I’on chauffe la

protéine. L’intensité des pics a 190, 210 et 222 nm, qui sont caractéristiques de

I’absorption des liaisons peptidiques, diminue au cours de la dénaturation
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thermique de I’actine F. Le coefficient d’extinction molaire passe de 6 a 0,8 M
'em lorsque la température augmente de 25 4 95°C, avec une chute drastique du
signal CD entre 55 et 60°C, ce qui est du a une perte de structures secondaires.

4.5.4. Etude par CD de Deffet de la température sur ’actine F en présence
de viroisine

La figure 32 présente les spectres CD de ’actine F en présence de

viroisine pour des températures allant de 25 a 95°C.

\—25°C
—35°C
——45°C
——50°C
—55°C|
—60°C
——65°C
—70°C
—75°C

t , . . - |—85°C
185 195 205 215 225 235 245 255 ' 95°C

Longueur d'onde (nm)

Figure 32. Effet de la température sur le spectre CD de P’actine F (1 mg/ml)

en présence d’une quantité équimolaire de viroisine.
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L’intensité des pics a 190, 210 et 222 nm diminue lorsque I’on augmente
la température, méme en présence de viroisine. Par contre, la diminution de la

valeur de A€ est retardée avec une chute brutale du signal CD entre 65 et 70°C.

Le graphique présenté a la figure 33 permet de comparer la variation du

contenu en hélices-o et en feuillets-f3 de I’actine F, en absence et en présence de

viroisine.
35% - 35%
30% 30%
S 25% | | 25% =
[72] 7 ,]
@ k5
2 20% A 20% =
(Y5 '5
= 15% - 15% 2
10% 10%
5% 1 5%
0% — -— : - — 0%

25 30 3540 4550 556065 7075 80 85 90 95
Température (°C) B
—m— Actine F —8— Actine F —— Actine F + viroisine —— Actine F + viroisine ‘

Figure 33. Variation du contenu en hélices-c et en feuillets-f§ de ’actine F,
en présence et en absence d’une quantité équimolaire de

viroisine, en fonction de la température.
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Au cours de la dénaturation thermique, la quantité d’hélices-o. (carrés
rouges) diminue et la quantité de plis-B augmente (carrés verts). L’actine F
contient 30% d’hélices-o a température ambiante. Ce contenu en hélices-o subit
une chute trés marquée entre 55 et 60°C, pour atteindre une valeur de 5 % pour

des températures supérieures 65°C.

Par contre, au cours de la dénaturation thermique, le contenu de I’actine F
en feuillets-P augmente de 10% a 28% avec une hausse marquée entre 55-60°C.
Il ne s’agit pas d’une augmentation nette du contenu de la protéine en feuillets-J3,
il s’agit de la proportion des feuillets-f3 présents dans 1’actine, par rapport au
contenu en structures secondaires périodiques de la protéine qui chute au cours

de la dénaturation.

Il n’y a pas de différence significative dans le contenu en hélices-at et en
feuillets-B lorsque 1’on ajoute la viroisine, ni dans I’état natif a 25°C ni dans

1’état dénaturé a 95°C.
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25 35 45 55 65 75 85 95
Température (°C)

—e— Actine F —I—Aétine F + viroisine

Figure 34. Différence de coefficient d’extinction de I’actine F a 222 nm, en
absence et en présence d’une quantité équimolaire de viroisine,
en fonction de la température.

Les valeurs de A€ a 222 nm de I’actine F en absence et en présence de
viroisine en fonction de la température sur un intervalle de températures allant de
25 a4 95°C sont présentés a la figure 34. Ce graphique représente la courbe de
dénaturation de I’actine F. A partir de celle-ci, on peut estimer que la valeur de
Tm est de 58°C en absence de viroisine et de 68°C en présence d’une

concentration équimolaire de viroisine. A noter que ces valeurs de Tm obtenues
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en CD sont différentes de celles obtenues en DSC. Cet aspect sera traité dans la

discussion.

