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Les interactions entre 1l1l7actine et les membranes
naturelles ont fait 1°'objet de nombreuses études. Il est
generalement admis que l17actine est liée aux membranes par
1"intermédiaire de protéines membranaires. La littérature ne
fait aucunement mention de la possibilité d une interaction

directe entre 1l actine et les lipides membranaires.

Dans ce projet de maitrise nous avons montré qu’il
existe, dans certaines conditions, une interaction entre

lactine et les lipides membranaires.

Nous avons etudié le phénoméne & 1l7aide d’un systéme
compose d'actine-G ou F et de vésicules artificielles: leé
liposomes chargés positivement, négativement et neutres.
L'interaction entre les liposomes et 1l actine & été mesurée
par viscosimétrie & faible taux de cisaillement, turbidimeé-

trie, cosédimentation ainsi gue par microscopie électronique.

Nos résultats nous ont montré gu’une interaction peut
avoir lieu entre 1*actine et les lipides chargés

paositivement. Cette interaction est donc de nature électro-
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statique . Cette interaction se traduit par la formation

d*agrégats de liposomes maintenus ensembles par 1’actine.

Nous avons par la suite étudié l17influence de certains
facteurs physicochimi ques susceptibles de modifier les
interactions actine-lipides en particulier, la concentration
d*actine, les ions K*, Mg=2*, Ca=+, le pH

. la température, et

la concentration d*ATF.

Les résultats de 1a viscosimétrie & faible taux de
cisaillement montrent gu®il se forme un réseau entre 1l actine
&t les liposomes chargés positivement. Les liposomes servent

de point de pontage entre les filaments.

Les expériences portant sur 17étude des ions monovalents
(k*) et divalents (Mg=* et CaZ+*) confirment I’Hypothése que
l1"interaction entre l’actine et les liposomes chargés positi-
vement est de nature électrostatigue puisque l17interaction
est inhibée en présence de fortes concentrations de ces

cations.

En présence d'environ 10 mM d7ians Mg=+ et Ca=+, on
observe aussi des interactions entre 1l actine et les liposo-
mes chargés neégativement et neutres. Les cations bivalents

servent a lier les liposomes et l7actine.
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Des variations de pH, de température et d'ATF ne
modifient pas les interactions entre 1l actine et les liposo-
mes et nous concluons gue ces facteuwrs n*ont aucune influence

sur les interactions actine-lipides.

Les photographies au microscope électronigue montrent
que les filaments d actine se disposent de fagon réguliére &
la surface des liposomes, ils forment des structures paracris
tallines. Les filaments se disposent solit les uns paralléles
aux autres avec une périodicité correspondant au pas de
l*hélice de la actine-F, soit en "filet". Dans ce cas les
filaments s entrecroisent aussi avec une certaine périodici-

te.

I1 est conclu gue 17interaction de 1 actine avec les
charges positives des liposomes provogue un changement de
conformation de l17actine-F gui induit la formation de para-

cristaux & la surface des liposomes.

D" autre part, l’existence d'une interaction entre
l’actine et les lipides membranaires in vivo est & envisager
puisgue l1’actine peut réagir avec les lipides chargés négati-
vement et neutres en présence de faibles concentrations
d’ions bivalents, conditions qui devraient exister dans

certaines cellules.
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INTRODUCTION

I- Historigue

L*origine des études sur le mouvement remonte a environ
500 ans avant Jésugs-Christ (voir revue dans 118). A 1°7époque,
on ne parlait gue de "chair" et non de muscle, et toutes les
théories proposées se rapportaient aux éléments naturels: eau
terre—air—-feu. La premiére theorie relative au mouvement se
présentait comme suitr 1l air entrant par la bouche et les na-
rines se mélange au sang par lequel il est transporté & la
"chair", ce qgqui produit le mouvement. Cette théorie de
"lrair" (Fneuma theory) fut longtempse acceptée par les

scientifigues.

Au debut du I ieme siecle avant Jésus-Christ, Hérophilus
d*Alexandrie ainsi gque =Yalg] contemporain Erasistratus
reconnaissent le muscle comme 1°organe du  mouvement et
proposérent le premier mécanisme de la contraction musculai-
re. S8elon eux, l"alr respireé se rend aux poumons et de la au
coeur, pour se changer ou s'associer a une substance. Le
complexe ainsi formé, le "vital spirit” se rend au muscle par

1"intermédiaire des nerfs pour produire le mouvement.
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Cent ans plus tard, Rufus d’Ephése iscle le muscle par
digssection et en décrit pour la premiére fois la structure:
le muscle est composé de fines particules de sang qui

entourent les nerfs, arteres et veines.

Balen (129 & 201 aprés Jésus-Christ) travaille a
disséquer plusieurs types de muscles et c’est avec lui qu’est

née la "myologie".

Jusqu'ad la Renaissance, peu de développements nouveaux
ont ew lieu concernant 1la contraction et la physiologie
musculaire. Vers 1540, Versalius propose que le muscle est
composé de Ffines astructures. Il contient plusieurs fibres
gui sont retenues ensemble par la "chair". PFar la suite,
Fabricius Ad Aguapendente montre qu'il existe une différence
entre la nature fibreuse du muscle et celle d"autres organes.
William Croone, en 1664, ochserve que le muscle est cénstitué
de fibres tendineuses entre lesquelles on retrouve la présen-—
ce de ‘'"chair" et que ces fibres sont réunies ensemble par
leurs extrémités. A la mEme époque, Nicholas Stensen montre

que ces fibres peuvent Etre séparées en minuscules fibrilles.

Avec 1"avénement du microscope optique, la structure
fine du muscle sera précisée. Leeuwenhoek, en 1674, fait le
premier examen microscopique du muscle et en 1482 décrit les

striations transversales des fibres musculaires c’est—-a-~dire



l7alternance de bandes sombres et de bandes claires. D aprés
lui, ces striations sont dues & des fibres disposées perpen-
diculairement aux fibres musculaires. Mais Bowman (1840) va
& 1"encontre des observations de Leeuwenhoek sur la striation
du muscle. Selon lui, les fibrilles composant le muecle sont
constituées de "grains” et la striation serait due a un ali-
gnement des grains des fibrilles adjacentes. Ainsi les bandes
claires seraient formées par l’alignement des grains et les
bandes sombres par 1"espace entre les grains. Plus tard,
Krause et Hensen décrivent une bande zombre (ligne &) au mi-
lieu de 1la bande claire (bande I), et de plus Hensen montre
l’existence d'une région claire (bande H) au centre de la

bande sombre (bande A).

Al milieuw du 19 ieme siecle débutent les travaux sur la
biochimie du muscle. Kihne isole une protéine & laguelle il
donne le nom de myosine. A partir de cette époque, les re-
cherches se concentrent sur cette protéine. Halliburton
(1887) découvre gqu'en mélangeant une préparation de mynsine
avec de la poudre de muscle, il obtient un gel. Finck montre
gue la poudre fabriguée par Halliburton contient une autre
protéine myofibrillaire qu?il & appelé' actine et que le
complexe moins soluble obtenu par Halliburton était formeé

d*une combinaison d’actine et de myosine.

Straub, en 1940, isole pour la premieére fois l'actine et
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en a découvert les principales propriétés. En 1932, on re-
connait gque 1"actine est une des protéines responsables du

mouvement.

Au milieu des années 1930, on & montré par microscopie
électronique qgue les fibrilles musculaires contiennent deux
types de filaments. Des filaments fins composés d actine et

des filaments épais composés de myosine.

Depuis le commencement, les études portant sur le
mouvement, ntont concerné que la cellule musculaire.
Cependant, d"autres chercheurs ont eu un intér&t marqué pour

l1"étude d"autres cellules motiles:r en particulier pour le

mouvement du cytoplasme des cellules végétales (cyclose).

En 1952, Loewry fut le premier a isoler de l1’actine chez

un  myxomyceéte Physarum polycephalum ce qui montrait une

analogie biochimique entre 1le mouvement amiboide et le
mouvement musculaire. Depuis, l1"actine a été identifiée che:z
de nombreuses cellules non-musculaires gqui ont certaines

formes de motilité.

Fuisque les recherches sur 1’actine ont débuté dans les
systémes motiles, on avait tendance & lui attribuer un réle
uniquement dans les mouvements cellulaires. Cependant, on

reconnait maintenant que l’actine Jjoue aussi un rdle de
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constituant du cytosquelette qui permet le maintien de la

forme et de la structure génédrale des cellules.

II- Intéraction entre 1l 'actine et les membranes cellulaires

Comme nous 1'avons déjia souligné, il est possible de
retrouver 1'actine aussi bien dans les cellules musculaires
que dans les cellules non—-musculaires telles que les amibes
(38, 50, 75, 1385, 136, 133, 177, 1BO), 1les cellules de la
cofnée (10, 14, 16, 44, 72, 82), les cellules cancéreuses (11
59, 63, 149), les fibroblastes (168, 63), les globules rouges
(17, 33, 48, 64, 163), les hepatocytes (107, 122) , les cel-
lules de 17intestin (56, 1053, 115), certaines moisissures

camme Physarum polycephalum (117), les neutrophiles (14), les

cellules nerveuses (8, 15, 28, 31, 92, 138, 139), chez les
ceufs d°oursins de mer (79, 97, 110, 1464), les cellules pho-
toréceptrices (144) ,les lymphocytes (5), certaines plantes
(1, 15, 34, 40, 20, 128, 129, 131) et les spermatozoides (54,

161).