Ces résultats obtenus en dichroisme circulaire, nous permettent de
conclure que I’ajout de viroisine a ’actine F, provoque un déplacement de
la Tm de 10°C et que cette stabilisation n’est pas associée 4 une modification

de la structure secondaire de la protéine.

4.5.5. Etude par CD de Ieffet de la température sur ’actine G en absence de

viroisine

Les spectres CD de I’actine G de 25 4 95°C sont présentés a la figure 35.
Ces spectres nous permettent de constater qu’au cours de la dénaturation
thermique de 1’actine G il y a perte graduelle, sans modification brusque, du
signal CD aux longueurs d’onde caractéristiques des liaisons peptidiques et
donc, du contenu en structures secondaires de la protéine. A partir de ces
spectres, on peut tracer le graphique présenté a la figure 37, qui montre la
variation en hélices-o et en feuillets-f au cours de la dénaturation thermique de

I’actine Q.
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Figure 35. Effet de la température sur le spectre CD de P’actine G en
absence de viroisine.

4.5.6. Etude par CD de I’effet de la température sur I’actine G en présence
d’une concentration équimolaire de viroisine
Les spectres CD de I’actine G, en présence d’une concentration
équimolaire de viroisine, pour des températures allant de 25 a 95°C, sont
présentés a la figure 36. 11 y a perte du signal CD suivant le méme patron que

dans le cas de 1’actine G seule : la diminution de la hauteur des pics aux
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longueurs d’onde caractéristiques des structures secondaires se fait de fagon

graduelle.

|
‘ —_—25°C
' —35°C| |
——45°C
——50°C
——55°C
—60°C
——65°C
—70°C
——75°C
——85°C
185 195 205 215 225 235 245 255 —95°C

Longueur d'onde (nm)

A€

Figure 36. Effet de la température sur le spectre CD de I’actine G (1 mg/ml)
en présence d’une quantité équimolaire de viroisine.

L’effet de la température sur le contenu en hélices- « et en feuillets- 3 de
I’actine G, en présence de viroisine, est représenté a la figure 37. Au cours de la
dénaturation thermique de I’actine G, aussi bien en absence qu’en présence de
viroisine, le contenu en hélices-o passe de 27% a 6% et les feuillets-f de 15% a

28 %. On constate que la variation du contenu en structures secondaires se fait de
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facon graduelle : il n’y a pas de variation brusque comme cela se produit au

cours de la dénaturation de I’actine F : le phénomene est donc moins coopératif

pour I’actine G.

30% 30%
25% 1 25%
5 20% - - 20% ‘E‘
E 15% - 15% %
= 10% - | 10% =
5% - 1 5%
0% L— _ ' e —1 0%

25 30 35 40 45 50 55 6065 70 75 80 85 90 95
Température(°C)

—&— Actine G —#—Actine G —&— Actine G+viroisine —&—Actine G + viroTsiné'
Figure 37. Variation du contenu en hélices-o et en feuillets- de I’actine G,

en présence et en absence d’une quantité équimolaire de

viroisine, en fonction de la température.

La figure 38 représente I’évolution du coefficient d’extinction molaire de
I’actine G en absence et en présence de viroisine a 222 nm dans 'intervalle de
températures allant de 25 a 95°C. La variation de Aeg en fonction de la température

se fait de facon graduelle, sans augmentation ou diminution brutale a une
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température donnée. Ceci vient appuyer les données obtenues en calorimétrie, qui
montrent que la dénaturation thermique de I’actine G est un processus lent et peu
coopératif. La valeur de Tm estimée a partir de la courbe de dénaturation de
I’actine G a 222 nm (courbe bleue) est d’environ 56°C. Lorsque I’on ajoute une
concentration équimolaire de viroisine la valeur de Tm est déplacée a 61°C, ce qui

correspond a une stabilisation de 5°C.

-1
-1,6
-2

w)
<1 .25

3,5 . JE .
25 35 45 55 65 75 85 95
Température (°C)

—&— Actine G —8— Actine G + viroisine ‘

Figure 38. Différence du coefficient d’extinction de I’actine G a 222 nm, en
absence et en présence d'une quantité équimolaire de viroisine,
en fonction de la température.
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En conclusion, la spectrométrie de dichroisme circulaire a permis de
montrer qu’il n’y a pas de différence significative dans le contenu en
structures secondaires de I’actine lorsqu’elle est liée a la viroisine et ce, que
’actine soit sous forme globulaire ou filamenteuse. Le changement de
conformation qui induit la stabilisation de I'actine G et F, ne se produit pas
au niveau du contenu en structures secondaires, ou la viroisine n’induit tout
simplement pas de changement de conformation dans le monomére. D’autre
part, nos études de dichroisme circulaire ont montré que la composition en
structures secondaires de I'actine G en présence de viroisine ne correspond
pas a celle de I'actine F. Nous pouvons donc conclure que la viroisine n’induit

pas la formation d’actine F.
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CHAPITRE 5 : DISCUSSION

5.1. Critique des techniques d’analyse

S.1.1. Calorimétrie différentielle & balayage

Les paramétres thermodynamiques tels I’enthalpie et la Tm obtenus a
partir du thermogramme de ’actine doivent étre considérés avec une certaine
réserve. Ces parametres ont été interprétés par Privalov (1988) en considérant
des équilibres réversibles, comme c’est le cas pour la dénaturation de protéines
globulaires de faible poids moléculaire. Comme la dénaturation thermique de
’actine est irréversible, on ne peut appliquer les lois thermodynamiques des
équilibres réversibles, et par conséquent les valeurs d’enthalpie et de Tm n’ont

pas la méme signification.

Les valeurs d’enthalpie et de Tm de |’actine varient en fonction de la
vitesse de chauffe. L’estimation de la Tm de I’actine G en DSC varie de 57,20C
pour une vitesse de chauffe de 30°C/heure (Bertazzon et al. 1990) a 80°C pour
une vitesse de chauffe de 600°C/heure (Fausnaugh et al. 1984). Cette variation
de la Tm en fonction de la vitesse de chauffe s’explique par le fait que la

dénaturation de I’actine suit des lois cinétiques (Le Bihan et Gicquaud 1993) et
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non les lois de la thermodynamique des systemes réversibles comme Bertazzon

et al. (1990) en avaient émis I’hypothese.

Les résultats présentés dans ce mémoire ont donc une valeur comparative
car leur valeur absolue varie avec la vitesse de chauffe. Ceci n’a pas de
conséquence sur nos conclusions, puisque nous avons toujours utilisé la méme
vitesse de chauffe. Nous avons pu montrer grace a la calorimétrie que la
viroisine déplace de fagon significative la Tm de I’actine G et de I’actine F et
augmente ’enthalpie de I’actine G. La valeur de ces parametres est cependant
valable seulement pour la vitesse de chauffe que nous avons utilisée soit

60°C/heure.

5.1.2. Dichroisme circulaire

5.1.2.1. Détermination de la structure secondaire a partir des spectres CD

[L’estimation du contenu en structures secondaires de I’actine G que nous
avons effectuée differe des résultats obtenus en diffraction des rayons-X. Par cette
derniére technique, il a été montré que 'actine G contient 40% de feuillets-P et
30% d’hélices-a. Le reste des résidus ne forme pas de structures organisées

(Kabsch et al, 1990; Kabsch & Vandekerckhove 1992). En dichroisme circulaire,
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nous avons pour notre part déterminé que ’actine G contient 27% d’hélices-o et
27% de structures-f (plis et coudes). Le contenu en structures non-organisées est
estimé en CD a 33%, ce qui correspond aux valeurs obtenues en diffraction des
rayons X. Seule I'estimation du contenu en structures-f3 est différente selon que

la mesure soit effectuée en diffraction des rayons-X ou en CD.

La différence entre I’estimation en CD et en diffraction des rayons X du

contenu en feuillets-f peut s’expliquer de plusieurs fagons :

- Notre estimation tient compte des contenus en hélices 3/10 et 3/1
présentés a la figure 29, ces structures composent 14 % de la structure
secondaire de I’actine G. Ces structures n’ont pas été considérées dans
I’analyse de Kabsch.