On attribue a l7actine deux réles différents:
1) Un premier réle dans les phénoménes motiles comme le
mouvement des cellules par émission de péeudopodes (38, 350,
159, 180), 1’exoccytose (8B, 23, 37, 1467, 170), le déplace-
ment dforganites: granules de 1"épithélium pigmentaire de la

rétine chez 1la grenouille(llé), lysosomes dans les leucocy-

tes polymorphonucléaires (111), diffusion latérale des molé-—-
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cules de rhodopsine des photorécepteurs des écrevisses (42),
déplacement des granules dans les cellules chromaffines (20,
25). L*actine est aussi impliquée dans le phénoméne de la
cytokinese (53, &7, 144), la production dun courant cyto-
plasmique chez Nitella (15, 129), dans la régulation de la

filtration glomérulaire (2), ainsi que dans la transmission

synaptigque (27).

2) L*actine joue aussi un réle dans 1 é¢laboration du
cytosquelette: en particulier pour le maintien de la forme
des céllules. Citons deux exemples bien connus:

a) Dans le globule rouge (&2, 147), c'est l'interac-
tion de 1"actine avec d7autres protéines membranaires qui
donne la forme biconcave aux érythrocytes.

b) Les microvillosités gui tapissent 17épithélium intes-
tinal contiennent des faisceaux dactine gqui déforment la
membrane (113) . Comme on peut le voilr dans la figure 1,
l"actine contenue dans ces microvillosités est liée latéra-—
llement aux membranes par des proteines membranaires.
D" autres protéines attachent aussi 1"actine par l extrémité

du "bundle" auw niveau de la plague terminale.

Ces exemples ne sont pas limitatifs: il existe beaucoup
d"autres cellules ol l17actine joue un réle de constituant du
cytosquelette: cellules de la cornée (44), fibroblastes (&2,

76), cellules canceéreuses (13, 179), plaguettes sanguines
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(56, 141, 1460), les neutrophiles (14), les cellules pulmo-

-

naires du rat (149),etc..

o-ACTININ

MYOSIN

Figure 1: Modéle de la liaison de l1’actine aux membranes des
cellules épithéliales des bordures en brosse de

17intestin selon Mooseker et Tilney (113).
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Un fait important est & souligner. Dans la plupart des
cas, l"actine se retrouve & proximiteé des membranes, et il a
été montré que les filaments d’actine sont souvent attachés
aux membranes (12, 30, &2, 63, 71, 103, 108, 135, 160, 161,

166) .

La liaison de 1"actine aux membranes peut se faire de
deuxr fagons:

1) De maniére latérale: C'est le cas chez une algue multila-

mellaire, Nitella (129) ol 1"on retrouve un attachement
latéral de 17actine aux membranes des chloroplastes. Ce
méme type de liaison est observé chez une amibe,

Dictyostelium discoideum(93), ainsi que dans les cellules

sensorielles de 1foreille de poulet(s9).

2) De maniére perpendiculaire: l1%actine est alors attachée
aux membranes par une de ses extrémités. Une telle liaison
se retrouve dans les spermatozoides d” Invertébrés marins tels
ceux des oursins de mer (7), la limule Limulus (162) et la

moule Nytilus (165) ainsi gue dans plusieurs autres types de

cellules (150).

Trés souvent, on retrouve les deux types d’attachement
dans une mEme cellule. Les exemples les plus connus sont
ceux deg cellules épithéliales des bordures en brosse de

l1*intestin (113) et dans les fibroblastes (100).
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L étude détaillée de l"interaction entre l'actine et les
membranes cellulaires a permis de decouvrir des proteines
servant d’intermédiaires dans 1la liaison actine-membranes
(17, 2%, 29, 31, 41, 88, 57, 74, 86, B7, 94, 100, 106, 112,

133, 140, 165),

Jusqu’a maintenant plusieurs de ces protéines ont eteé
identifées. Nous procéderons a la description des protéines

gui sont les plus connues:

1) La spectrine qui est un tétramére de 460 kKd fut découverte
tout dfabord dans 1les érythrocytes. Dans 1les globules
rouges, la spectrine nest pas un intermédiaire direct entre
l’actine et les lipides. Comme on peut le voir & la figure
2, la spectrine est liée & une autre protéine: 1"ankyrine ou
bande 2.1, et le complexe actine-spectrine—ankyrine est 1ié
dans la membrane par une autre protéine, la bande I. (3, 32,

126, 127, 182).

Far la suite, la spectrine a aussi été identifiée dans
d*autres cellules. Burridge et al. (24) ont montré la
présence  de la spectrine dans les fibroblastes de souris, de
poulet, dans la membrane des cellules Hela et dans les
cellules chromaffines de 1la médullo-surrénale. Levine et
Willard (93X) 1'ont extraite du cerveau de boeuf et de porc. ’

Ils 1lui ont donné le nom de fodrine mais on reconnait



maintenant qu”il s’agit d’une spectrine

(3

Sy

S

6y

60,

—-10~

168) .

Spectrin Tetramer

Figure Z2: Arrangement du complere actine-spectrine-ankyrine-

bande 3 dans le globule rouge.
™ : actine G
2.1 Ankyrine
Z: bande 3
mam— !spectrine

Palek, J.3 Shih, C.L. (127)
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2) Le complexe 110 Kd—calmoduline: ce complexe a été trouveé
dans les cellules épithéliales des bordures en brosse de
l1’intestin (20, 34, 58, 70). Le réle de ce complexe serait
de lier latéralement les filaments d'actine aux membranes.
Des expériences montrent gue le complexe 110 Kd—calmoduline
est une protéine périphérigque et non intégrale qui serait
lige aux lipides par 1l intermédiaire d’une ou plusieurs
autre(s) protéine(s) qgui n’a (ont) pas encore été identi-

ficde(s).

3) L 'alpha-actinine: cette protéine a été identifide pour la
premiére fois dans les lignes Z des myofibrilles musculaires
associée a 1'eu—-actinine (103). Par la suite, elle a aussi
été isolée dans les cellules intestinales de poulet par
Mooseker et Tilney (113) et Schollmeyer et al. (145). Son
réle dans la liaison de l17actine aux membranes est encore
controversée. Certains auteurs affirment que cette protéine
est responsable de 17attachement de 1"actine aux membranes en
autant que ces membranes contiennent des composantes particu-
lieres soit du diacylglycérol et/ou de 1°acide palmitique
(21, 109). D"autres chercheurs comme Burridge et McCullough
(22), 8Small (151) et Mabuchi et al. (96) soutiennent que
1’x~actinine ne sert qu’'a lier les filaments d'actine paral-
lelement entre eux pouwr former des faisceaun et ne joue aucun

réle danse 1"attachement de l1"actine ou des falsceaux aux

membranes.
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4) La vinculine: cette protéine de 130 kd, mise en évidence
pour la premiere fois par QGeiger en 1979 (57) dans les
fibroblastes, sert aussi d'intermédiaire dans la liaison de
17actine aux membranes (73). Elle posséde aussi la propriéteé
de lier les filaments d"actine pour former des falsceaux ou
des paracristaux (76). L& vinculine peut se retrouver seule
{(S7) ou 1liée & une autre protéine: la taline (100). Cette

association vipculine-taline sert de pont entre 1 'extrémité

d’un faisceau dactine et les membranes.

S)La protéine de 43 Kd isolée de Torpedo marmorata. Walker

et coll.(174) 1’ont isolée des récepteurs cholinergiques de

Torpedo marmorata, Cette protéine attache, de fagon

perpendiculaire, 1%actine filamenteuse aux membranes qui
contiennent des reécepteurs. Son réle n'est pas encore bien
défini mais elle contrédlerait la mobilité et 1a stabilité des

récepteurs cholinergiques.

&) D avtres protéines moins bien caractérisées seraient aussi
impliquees dans l’attachement de 17actine aux membranes.

Dans une reécente étude de l1°amibe Dictyostelium discoideum,

Luna et coll. (?3) ont isolé et identifié quatre protéines
qui lient 1'actine. Ces polypeptides de 180, 130, 86 et 77
kd sont, selon ces auteurs, des candidats pour une liaison

membranalre ces filaments d'actine.



Ces protéines joueraient. umn r8le fondamental en
contrélant 17attachement de 17actine aux membranes et par
conséquent contrélent certains phénoménes biologiques qui
sont sous la dépendance de 17attachement de l17actine aux
membranes tels la phagocytose, la pinocytose, la mobilité des

reéecepteurs membranaires, etc...