- L’actine G doit étre associée a une autre protéine pour étre cristallisée
et étudiée en diffraction, ce qui peut modifier la conformation du

monomere.

L’erreur sur I’estimation du contenu en structures secondaires des protéines
par CD par la méthode de Johnson (1999) est inférieure a 5% pour chacun des

types de structures.
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Le contenu en structures secondaires des protéines est estimé a partir de la
différence de coefficient d’extinction du faisceau qui traverse 1’échantillon. Il est
possible que le contenu en feuillets-f3 de I’actine a I’état dénaturé soit surestimé.
En effet, lorsque la protéine se dénature sous |’effet de la chaleur il y a
diminution de la compacité de la structure de la protéine a cause des liens
hydrophobes qui sont rompus. Les hélices-a sont des structures trés compactes
qui sont donc trés sensibles a la chaleur. Elles peuvent avoir tendance a former
des structures moins compactes dont la différence de coefficient d’extinction se
confond avec celle des feuillets-B. Ceci résulte en une surestimation des plis-3

pour I’état dénaturé de I’actine.
5.1.2.2. Comparaison des résultats obtenus en DSC et en CD

La valeur de la Tm de I’actine que nous avons mesurée n’est pas la méme
lorsque la mesure est prise en DSC ou en CD. Par exemple, pour un échantillon
d’actine F a 1 mg/ml, la température de demi-transition (Tm) en DSC est de
69,5°C alors qu’en CD elle est d’environ 58°C. Plusieurs facteurs peuvent

expliquer la différence entre la valeur de Tm estimée en DSC et en CD.
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1) D’abord cette différence de Tm s’explique par le fait que les 2 appareils
mesurent des parameétres différents. Le DSC mesure la chaleur qu’il faut
fournir pour dénaturer une protéine. La Tm, correspond a la température a
laquelle la moiti€ des molécules en solution sont dénaturées. Le CD, mesure
la variation du contenu en structures secondaires au cours de la dénaturation
thermique. La valeur de Tm est estimée a partir de la courbe de dénaturation
de la protéine a 222 nm. La valeur de Tm est la température pour laquelle la
perte du contenu en hélices-a est de 50%. Si le dépliement des structures
secondaires se fait avant le bris des liens fortement énergétiques de la
structure de la protéine, la Tm obtenue en CD sera plus faible que la valeur
estimée en DSC. Cette explication ne suffit cependant pas a elle seule a

expliquer la grande différence de la valeur des Tm.

2) Les conditions expérimentales ne sont pas exactement les mémes en DSC et
en CD ce qui peut expliquer, dans une certaine mesure, la différence de Tm
obtenue selon les deux techniques. D’abord, les cuvettes de mesure sont

différentes. La cuvette du spectropolarimétre a un volume de 100l et celle
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du DSC contient 900ul. De plus la cuvette de CD est de type capillaire alors
qu’elle a en DSC une forme cylindrique. Le rapport surface/volume est donc
beaucoup plus élevé en CD. Ainsi, la transmission de la chaleur a I’intérieur

de la cuvette se fait plus rapidement a I’intérieur de la cuvette de CD.

3) De plus, la vitesse de chauffe n’est pas la méme en DSC et en CD. Le DSC
permet de maintenir une vitesse de chauffe constante et linéaire de
60°C/heure. Par contre, en CD la vitesse de chauffe est plus lente qu’en DSC
et n’est pas linéaire. Le spectropolarimétre cesse le chauffage de 1’échantillon
pour mesurer le coefficient d’extinction a tous les intervalles de 5°C. Chaque
arrét du chauffage est d’une durée de 5 minutes environ ce qui ralentit
considérablement la vitesse de chauffage. La dénaturation thermique de
I’actine, qui obéit a des lois cinétiques est donc influencée par la vitesse de
chauffe. Plus la vitesse est rapide plus la valeur de Tm est élevée. La vitesse
de chauffe étant plus rapide en DSC cela explique, du moins en partie,

pourquoi la valeur de Tm est plus élevée qu’en CD.
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5.2. Discussion des hypothéses expliquant la stabilisation thermique de
I’actine G par la viroisine

Hypothése 1 : La viroisine déplace I’équilibre vers la formation d’actine F

La premiére hypothése émise pour expliquer la stabilisation thermique de
I’actine G par la viroisine, stipule que la viroisine se lie a I’actine F et déplace

I’équilibre vers la formation d’actine F.