III- Objectif du projet de maitrise

Les études antérieures concernant les interactions entre
l1"actine et les membranes naturelles ont montré que les
filaments d’actine sont liés dans les membranes par
1*intermédiaire de protéines transmembranaires. Aucune
étude n’a jusqu'alors suggéré gu’il pourrait exister une

interaction directe entre 1'actine et les lipides.

Or, des expériences reéalisées dans le laboratoire ol
J'ai Fait ma mattrise tendent & montrer qu’il pourrait
exister une interaction directe entre l1”actine et les lipides
membranaires. Ce phénoméne est nouveau et a de nombreuses
implications en biologie cellulaire. Comme ces expériences
ont été trés préliminaires, nous avons donc choisi, vu

l1”importance du phénoméne, de 1°étudier plus en détail.

Le but de mon projet de mattrise est donc de montrer par
plusieurs méthodes s%il1 existe réellement une interaction

entre 1l actine et les lipides membranaires.
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Four procéder & cette étude, nous avons congu un modéle
expérimental compose de membranes artificielles: les

lipnsomes que nous avons mis en présence d’actine purifiée.

Nous avone opté pour ce modéle pour plusieurs raisonst
1) Ce modéle n*implique que des liposomes et de 1'actine, ce
qui ¢élimine toute autre possibilité d'interaction entre
lactine et d"autres constituants membranaires.
2) Nous pouvons aussi varier a volonté la composition des

liposomes en lipides.

4
A

De plus, il est possible dans un tel systéme de contrsler
les conditions physicochimiques du milieu comme le pH, la

température, la force ionique, etc...

L'utilisation d’un tel systéme, nous assure donc que les
interactions ne peuvent se proaoduire qu'entre 1'actine et les
lipides et dans des conditions bien déterminées et facilement

contrélables.

Avant de débuter 17analyse des résultats, nous allons
décrire les deux composantes de notre modeéle. Nous
résumerons tout d® abord quelles sont les principales
propriétés de 1'actine, puis par la suite, ce que sont les

liposomes.
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IV) Llactine et ses propriétés physicochimigues

L"actine est une protéine que 17°on retrouve dans la
plupart des cellules eucaryotes. On salit gu’aun cours de
1"évplution, 1 actine a été étonnamment bien conservée. 1l vy
a en effet trés peu de différences entre l17actine d'une
espece et celle d’une autre espece. Les variations peuvent
se refléter au niveaun du poids moléculaire et surtout du
point iscélectrique (171). Far exemple, l'actine extraite de
Physarum est plus acide que 1l actine du muscle squelettigue
(172) et celle d'Acanthamoeba est plus acide que n importe

quelle autre actine (61).

Néanmoins, malgré ces variations, l’actine conserve ses

principales propriétés quelle que soit son origine.

L actine existe sous deux formes: la forme monomérique
ou globulaire encore appelée actine-G et le polymeéere qui a
une structure filamenteuse, 1"actine-F.
1) L*actine globulaire: le monomere dactine contient en
moyenne 375 acides aminés powr un poids moléculaire denviron
42000. Elle a une forme ovoide de 3.3 sur 5.5 nm de diamétre.

Le monomere posséde une charge globale négétive (173) .

Chaque monomeéere posséde plusieurs sites d’affinités pour
les ioms, certains de haute affinité et d’autres de faible

atfinité. On y retrouve aussi un site pour les nucléotides,



1”ATP ou 1°ADF.

2) Lactine filamenteuse:

de deux brins. Chaque

monomeres Jjuxtaposés et

former une double hélice.

et contient 13

filament d?actine a un diamétre de 7 nm.

monomeéres

-1&5-

un filament d?actine est constitué

brin

les

deux

comprend

un grand nombre de

brins se torsadent pour

Le pas de 1"hélice est de 37.5 nm

chacun

distanceé

7.0 nm
27.5 nm
N
S.5nm
a

Figure 3:

De Rosier, D.J.; Tilney,

L.

G. (4

S

)

de 9.5 nm. Un

(Voir figure 3)

Schéma dun filament d"actine
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A) Polymérisation de 1 actine

La polymérisation de 1"actine est déclenchée par 1"ajout
d'ions qui vont se fixer sur les sites de hautes et faibles
affinités (4, 102, 184, 157). Les sels les plus couramment
utilisés sont le KCl1, MgCl: et le CaCl- aux concentrations
d’une centaine de mM pour le KCl et de 1°ordre du mM pour le

MgCl.. et le CalCl=.

L'actine globulaire mise en présence de ces cations
subit un changement de conformation (32, 142, 143), qguoique
cette hypothése soit encore controversée, (6, 68) pour se
transformer en "F-monoméres" ou "BX¥-actine”. Ces monoméres
activés ont la propriété de s"assembler pour former un noyau
de 3 ou 4 monoméres: c'est l"étape de la nucléation. On
assiste par la suite a 1"addition de "F-monoméres"” au novaus
c’est le processus d"élongation. L"ajout de "F-monoméres" se
fait aux deux extrémités du noyau, cependant, une extrémité

polymérise plus rapidement que 1"autre (99).

A 17°état d'équilibre, les +Ffilaments ne demeurent pas
dans un état statigque, une extrémité du filament continue &
polymériser tandis que 1°autre extrémité se dépolymérise & la
mEme vitesse. Ce phénoméne appellé "treadmilling” permet un
echange entre les monoméres d'actine du filament et ceux di

milieu (119, 173).
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Al cours de la polymérisation, 1l se produit une
hydrolyse de 1"ATP liée aux monomeres. Cependant cette
hydrolyse n’est pas un prérequis pour la polymérisation, car
le "F-monomére" sans ATF peut aussi former des filaments (39,
130). Certains auteurs (119, 173) ont établi que les

monomeéres qui compasent un filament ont tous un ADP de 1lié.

Il +faut soulignér le fait que ce sont toujours des ions
positifs qgqui causent la polymérisation de l’actine.' En
conséqgquence, c'est la neutralisation de charges négatives de
l’actiﬁe qui serait a l’origine de la formation des filaments

(142).

R) Paracristallisation

Dans certaines conditions bien particulieéres, l1'actine
filamenteuse & la possibilité de s’assembler et de former des
structures régulieres appelées paracristaux. Jusqu®a mainte-
nant, plusieurs types de paracristaux ont été identifiéds et
6n les regroupe en trois classes distinctes:

illes paracristaux de Hanson: Hanson en 1947 (45) a montré

que l1"actine pouvait s’organiser en structures réguliéres en
présence de fortes concentrations d"ions Mg=*, au minimum 25
mM. Ces paracristaux sont produits lorsque les sites
cationiques de tres +faible affinité de 1’actine sont
combleés (157)., On obtient alors des structures paracristal-

lines composées de filaments d"actine, paralléeles les uns aux
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autres, disposés de maniére périodique. La périodicité des
paracristaux égquivaut & environ 37.5 nm, ce qui correspond au

pas de 1'hélice du filament.

ii)les paracristaux de Kawamura: Kawamura et Maruyama (80)

découvrent que la paracristallisation de l’actine peut se
faire dans des conditions tout & fait différentes de celles
de Hanson. I1 met de l°actine en présence de 0.1~0.2 M de
KCl, 0.4 mM d*'ATP, au bHi de l"actine. Il observe alors
trois types de paracristaux d actine auquel il donne 1°appel-

lation de types I, II, IIIl. {(Voir figure 4)

Les types 1 et Il consistent en un entrecroisement des
filaments dactine: "type filet"”. Le type II a une
disposition plus 18che et donc une périodiciteé plus faible
que le type I. Le dernier type de paracristaux (type III), a

un aspect similaire & ceux obtenus par Hanson.

11i) les microcristaux de 6d®*: En mettant de 1’actine
globulaire en présence d’ions lanthanides tel le gadolinium
(Gd=*), Doz Remedios et coll. {47) ont fabriqué dfautres
types de paracristaux. Dans ce cas, des structures tubu-
laires et des microcristaux constitués par 1°accolement
latéral et régulier de monoméres d'actine en monocouche sont
formes.

I1 +faut souligner que tous ces types de paracristaux se
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forment dans des conditions qui sont loin de celles
retrouvées in vivo. Cependant des structures paracris-
tallines similaires ont aussi été observées lors de 1°asso-
ciation de l’actine avec d'autres protéines (21, 45, 76,
149) . De telles structures pourraient donc aussi exister

dans les cellules, mais leur existence in vivo n*a pas encore

été démontrée.



Figure 4: Trois types de paracristaux d"actine-F obtenus par

Kawamura et Maruyama (80).



V~ Les liposomes

Les membranes naturelles contiennent trdis types de
molécules: les lipides, les protéines et les glucides. Les
lipidee sont les constituants essentiels des membranes car
ils composent la bicouche & la base de 1”architecture membra-
naire. Les lipides se retrouvent en gquantité variable selon

le type de cellule.

Les lipides, ces molécules amphiphiles, contiennent une
partie hydrophile: "la tE&te" et une partie hydrophobe " la
gueue" (178). (Voir Figure 5. Lorsque ces molécules sont
exposées & un sclvant aqueuwt, elles se disposent de maniére a
ce que seule la partie hydrophile soit en contact avec le
solvant aqueu , la partie hydrophobe se protégeant du

solvant.

Il est possible de fabriguer des membranes artificielles
composées seulement de lipides. Il en existe trois sortes:
les monocouches, les bicouches (BLM) et les liposomes.

1) Les monocouches: comme leur appellation l7indigue, ne
comprennent qu'une seule couche de 1lipides dont la face
hydrophile est en contact avec un solvant agueux et la face

hydrophobe en contact avec 17 air.

2) Les bicouches (BLM) : sont formées de deuy couches de

lipides dont 1les parties hydophobes se font face et les
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parties hydrophiles entrent en contact avec le solvant agqueux

(Voir figure 9).

) Les liposomes sont des structures vésiculaires composées
d*une gquantité variable de bicouches lipidiques sépareées par

des espaces agueux (Voir figure 6).



DOV ECOODOOPDOI® FARTIE HYDROFPHILE

FARTIE HYDROFHORE

REHBEHEOOOLSIODOO® FARTIE HYDROPHILE

Figure S: Modéle d"une bicouche lipidique selon Weissmann

(178).

Figure 6é: &Schéma dun liposome unilamellaire selon Weissmann

(178) .
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Four étudier 1’interaction entre les lipides et
l1actine, nous avons opté pour l17utilisation des liposomes,
car le liposome est le modeéle qui se rapproche le plus des
membranes naturelles. En effet, le liposome est un systéme

fermé, s*entourant de part et d*autre d'une phase aqueuse.

De plus, les techniques de fabrication des liposomes
possédent 17avantage d'8tre trés accessibles et faciles a
utiliser. Ils sont "mobiles" contrairement aux B.L.M. qui

sont fixés dans 1°appareil servant & lew fabrication.

Plusieurs types de liposomes peuvent Etre fabriqgués. On
les regroupe en trois catégories: petites vésicules unilamel-
laires (8UV), (88,104) diameétre variant entre 20 et 50 nm;
les veésicules unilamellaires larges (LUV) (98,132) de 220-
1000 nmm et 1les vésicules multilamellaires (MLV) (83, 121,

137) de 400-3300 nm de diamétre.

Cette variabilité dams le diametre des liposomes dépend
de plusieurs facteurs: la technique de +Fabrication, 1la
quantité et 1la nature des lipides ainsi que la composition

ionique du milieu.
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Dans ce travail, nous avons mis en évidence l’existence
d*une interaction directe entre 17actine et les liposomes
sans l1’intermédiaire d’une protéine membranaire gui lie
l"actine. Pouwr ce faire , nous avons utilisé principalement
guatre techniques:
- la turbidimétrie qui permet de mesurer la formation
d*agrégats entre l'actine et les liposomes
~ la cosédimentation des mélanges actine-liposomes
- la vigscosimétrie a faible tauy de cisaillement qui permet
de mesurer la formation de gel
- la microscopie électronique gqui permet dans certains cas

de voir directement les structures formées



MATERIEL ET METHODES

I- Liste des produits chimiagues

Stearylamine (SA) S-6755

Acide oléique (AD) D-0750

Fhosphatidylcholine (FC) P-5763

Ces lipides proviennent de Sigma Chemical Co. (St-lLouis,
Mo.), 1ils sont dissous dans du chloroforme et conservés sous
azote pendant au maximum 1 mois. Aucun contrsle de pureté
n"a été fait sur ces lipides.

Les autres produits sont de grade analytique.

IlI-Splutions tampons

Trols solutions tampons ont été utilisées:
A) Tampon G: Tampon Tris—-HCl pH 8.0 (2mM)y Caclx (0.2 m) 3
fi—mercaptoéthanol (0.5 mM); et de 1" ATF (0.2
mM)., Ce tampon sert & diluer l1'actine-G et
pour préparer des liposomes qui réagissent

avec l1"actine-G.

B) Tampon D: Tampon Trig-HCl1 pH 8.0 (10mM)3 CaClz (0.1
mM) 3 fR-mercaptoéthancl (0.5 mM) et de 1°ATP
(0.2 mMYy KC1 (40 mM)3 MgClo (2 mM). Ce

tampon est utilisé pour la préparation des



liposomes mis en contact avec l17actine~-F et

aussl pour diluer l"actine F.

C) Tampon E: Tampon Tris-HCl1 pH 8.0 (18 mM); ATP (0.2 mM)
fi-mercaptoéthanol (0.5 mM); KC1 (80 mM) et
du MgClz (2 mM), Ce tampon sert & polymériser
l"actine—-BG en actine—-F en mélangeant 1
volume d’actine~G dissoute dans le tampon
6 avec | volume de tampon E. On obtient

ainsi la composition du tampon D.

ITI- Prégaration'des liposomes

Les liposomes sont préparés en utilisant la technique de
renversement de phase de Szoka et Fapahadjopoulos (158).

Cette technique comporte 2 étapes principales: tout
d*abord 1la formation, par sonication, de micelles inverseées
constituées de gouttelettes de phase agqueuse entourées de
lipides le tout en suspension dans une phase organique.
L"étape suivante consiste & faire évaporer lentement la phase
organigque. Cette étape améne a 1 obtention dun "gel” ol les
micelles sont s8i prés les unes des autres que la friction
entre elles cause la rupture de gquelques unes, et par le fait
m&me, la libération de 1la phase aqueuse de ces micelles
brisées. On assistera alors & l7organisation en bicouche des

lipides et & la formation de liposomes.
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Les lipides (72 rmoles), en solution dans du
chloroforme, sont mie dans un ballon rodé de 350 ml et le
solvant est évaporé, sous pression réduite, a l*aide d'un
rotoevaporateur Euchi modele R 110, Les lipides sont
redissous dans 3 ml d’éther, apreés quoi on ajoute 1| ml de
phase adqueuse, du tampon 6 ou D selon les cas. Le mélange
est soumis aux ultrasons & 1l"aide d’un appareil Mégason modé-
le P-300 fonctionnant & intensité moyenne, pendant S minutes
ou Jjusqu'ad la formation d’une suspension homogéne. L’éther
est ensuite évaporée a l17aide du rotoévaporateur en
respectant les conditions décrites par Szoka et
Papahadjopoulos (1598). Les liposomes obtenus sont resuspendus
selon les expériences dans 2 ml de tampon G ou D. On récolte

environ 3 ml de liposomes & la fin de la préparation.
lLes liposomes chargés positivement sont composés de 0%
PC et 10% SA, les liposomes chargés négativement, 90% PC et

107 A0, et les liposzsomes neutres, 100% PC; en poids.

IV-Préparation de 1’actine

L"actine du muscle de lapin est purifiée & partir de la
poudre acétonique par la méthode de Spudich et Watt (155

modifiée par Nonomura et al. (120).

La concentration de l1%actine est déterminée par mesure

de 1"absorbance a 290 nm, A - **.o0nm=0.63 (91).
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L*actine~6 est dissoute dans le tampon G. L7actine-F
est préparée en mélangeant des volumes égaux d actine-G et de
tampon E, qui induit la polymérisation. L actine-F est par

la suite diluée aux concentrations désirées avec du tampon D.

La préparation de l17actine—-F subit quelques modifications
selon les conditions expérimentales. Far exemple, dans
1’ étude de 1?influence du Mg=~ sSUr l1"interaction
actine-liposomes, l’actine~F est obtenue dans des solutions

de tampons D et E dans lesquelles on exclut le MgCla.

V~Technigues de mesure de 1l interaction entre l1"actine et les

liposomes

A. D) Turbidimétrie

Lrinteraction entre l'actine et les liposomes se
produisant presque instantanément, 1la formation d?agrégats
entre l1"actine et les liposomes est mesurée guelgues minutes
aprés le mélange par turbidimétrie & S50 nm & 1’aide dun
sﬁactrophotométre. Cette longueur dionde & été choisie en

faisant référence aux expériences de Deleers et al (43).

Certains résultats sont exprimés en turbiditeé
différentielle c’est~a-dire en soustrayant de la turbidité du
mélange actine-liposomes, la turbidité des liposomes et de
1"actine seule. Ces valeurs de turbidité différentielle

représentent donc la turbidité qgqui résulte seulement de



l1"interaction entre l°actine et les liposomes.

A.2)Cosédimentation

L'agrégation entre l1'actine et les liposomes est aussi
mesuree par cosédimentation. La méthode consiste a
centrifuger un mélange d'actine et de liposomes & une vitesse
qui sédimente les agrégats d’actine et de liposomes, mais peu
lactine et les liposomes seuls. Les composants qui demeu-

rent dans le surnageant sont gquantifiés par turbidimétrie a

S50 nm.