En effet, il existe toujours, dans une solution d’actine, un équilibre entre
les formes G et F. Méme a I’intérieur d’une solution d’actine G, il y a présence
d’une trés petite quantité d’actine F. De plus, lorsque 1’on augmente la
température d’une solution d’actine G, il y a augmentation de la concentration

critique d’actine, donc formation d’actine F.

Cette hypothése suggere que la viroisine interagit avec les quelques
filaments présents en solution. La viroisine a un effet stabilisant sur I’actine F et
de plus, Gicquaud et Turcotte (1982) ont montré qu’elle a la propriété

“d’accélérer la polymérisation de I’actine. Ainsi, I’équilibre entre I’actine G et F
en solution serait déplacé vers la forme filamenteuse. Comme I’actine F est plus
stable thermiquement que ’actine G, ce déplacement de 1’équilibre vers I’actine

F expliquerait la stabilisation thermique observée en DSC. Cette hypothese est
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conforme a ce qui est généralement admis dans le littérature, soit que
I’interaction de la viroisine est spécifique a la forme filamenteuse de I’actine

(Faulstich et al. 1980).

Cependant, il y a des différences importantes entre les thermogrammes de
I’actine F seule et de I’actine G en présence de viroisine. Le Tm de ’actine G en
présence d’une concentration équimolaire de viroisine est de 74°C alors qu’il est
de 82°C pour I’actine F, en présence de viroisine, le pic de dénaturation est
beaucoup large pour I’actine G que pour I’actine F et I’enthalpie est aussi plus
élevée. Aucune phase exothermique correspondant a la précipitation de la
protéine ne suit la réaction de dénaturation de |’actine G contrairement a ce qui
se produit pour I’actine F. La stoechiométrie de la réaction de stabilisation de
’actine G et F par la viroisine est aussi différente. Le maximum de stabilisation
est atteint pour un rapport molaire actine F : viroisine de 1 : 0,5, alors que ce
maximum n’est pas atteint pour I’actine G a une concentration 6 fois plus élevée
en viroisine (rapport molaire actine :viroisine de 1 :3). Cette différence dans la
stoechiométrie de la réaction indique que le mécanisme de stabilisation pour
I’actine G est différent pour I’actine F, du moins au niveau de nombre de sites de

liaisons de la viroisine. Ces différences dans les thermogrammes, conduisent a la
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conclusion que la stabilisation de ’actine G par la viroisine n’est pas le résultat

de sa polymérisation en actine F.

De plus, la viscosité de la solution d’actine G n’augmente pas lorsque |’on
ajoute de la viroisine a la solution, contrairement a ce qui se passe lorsque |’on
ajoute des cations divalents qui induisent la formation d’actine F. Il n’y a pas
d’augmentation de I’intensité de fluorescence de I’actine G-pyréne lorsqu’on la
place en présence de viroisine contrairement a ce qui est observé au cours de la
polymérisation. Ces deux derniers résultats montrent qu’il n’y a pas formation

d’actine F lorsque la viroisine est ajoutée a I’actine G.

Le dichroisme circulaire a également permis d’infirmer cette hypothese,
puisque le contenu en structures secondaires de |’actine G en présence de

viroisine est différent de I’actine F.

Les résultats que nous avons obtenus en calorimétrie, viscosimétrie,
fluorimétrie et dichroisme circulaire ne sont donc pas en accord avec
I’hypothése selon laquelle la viroisine déplace I’équilibre vers la formation

d’actine F.
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Hypothése 2 : La viroisine change la conformation du monomeére

La deuxiéme hypothése émise pour expliquer la stabilisation thermique de
’actine G suggere que la virofisine se lie directement a 1’actine G et induit un
changement de conformation du monomeére qui est alors plus thermorésistant et

ce, sans qu’il y ait polymérisation.