A.3)Manipulations pour les technigues de turbidimétrie et de

cosédimentation

Un wvolume égal d 'actine et de liposomes (3 ml au total)
sont déposés dans un tube & centrifugation. On laisse reposer
10 minutes a température ambiante ou autre selon 17expérience
tel que précisé dans les résultats. Un ml est prélevé et la
turbidité de la solution lue au spectrophotometre a 550 nm.
Le volume restant (2 ml) est centrifugé a 3700 g X 10 minutes
& 4°C. Le surnageant est recueilli et sa turbidité mesurée a

IS0 nm.

B)Mesure de la vizscosité & faible taux de cisaillement

La viscosité du mélange actine-liposomes est mesurée a
faible taux de cisaillement selon la technique de Follard

(134). Un volume égal d’actine et de liposomes sont mélangés
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dans un tube conigue. Apreés avolir brassé le mélange au
vortex, ce dernier est immédiatement mis dans un capillaire
gradué. Le mélange est laissé 1| heure & température de la
piéce. La viscosite du mélange est déterminée en mesurant le
temps que met une bille diacier de 0.16 mm de diametre pour
cescendre dans le capillaire. Flus 1la substance est

visgqueuse, plus la bille prend du temps & descendre.

C)Microscopie électronigue

Une goutte du mélange actine-liposomes est déposée sur

une grille recouverte de formvar—carbone. Le surplus'du
meélange est enleve a 1l'aide dun papier +iltre; La
preéparation est colorée négativement avec de 1’acétate
duranyl 1% en solution aqueuse. Les préparations sont

observées & 1l aide d’un microscope électronique FPhillips 201

fonctionnant & 80 Kv.



RESULTATS

I-Mise en évidence d une interaction entre les liposomes et

l1'actine—-F

Lorsque 1°on mélange de l?actine—-F avec des liposomes
chargés positivement, en 1"'espace de quelques secondes, la
solution change d'aspect. Dans le tube apparait un précipité

"floconneux" (fig 7RA).

Far contre, ce phénoméne ne se produit pas quand on
mélange de l’actine avec des liposomes chargés negativement

{fig. 7C) ou avec des liposomes neutres (fig. 7E).

Cette expérience montre donc, qu’il se produit une
interaction entre 1actine et les liposomes chargés positive-

ment.

Nous pouvons quantifier 17intensité du phénoméne en
mesurant 1la turbidité de 1la solution. Ces résultats sont
illustrés a la figure 8. Ce graphique représente les pour-
centages de turbidité de mélanges actine-liposomes compara-—
tivement aux témoins de liposomes seuls. Une forte hausse de
la turbidité se produit lorsque l7actine est mise en présence

de liposomes chargés poeitivement (fig. BA).,
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Aucune augmentation de turbidité n"est enregistrée pour
les mélanges d'actine avec des liposomes chargés hégativement

(fig. 8R) ou neutres (fig. 8C).

Examen des préparations des mélanges actine-liposomes au

microscope électronigue

L examen du précipité obtenu en mélangeant de l°actine
avec deg liposomes charges positivement montre que ce
précipité est formé d'agrégats de liposomes et de filaments
d actine (fig. 9). A plus fort grossissement, on peut voir
que les liposomes sont maintenus ensemble par des filaments
d?actine (fig 11). Sous 1la contrainte imposée par ces
filaments d'actine, les liposomes sont déformés et prennent

une forme allongée.

De tels amas ne s’ observent pas dans un mélange d"actine
avec des liposomes chargés négativement ou neutres (fig. 10).
Dans ce cas, les liposomes et l1"actine se cotdient mais rien
n"indique uwne interaction guelcongue. L actine s'y retrouve
dispersée et les liposomes qui sont & proximité ont une forme
genéralement sphérigque et ne semblent nullement influencés

par la présence d'actine.

En conséquence, les agrégats qui se forment entre
l’actine et les liposomes chargés positivement ne sont pas

dus & un artéfact de suspension, mais résultent bien dune
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interaction entre l’actine et les liposomes.

A fort grossissement, on observe que l1’actine ne se dis-
pose pat au hasard sur les liposomes mais plutét en structu-
res régulieres trés caractéristiques. n note que trois
types de structures cristallines peuvent se former:

1) les filaments se juxtaposent les uns parallélement
aux autres. Il se forme alors une couche dfactine avec
des striations transversales ayant une périodicité longitudi-
nale d’environ 3I7.53 nm. Cette structure est semblable aux
paracristaux qu’ont obtenus Hanson(635) et Smith et al. (152)
par un excés de Mg=" (voir fig. 12).

2) les filaments peuvent s’entrecroiser pour former une
structure en "filet". Ces st?uctures regssemblent aux
paracristaux de type 11 de Kawamura (fig. 13).

J) Quelques fois, l’actine s’arrange de facgon moins bien
ordonnée. Il ne s"agit toutefois pas d’une disposition au
hasard car on observe souvent une certaine régularité (fig.

14).

Souvent, ces trois types d'organisation de l7actine
peuvent coexister dans une méme préparation. Sur la figure
15, on voit deux types de structures paracristallines formées
par les mémes Ffilaments d’actine mais sur différents
liposomes. Nous n"avons pas pu déterminer les conditions

expérimentales qui nous permettraient de ne former gquiun seul
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type de structure cristalline,

En résumé, la précipitation dun mélange d"actine et de
liposomes chargés positivement résulte d une agrégation des
liposomes par l1"actine, ce gui provogque, par le fait mEme, la

hausse de turbidité.

Ces agreégats sont "formeés en raison de 1 attraction de
l*actine et des liposomes chargés positivement car 1"actine
posséde une charge globale neégative. Cependant, le phénoméne
observé est plus complexe guune simple attraction électro-
statigue entre l1”actine et les liposomes, car ii se forme des
structures paracristallines, phénomene gui impligue une réor-
ganisation de 1l7actine au niveau moléculaire. Nous aborde-

rons ce point au cours de la discussion.

Maintenant gue nous avons montreé gue 1l actine intéragit
avec les liposomes chargés positivement, nous allons amorcer
une étude de certains facteurs physicochimigues gui peuvent

influencer cette interaction.
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Figure 7. Effet de l7actine-F sur les liposomes.
Mélange d ' actine-F et de liposomes chargés
positivement (fig. 7A), liposomes chargés
négativement {(fig. 7C), et liposomes neutres
{fig. 7E). Témoins: liposomes chargés posi-
tivement (fig. 7B), négativement (fig. 7D)
et neutres (fig. 7F).

Concentration dfactine—-F, 0.1 mg/ml
Concentration de lipides 1mM

liposomes chargés positivement: (90LPC+10%USA)
liposomes chargés négativement: (Q0UPC+10%AD)

liposomes neutres: (100%PC)






Figure 8. Changement de la turbidité & 350 nm d une solution

de liposomes avant

et apresesss

ajout d?’actine—~-F. Liposomes chargés
positivement (fig. 8A), négativement (fig. 8B),
et neutres (fig. 80).

Concentration de lipides imM

Concentration d'actine—-F 0.3 mg/ml

liposomes chargés positivement: (904UFC+1Q%SA)
liposomes chargés négativement: (Q0%UPC+10%7A0)

liposomes neutres: (100%PC)
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Figure

. Vue au microscope électronique d?agrégats
obtenus en mélangeant des liposomes chargés
positivement et de 1 actine-F. Les agré-
gats de liposomes ont des formes et tailles
variables. Les liposomes sont fortement
allongés par les filaments d"actine.
Caloration & 1"acétate duranyl 1%

Grossissement: 13000X
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Fiqure 10. Vue au microscope électronique d’un mélan-—
ge de liposomes neutres et d"actine-F.
Les liposomes neuttres gardent leur forme
sphérique et les filaments d'actine sont
libres dans le miliew. Aucune interaction
ne se produit entre l’actine et les iipo—
sSomes.
Coloration a 1 acétate d uranyl 1%

Grossissement: &3000X
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Figure 11.

Amas de liposomes chargés positivement et
d'actine-F. L7actine-F se dispose de
fagon régulieére & la surface du liposome.
On peut voir la disposition parallele et
entrecroisée des filamente. Sous la
contrainte de 1"actine-F, les liposomes
prennent une forme allongée.

Coloration & 1'acétate duranyl 1%

Grossissement: 29000X
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Figure 12.

Interaction actine-F-liposomes chargés
positivement. A la surface du liposo-
me, les filaments se disposent les uns
paralléles aux autres et forment des
paracristau» avec une périodicité den-
viron 37.3 nm. A l7extériew du lipo-
some, les filaments s’orientent au
hasarcd.

Coloration & l17acétate d uranyl 1%

Grossissement: 124000X
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Fagure 13. Arrangement én "filet" de 1" actine-F sur
un liposome chargé positivemént. Les
filaments s’ entrecroisent de maniére ré-
guliére, et en dehors du liposome, les
filaments sont désordonnés. Le-liposome
prend une forme allongée.

Coloration & l1%acétate d’uranyl 1%

Grossl esement: 92000X






Figure 14, Disposition plus ou moins irréguliere des
filaments & la surface d'un liposome chargé
positivement. On peut apercevoir pour cer-
tains filaments une périodicité qui n'est
pas constante et n'"apparait pas sur toute
la surface du liposome.

Coloration a 1’acétate d’uranyl 1%

Grossissement: 92000X
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Figure 15.

Disposition dans une m&me préparation de
filaments paralléles et entrecroisés a la
surface des liposomes chargés positivement.
Les mé&mes filaments dactine peuvent former
des structures différentes sur deux liposomes.
Coloration & l'acetate d uranyl 1%

Grossissement: 85000X
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II-Etude des facteuwrs physicochimigues gui influencent

l"interaction entre l'actine et les liposomes

A) Influence du  pourcentage de stéarylamine dans 1

I

liposomes sur l'interaction actine-liposomes

i) avec 1'actine-G

La AFfigure 1484 montre les valewrs de turbidité de
meélanges composés d'actine-6 et de liposomes chargés

positivement et contenant des guantités croissantes de SA.

FPour de faibles concentrations d*actine c’est-&-dire
entre 0.1 et 0.3 mg/ml, la turbidité auvgmente avec le pour-
centage de B8A constituant les liposomes, puls elle se

stabilise pour des guantités de S5A supérieures a I%.

Cependant, pour de fortes concentrations d’actine
c'est-a-dire supérievres a 0.5 mg/ml, le phenomene est
différent. Tout d?’abord, 1la turbidité du mélange actine-
liposomes augmente avec le pourcentage de SA incorporée dans
les liposomes, pour atteindre un plateau et finalement

diminuer.

iidYavec 1 actine-F
Les valeurs de turbidité des mélanges actine-F-liposomes
chargés positivement constitués d'un pourcentage croissant de

8A sont représentées & la figure 16B.
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La turbidité des mélanges croit en fonction du
pourcentage de BSA composant les liposomes. 0On atteint un
guasi plateau & partir d°un pourcentage denviron 3% de SA.
Les courbes ont le méme agpect quelle que soit la concentra-
tion diactine-F en solution. Il faut noter que les valeurs
de turbidité sont semblables pour des concentrations dactine

situées entre 0.3 et 1.0 mg/ml.

Ces expériences nous montrent gue I1"intensité
d?agrégation entre 1"actine et les liposomes chargés positi-
vement varie en fonction de la concentration d’actine et du
pourcentage de 8A contenue dans les liposomes. La turbi-~-
dité maximale est obtenue pour un mélange de 0.3 mg/ml
d*actine 6 ou F et de liposomes contenant 10 % de 8A. Pour

leg expériences suivantes, nous utiliserons donc ces valeurs.



Figure 146. Variation de turbidité a 350 nm de mélanges
d’actine, & différentes concentrations, et
de liposomes constitués dun pDQFcentage
croissant de stearylamine.

Figure A: Mélange actine-G-liposomes

Figure B: Mélange actine-F-liposomes
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B)Influence de la concentration de liposomes sur l’ipnterac—

tion actine-liposomes

La figure 17 montre la turbidité avant et apreés
sédimentation obtenue d'un mélange d"actine et de liposomes
chargés positivement pour des concentrations croissantes de
liposomes. Tout d"abord, la turbidité des mélanges actine-—
liposomes est mesurée quelgques minutes apres addition de
l1’actine aux liposomes, puis ceux-ci sont centrifugés, afin
de sédimenter les gros agrégats et la turbidité est mesurée

& nouveauw dans le surnageant.

idavec 1" actine-6

Lorsque de 17actine-6 est mélangée avec des liposomes
chargées positivement, la turbidité augmente en fonction de la
guantité de liposomes dans la sclution (fig. 17A), ce qui
signifie que les agrégats formés sont plus gros et/ou plus
nombreux & mesuwre que l7on ajoute des liposomes. Les expéri-
ences de cosédimentation montrent une légére hausse de tur-
biditée dans le surnageant suivie immédiatement d’une baisse
jusqu’a wne concentration de lipides de 1mM. Cette diminu-
tion est due & la formation de plus gros agrégate d'actine et
de liposomes qui sédimentent. Pour des concentrations supé-
rieuwres & 1 mM de lipides, la turbidité du surnageant apreés
seédimentation augmente graduellement en fonction de la
concentration de liposomes Cette hausse n'est pas due & la

présence de liposomes non liés & l7actine mais plutst & la
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formation d”agrégats plus petits et plus dificilement

sécdimentables.

iidavec 1 'actine—-F

Des résultats similaires sont obtenus pour des mélanges

d"actine-F et de lipozsomes chargés positivement (fig. 17R).

Ces expériences nous montrent gu"a une concentration de
1 mM de lipides, il se produit la plus forte agrégation des
liposomes aussi bien par l17actine-G que F. Ainsi pour les
expériences futures, nous utiliserons cette concentration de

lipides.

Les resultats préliminaires nous ont montré qu* il se
produit une interaction entre 1’actine et les liposomes
chargés positivement, et que cette interaction est
probablement de nature électrostatique. De cette conclusion,
on peut présumer gue la variation de certains facteurs physi-
cochimiques comme la force ionique du milieu, le pH, la tem-
pérature peuvent modifier cette interaction actine-liposomes.
Ces facteurs physicochimigues peuvent influencer l1’interac-
tion actine-liposomes de deux fagonst

1)en agissant directement sur l7interaction c’est-a-dire
en s'interposant entre l’actine et les liposomes.

2) de fagon indirecte, en modifiant 1°un ou 1% autre ou

mé&me les deux composants du milieu:l’actine et les liposomes,
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Nous avons donc choisi d”étudier 1°7influence de certains
facteurs sur 17interaction actine-liposomes en particulier,
la concentration diactine, KC1, MgCl-=, CaClz, ATF, le pH, et
la température.

BEien que nous avons démontré que seuls les liposomes
chargés positivement peuvent réagir avec 1"actine, nous con-
tinuerons a étudier l1"influence des facteurs physicochimigues
sur les systémes faits d’'actine et de liposomes chargés
négativement ou neutres, car il se pourrait qu'il se produise
une interaction entre ces liposomes et 1'actine dans d” autres

conditions expérimentales.



Figure 17. Turbidité des mélanges d’actine-liposomes
en fonction de la concentration de lipo-

somes chargés positivement avant et

aprés~ ~sgédimentation & 3700 g X 10 minutes.
Figure A: Mélange actine—-G-liposomes
Figure B: Mélange actine-F-liposomes

Concentration d’actine 0.3 mg/ml
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CiMise en évidence de 17%interaction actine-liposomes par

viscosimétrie & faible tauw de cisaillement

La figure 18 montre les mesures de viscosite des
mélanges actine-liposomes en fonction de la concentration de

liposomes.

Four un mélange dactine~-F 1.0 mg/ml et de liposomes
chargés positivement, la viscosité change en fonction de la
concentration de liposomes. A une conéehtration d*environ 1
mM de lipides, 1l& ol la viscosité est la plus élevée, i1 y &
formation d"un gel composé de filaments d’actine "pontés" par
des liposomeé. Four des concentrations plus faibles de
liposomes, la viscosité du mélange est plus faible car il y a
diminution des points de pontage entre les filaments d’acti-
ne. Pour des concentrations plus fortes de liposomes, il y a
aussi une baisse de la viscosité du mélange actine-liposomes

car il se forme des agrégats qul précipitent.

Dans le cas des mélanges actine—-F-liposomes chargés
négativement ou neutres, aucune variation de viscosité ne se

produit quelque soit la concentration de liposomes,.

Cette expérience confirme donc gqu’il v a une interaction
entre l'actine et 1les liposomes chargés positivement mais
gu*il ne se produit aucun phénoméne semblable avec les lipo-

somes chargés négativement ou neutres.



Figure 18.

Viscositeée & faible taux de cisaillement de
mél anges d"actine-F et de liposomes en
fonction de la concentration de lipides.

liposomes chargés positivement (P0%UPC+10%5A)

~veses: ljiposomes chargés négativement (ROLPC+10%A0)

o~ liposomes neutres (100ZLPC)

Concentration d'actine-F, 1.0 mg/ml
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D)Influence de la concentration d’actine sw l7interaction

actine-liposomes

i) avec 1l actine-G

La +Figure 19 représente les turbidités avant et apres
sédimentation a 3700g X 10 minutes, de solutions de liposomes
mis en présence de concentrations croissantes d actine-G. La
turbidité aprés sédimentation est mesurée dans le surnageant

des solutions.

Sur la Ffigure 19A, nous avons les résultats des
turbidites pour des mélanges actine—-B8-liposomes chargés
positivement. La turbidité avant sédimentation augmente pour
des concentrations variant entre 0 et 0.1 mg/ml d'actine-G.
Four des concentrations supérieures a 0.1 mg/ml, la turbidité

diminue légérement.

La hausse de turbicditeée s’expligue par la formation
d"agrégats de liposomeé et d’actine de plus en plus gtros.
Comme 1"actine posséde plusieurs sites éhargés neéegativement,
elle peut lier plusieurs liposomes, et les liposomes ayant
aussi de nombreuses charges positives peuvent réagir avec
plus d’une molécule .d'actine. 11 en résulte donc une

agreégation des liposomes et de 17actine-G.