Le CD a permis de montrer que la viroisine n’induit pas de changement
dans la structure secondaire de 1’actine G ni de ’actine F. Ainsi, la stabilisation
thermique de 1’actine G par la viroisine n’est pas le résultat de changement de
conformation de la protéine, comme le propose la deuxieme hypothése, du moins

pas au niveau des structures secondaires.

La spectrofluorimétrie a montré qu’il n’y a pas de variation significative
de I’intensité de fluorescence de la sonde lorsque la viroisine est ajoutée a
’actine G. Ce qui suggére qu’aucun changement dans la structure tertiaire de
’actine ne se produit dans I’environnement de la sonde, c’est & dire au niveau de
la cystéine 374, lorsque 1’actine est mise en présence de viroisine. On ne peut
cependant pas écarter la possibilité qu’une modification de la structure ait lieu
dans une région différente. Ces résultats obtenus en fluorimétrie ne nous

permettent pas de confirmer notre deuxiéme hypothése et de déterminer si un
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changement de conformation a lieu dans I’actine G lorsqu’elle est mise en

présence de viroisine.

A la lumiére des résultats obtenus par les différentes techniques utilisées, il
semble évident que la viroisine n’induit pas la formation d’actine F comme le

propose la premiere hypotheése

L’hypothése selon laquelle un changement de la structure de I’actine
serait responsable de sa stabilisation thermique par la viroisine semble plus
probable que la premiére hypothése qui propose que la stabilisation
thermique est le résultat de la polymérisation de I’actine G en actine F. Par
contre, aucune technique n’a pu montrer hors de tout doute un changement
de conformation de I’actine G lorsqu’elle est placée en présence de viroisine.

Seul le DSC a permis de montrer une action de la viroisine sur I’actine G.

5.3. Effet de la viroisine sur ’actine F

Des études antérieures effectuées par Turcotte ef al. (1984) avaient montré
par des techniques assez rudimentaires que la viroisine avait un effet
thermostabilisant sur 1’actine F. La technique utilisée a 1’époque, la
viscosimétrie, ne permettait pas de quantifier cette stabilisation. Les techniques
biophysiques disponibles aujourd’hui, nous ont permis de caractériser davantage

cette interaction et de mieux comprendre le mécanisme par lequel la viroisine
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agit sur I’actine F. La viroisine stabilise I’actine F en déplagant la Tm de 70 a
82°C pour un rapport équimolaire actine : viroisine. La viroisine a un effet
thermostabilisant sur le filament méme lorsqu’elle est présente dans un rapport
molaire actine : viroisine aussi faible que 1: 0,001 et qui atteint un effet
stabilisant maximum a 1: 0,5. Ce qui démontre un processus particulier
d’interaction ou une molécule d’actine liée a la viroisine entraine la stabilisation
de plusieurs monomeéres environnants dans le filament. Le changement
conformationnel induit dans le monomére lié a I’actine pourrait donc étre
transmis aux autres monomeres du filament qui eux ne sont pas liés a la
viroisine.

5.4. Comparaison entre le contenu en structures secondaires de ’actine G et
de ’actine F

La valeur du contenu en feuillets-f que nous avons obtenue dans notre
analyse en dichroisme circulaire est supérieure pour I’actine G comparativement
a ’actine F. Ce résultat est en contradiction avec certaines €tudes qui ont été
faites dans les années 70-80 qui avaient démontré a [’aide de la
spectropolarimétrie, que le contenu en structures secondaires ne variait pas au
cours de la polymérisation de I’actine (Hegyi et al. 1980; Murphy 1971). Les

auteurs ne présentent pas dans leur article les résultats qu’ils ont obtenus, ni le
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détail des techniques qu’ils ont utilisées pour I’analyse des spectres CD. Il
s’avere donc difficile de savoir pourquoi leurs résultats sont différents des notres.
Par contre, les méthodes d’analyse des spectres se sont beaucoup améliorées
depuis, ce qui pourrait, dans une certaine mesure, expliquer la différence entre
notre estimation des structures secondaires et celles effectuées préalablement par

ces auteurs.