Cependant, pour de fortes concentrations dactine il se

produit wun phénomene de satwation, pwis dinhibition. En
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effet, lorsque tous les sites positife des liposomes sont
saturés par des monomeres dactine, il ne peut plus s’établif
de liens entre un monomére dactine et plusieurs liposomes,

réduisant ainsi la formation d’agrégats.

Ces résultats sont confirmés par les expériences de
cosédimentation. Four de faibles concentrations d*actine,
entre 0 et 0.1 mg/ml, il se forme de gros agrégats gqui sé-
dimentent et la turbidité du surnageant diminue. Aux plus
fortes concentrations, la turbidité du surnageant augmente
pour atteindre un plateau, ce qui signifie qu'il se forme

moins d'agreéegats.

Les mEmes expériences effectuées avec des liposomes
chargés négativement (fig. 19B) et neutres (fig. 19C)
montrent gu’il n"y a aucune interaction entre l"actine et ces

liposomes puisque les valeurs de turbidité restent constantes

Un détail est & remarquer. Les valeurs de turbidité
avant et apreés sédimentation d’un mélange d’actine et de
liposomes chargés négativement sont presgue semblables. Far
contre, il y a une grande différence entre les valeurs de
turbidité avant et aprés sédimentation pour les solutions
d’actine et de liposomes neutres. Ce phénoméne s’ explique
par le fait que les liposomes neutres sont plus gros que les

liposomes chargés négativement et par conséquent sédimentent
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en partie & 37009 X 10 minutes.

Les photographies (fig. 20) prises au microscope
éelectronique d’un mélange de liposomes chargés positivement
et diactime-G 0.1 mg/ml montrent de gros amas de liposomes.
I1 ne nous est pas possible de voir 1"actine car les monomé-
rea d'actine—-6 ne sont pas visibles au microscope électroni-
que. I1 faut noter néanmoins que les liposomes conservent en

général leur forme sphérigue.

ii) avec l1*actine-F
La Figure 21 illustre 1'effet de 1a concentration

d”actine-F sur l"interaction actine-liposomes.

Les resultats gsont similaires & ceux obtenus avec les
mélanges actine~G-liposomes. La turbidite d'un mélange
actine-liposomes chargés positivement augmente en fonction de
la concentration dactine-F. A partir de 0.2 mg/ml d”actine
elle se stabilise. Cette hausse de turbidité s expligue par
la formation d"agrégats de liposomes et d’actine de plus en
plus gros. LLe plateaunw indigue qgqu'il wse produit une
saturation.

La turbidité mesurée dans le surnageant aprés centrifu-
gation des mélanges actine—~-liposomes diminue Jjusqu*a une
concentration de 0.2 mg/ml d actine, puis elle augmente avec

la concentration dactine. C’est & la valeur minimale de
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turbidité du surnageant aprés centrifugation que les plus

gros agrégats se forment.

La turbidité des mélanges actine-F-liposomes chargeés
négativement (fig. 21B) ou neutres (fig. 21C) reste a peu
prés constante en fonction de la concentration d'actine. Paf
contre, 1la turbidité mesurée dans le surnageant apreés sédi-
mentation augmente en fonction de la concentration dactine.
On peut expliquer ce résultat par 17augmentation de la den-
s5ité et de la viscosité du milieu due & 1l a&jout toujours en
plus grande quantité d actine-F. Ces hausses de densité et
viscosité empEchent les liposomes de sédimenter. Ils restent
en suspension dans le surnageant ce gui en augmente la turbi-
dité. Le phénoméne est plus prononcé pour les liposomes
neutres, car ceux-ci sont plus gros, et sédimentent moins en
présence d'actine contrairement aux liposomes chargés négati-

vement, qui sont plus petits.

En microscopie électronique, on apergoit sur la figure 9
la formation d'amas de liposomes et d’actine. Les liposo-
mes ont tendance & se disposer en chainette, les uns a la
suite des autres. Souvent, ils prennent une forme allongée,

imposée par 1%actine-F.

De ces expeériences, nous pouvons conclure que seuls les

liposomes chargés positivement interagissent avec l’actine G
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ou F, dans les conditions expérimentales utilisées. L7inten-~
sité maximale d"agrégation entre l’actine et les liposomes
se@ produit entre €0.1 et 0.3 mg/ml d'actine. Au-dela de ces
concentrations, les sites positifs des liposomes sont tous
saturés par l’actine ce gui empéche la formation d'amas et il

y & saturation du phénomeéne.



Figure 19. Turbidité d’un mélange actine-G-liposomes

en fonction de la

avant

concentration dactine

et aprése~sgédimentation &

3700 g X 10 minutes.

Figure A: Mélange
chargés
Figure RB: Mélange
chargés
Figure C: Mélange

neutres

actine-G-liposomes
positivement (F0LFC+10%LEA)
actine-G-liposomes
négativement (F0%UFC+10%A0)
actine-G-liposomes

(1OQ%FC)

Concentration de lipides 1 mM
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Figure 20:

Agrégats de liposomes chargés positi-
vement par l7actine-G. Les liposomes
forment des agrégats mais conservent leur
forme sphérique.

Coloration & l1'acétate d'uranyl 1%

Grossissement: JI2000X
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Figure 21.

Turbidité du mélange actine-F-liposomes

en fonction de la

avant

concentration d'actine

et aprés~~~sédimentation a

3700 g X 10 minutes.

Figure A: Mélange
chargés
Figure B: Mélange
chargés
Figure C: Mélange

neutres

actine-F-liposomes
positivement (F0%4FPC+10%5A)
actine-F-~1liposomes
négativement (FOLFC+10%A0)
actine-F~liposomes

(1Q0O%PC)

Concentration de lipides 1 mM



turbidité (550 nm)

1,61

1.47

1,0+

0,81

0,6+

Influence de la concentration d’actine
sur l'interaction actine-liposomes

-~
~>

............
-

PR el

-

.........

0]

0.2 0.4 06 0.8

"0 0,2 0.4 0.6 0.8

Concentration d’actine (mgiml)

‘o 0.2 0,4 0,6 0,8

-



—H3-

E)Influence des ions K* su 1 interaction actine-liposomes

La figure 22 illustre l1’effet des ions K™ sur
l17interaction actine-liposomes chargés positivement,

négativement et neutres.

La turbidite ditferentielle d*un mélange
actine—liposomes chargés positivement augmente en fonction de
la concentration de KCl, jusqu®a une valeur de 25 mM. Cette
hausse de turbidité montre que la présence de faibles
quantités d'ions K* <favorise les interactions actine-lipo-

somes chargés positivement.

Par contre, une hauese de la&a concentration ‘de
KCl1 de 285 a 200 mM cause une diminution de la turbiditeé
différentielle. Le phénomeéne peut s expliquer par une
inhibition de l%interaction entre l'actine et les lipozsomes
chargés positivement. La présence de fortes gquantités d'ions

K+ et Cl- neutralisent les charges de 1%actine et des

liposomes ce qui diminue ainsgl leur interaction.

A la Figure 238, qui représente l17influence du KCl sur
une solution de liposomes chargés positivement seuls, on re-
marque que la turbidité des liposomes augmente en fonction de
la concentration de KCl. FPar contre, le KCl ne semble pas

avolir d?’influence sur 1l actine seule.
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Four des concentrations supérieures a 200 mM de KCl, la
turbidité différentielle du mélange actine-liposomes chargés
positivement est nulle, montrant ainsi qu’aucune liaison ne
se@ produit entre l7actine et les liposomes chargés positive-
ment en présence de concentrations de KCl supérieures a 200

mM.

Ces conclusions sont confirmées par la microscopie
électronique ol les photographies d’un mélange actine-
liposomes chargés positivement en présence de 25 mM de KCl1
(fig. 24) montrent lé présence de filaments d’actine attachés

& la surface des liposomes.

Far contre, dans une solution contenant 300 mM de KC1
(fig. 23) aucune interaction n"est observée entre l’actine et

les liposomes.

Pour ce qui est des mélanges actine-liposomes chargés
négativement e£ neutres, les valeurs de turbidité différenti-
elle sont nulles quelle que soit la concentration de KCl.
Donc, le KClI n"a aucun effet sur l'interaction de l17actine

avec des liposomes chargés négativement et neutres.



Figure 22.

Turbiditeé différentielle & 590 nm des mé-

langes d’actine-F

et de liposomes en

fonction de la concentration de KC1

Figure A: Mélange
chargés
Figure EB: Mélange
chargeées
Figure Ct Mélange

neutres

actine-F-liposomes
positivement (F0LPC+10%5A)
actine-F-liposomes
négativement (FOLPC+10%A0)
actine-F-liposomes

(LOQZFC)

Concentration d*actine~-F 0.3 mg/ml

Concentration de lipides 1 mM
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Figure 23. Turbidité de mélanges dactine-F-liposomes

chargés positivement (204AFC+10%US8A) en fonc—

tion de la concentration de KCl avant
et aprésesa~.gédimentation & I700 g X 10
minutes.