5.5. Phénoméne de précipitation de ’actine G et de ’actine F dénaturées

Au cours de la dénaturation thermique de I’actine G il se produit une
augmentation relative du contenu en feuillets-f. L’augmentation du contenu en
feuillets-B au cours de la dénaturation a été décrite, pour plusieurs protéines, et
ce phénomene a été corrélé a un phénomene d’agrégation (Joly 1965 ;
Strzelecka-Golaszewska et al. 1985). Nos résultats obtenus en CD indiquent
donc la possibilité d’une éventuelle agrégation de 1’actine G dénaturée.
Cependant aucun précipité n’est observable apres le chauffage de la solution
d’actine G comme c’est la cas avec ’actine F. Il s’agirait donc d’agrégats

constitués de dimeres ou de trimeres ce qui a été reporté par Kuznetsova I. M. et
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al. (1999). Cette précipitation ne se traduit pas par ’apparition sur le
thermogramme de 1’actine G d’une réaction exothermique apres la dénaturation
comme dans le cas de I’actine F, car les agrégats formés sont de petite taille et
que la dénaturation se fait de fagon treés graduelle sur un large intervalle de

températures.

5.6. Comparaison de I’effet de la viroisine et de la phalloidine sur I’actine.

Le mode d’actibn de la phalloidine sur I’actine a ét€¢ davantage €tudié que
celui de la viroisine. Dans le cas de la phalloidine, il a été établi (Coluccio &
Tilney 1984) que la toxine, qui se lie au filament, empéche le départ de
monomeres qui se produit normalement dans le phénomene de treadmilling. Ceci

aura pour conséquence 1’allongement du filament d’actine li€ a la phalloidine.

Les résultats que nous avons obtenus ne nous permettent pas d’affirmer
que la viroisine a le méme effet sur I’actine F que la phalloidine. Mais compte

tenu de la similitude de leurs structures, ceci parait fort probable.
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CHAPITRE 6 : CONCLUSIONS

La DSC a permis de montrer que la viroisine a un effet thermostabilisant
sur ’actine F et G. La viroisine se lie a I’actine globulaire et la stabilise en
augmentant la température de transition et I’enthalpie de dénaturation. Aucune
interaction entre la viroisine et I’actine G n’avait été démontrée jusqu’a

maintenant.

Lorsque I’on compare les thermogrammes de ’actine F et de I’actine G
en présence de viroisine, certains aspects indiquent que la stabilisation n’est
pas due a la polymérisation. La forme du thermogramme de I’actine G en
présence de viroisine est différente de celle de I’actine F. La fluorimétrie a
montré que I’actine G en présence de viroisine a une conformation différente de
’actine F. La viscosité d’une solution d’actine G n’augmente pas lorsque I’on
ajoute de la viroisine comme c’est le cas lorsque ’actine polymérise. De plus,
I’estimation du contenu en structures secondaires a partir des spectres obtenus
en dichroisme circulaire a montré que I’actine F et I’actine G, en présence de
viroisine avaient une conformation différente. Tous ces aspects ne sont pas en
accord avec l’hypdthése selon laquelle la stabilisation de I’actine G par la

viroisine serait due a la polymérisation de I’actine.
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Il semble plus probable, a la lumiére des résultats que nous avons obtenus,
que la viroisine interagit directement avec le monomére d’actine et induit un
changement de conformation de ce monomeére. Cette modification de la structure
rendrait le monomere plus stable a la dénaturation thermique. Cette hypothése va
a I’encontre de ce qui est généralement admis, soit que la viroisine se lie de

fagon spécifique seulement avec la forme filamenteuse de |’actine.

Cependant la seule technique qui ait montré qu’il existe une interaction
entre I’actine G et la viroisine est la DSC. Toutes les autres techniques ont
conduit a un résultat négatif. Dans ce cas, nous devons exprimer une certaine
réserve quant a notre conclusion. Les résultats obtenus par DSC sont tres
reproductibles et ne peuvent étre mis en doute, mais il n’est pas exclu que

’interprétation de ces résultats puisse étre différente.
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