Figure A: Mélange actine-liposocmes
Figure EH: Liposomes seuls

Figure Ci Actine seule

Concentration d’actine-F 0.3 mg/ml

Concentration de lipides 1 mM
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Figure 24. Vue au microscope électronique d'un lipo-
some chargé positivement (FOAFC+10%EA) avec
de l1'actine~F en présence de 25 mM de KCl.
L actine-F est.disposée de fagon régulieére,
"en filet" & la surface du liposome. Les
filaments & 1'exterieur du liposome sont
désordonnés et le liposome prend une forme
allongée.

Coloration & 17acétate d*uranyl 1%

Grossissement: 83000X
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Figure 25. Inhibition de l17interaction entre 1%ac-
tine-F et les liposomes chargés positi-
vement en présence de 300 mM de KCl.

Il v & beaucoup de filaments dans le
milieuw mais aucune interaction n’est
observée entre l'actine-F et les liposomes.
Coloration a l1"acétate d’uranyl 1%

Grossissement: 107000X
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F)Influence des ipns divalents sur l1'interaction actine—F

liposomes
Les JFigures 24 et 27 montrent 1"effet des ions Mg2* et
Ca=* auwr l'interaction actine-liposomes chargés positivement,
négativement et neutres. Ces graphiques sont exprimés en
turbidité différentielle en fonction de la concentration de
MgCl= ou de CaClz selon le cas. Nous traiterons les deux
figures simultanément puisque le phénomeme est le mEme pour

les deux cations.

Lorsque 1°on mélange de 1'actine et des liposomes
chargés positivement, en absence d’ions divalents, on observe
une interaction entre l’actine et les liposomes puisque la
turbidité différentielle du mélange est élevee. En présence
de concentrations supérieures & 10 mM de Ca=* et Mg=*, la
turbidité différentielle diminue continuellement en fonction
de la concentration et devient nulle pour des concentrations
d*ions divalents supérieures & 70 mM. Cette baisse de la
turbidité différentielle signifie que 1"interaction entre
lactine et les liposomes diminue en présence de fortes
concentrations d"ions divalents. Cette inhibition d'interac-
tion entre 1l%actine et les liposomes chargés positivement
peut Etre due & deux causes:

1) les ions npeutralisent les charoges positives des
liposomes et négatives de l actine diminuant 1%attraction

électrostatique entre les deux. La situation est semblable &
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celle avec le KC1,
2) les ions bivalents induisent la paracristallisation
de l'actine. Ce phénoméne provoque 1% agrégation de l'actine
en paracristaux, ce qui par conséguent, diminue physiguement

la possibilité pour l"actine dinteragir avec les liposomes.

Les Ffigures prises au microscope électroniqgue montrent
quen preésence de faibles concentrations de Mg=*, il y a
phénoméne d? agrégation entre 1’actine et 1les liposomes
chargés positivement (fig. 28B). A plus fort grossissement
(fig. 29), 1%arrangement en structures cristallines de

l"actine & la surface des liposomes est observé.

En ce qui concerne les mélanges actine-liposomes chargés
négativement et neutres, les valeurs de turbidité différenti-
elle augmentent Jjusqu’a des concentrations d’environ 20 mM
d*ions Mg=* ou Ca=®*, au-dela de ces concentrations, elles
diminuent, ce qui suggére qu’une interaction se produit entre
lactine et les liposomes en présence de faibles concentra-
tions dions divalents. Cette interaction nest pas cepen-

dant aussi forte qu'avec les liposomes chargés positivement.

Nous savons que l7actine est chargée négativement et que
les liposomes neutres possedent des groupements phosphates
chargés négativement. Les ions bivalents Ca®* et Mg=* gervi-

raient d’intermédiaire entre les charges négatives de 1%ac-
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tine et des liposomes. C'est un effet de "pontage" par les
ions divalents. A fortes concentrations d'ions, le pontage
disparait en raison de la saturation des sites négatifs de

l"actine et des liposomes par ces ions.

En microscopie électronigue, on peut voir qu'en absence
de Mg=*, aucune interaction ne se produit entre 1°actine et
les liposomes neutres (fig. 30). Actine et liposomes se
cetoient dans le milieu. Cependant, en présence de 15 mM de
Mg=*, on peut observer, sur certains liposomes, que 1l actine
se dépose de fagon réguliere & la surface des liposomes
neutres (fig. 3I1). On remargue aussi la présence de

"bundles” dactine danms le milieu.

Rinsi, des concentrations de Ca=* et de Mg=* de 1’ ordre
de 10 mM favorisent 1"interaction entre 1l’actine et les

liposomes chargés négativement ou neutres.



Figure 26. Turbidité différentielle a 330 nm de mélan-

ges actine—liposomes en fonction de la con-

centration de MgCls,

Figure A: Mélange
chargés
Figure R: Mélange
chargés
Figure C: Mélange

neutres

actine~-F-liposomes
positivement (F04PC+10%EA)
actine—~F-liposomes
négativement (FOLPC+10%ZAM)
actine—-F-liposomes

(100%PC)

Concentration d’actine~F 0.3 mg/ml

Concentration de lipides 1| mM
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Figure 27.

Turbidité différentielle & S50 nm de mélan-—

ges actine~liposomes en fonction de la con-

centration de CaClx

Figure A: Mélange
chargeés
Figure EB: Mélange
chargés
Figure C: Mélange

neutres

actine—-F-liposomes
positivement (F0LUFC+10%8A)
actine-F-liposomes
négativement (0%PC+10%ZA0)
actine-F-liposomes

{100%FPC)

Concentration dactine~F 0.3 mg/ml

Concentration de lipides 1 mM
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Figure 28. Vue au microscope électronique d’amas de

liposomes chargés positivement et dac-
tine-F formés en présence de 15 mM de
MgCl=. LTactine relie entre eux les
liposomes qui sont allongés . Les fila-
ments sont disposés parallélement sur la
surface des liposomes. On remarque un
bundle & 1l extérieur des 1iposodes.
Coloration & 1"acétate d*uranyl 1%

Grossissement: 3I4000X
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Figure 29. Liposomes chargés positivement (F04UPC+10%SA)
sur lequel sont disposés des filaments
d’actine. Solution contenant 15 mM de MgCl=.
Les filaments ont une disposition paralléle
et montrent des striations transversales
avec une périodicite longitudinéle de 37.3 nm.
Coloration & 1 "acétate duranyl 1%

GBrossissement: 137000X
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Figure 30. Mélange d*actine-F et de liposomes neutres
(1OOZPC) en absence de MgCla, -L’ac—
tine-F et les liposomes se c&toient dans
le milieu mais aucune interaction n"a lieu
entre les deux.

Coloration & 1" acétate d’uranyl 1%

Grossissement: 132000X
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Figure 31.

Interaction entre l’actine-F et les lipo-
somes neutres (100%FC) en présence de 195
mM de Mgllan. Les filaments sont dispo-
sés parallélement sur le liposome et le
liposome a pris une forme allongée. Des
bundles d'actine-F - -sont présents dans le
milieuw.

Coloration & l17acétate d uranyl 1%

Grossissement: 141000X
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B)Influence du pH sur 1 interaction actine—~liposomes

La Ffigure 32 montre l17influence du pH sur des mélanges
d*actine—-F et de liposomes chargés positivement, négative-
ment et neutres. La figure 33 illustre aussi 17influence du
pH mais pour des mélanges actine-G-liposomes. Les graphiques

sont exprimés en turbidité différentielle en fonction du pH.

Les valeurs de turbidité différentielle sont élevées
pour des mélanges actine-liposomes chargés positivement aussi
bien avec 1"actine-6 quiavec 1’actine-F, mais elles sont
nilles pour des mélanges actine-liposomes chargés négative-
ment et neutres, ce qui confirme nos résultats antérieurs
selon lesquels l’actine’ n*interagit qgu’avec les liposomes

chargés positivement.

De plus, les valeurs de turbidite différentielle
demeurent constantes en fonction du pH de 6.0 a B.0 et quel
que soit le mélange impligqué. En conséquence, les variatians
de pH de 6.0 & B.0 n"influencent aucunement les interactions
actine-liposomes chargés positivement et ne favorisent pas
les interactions actine-liposomes chargés négativement ou

neutres, du moins dans les conditions expéfimentales étudi ées



Figure 32.

Turbidité differentielle des mélanges

actine-F-liposaomes en fonctiom du pH.

Figure A: Mélange actine-F-liposomes
chargéa paositivement (F04APC+104L58A)

Figure B: Mélange actine—F—lipoéomes
chargés négativement (FOLUFPC+10%A0)

Figure C: Mélange actine-F-liposomes
neutres (10Q4AFPC)

Concentration dactine-F 0.3 mg/ml

Concentration de lipides 1 mM
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Figure

-
I .

Turbidité différentielle des mélanges

actine-G-liposomes en fonction du pH

Figure A: Mélange
chargés
Figure B: Mélange
chargeés
Figure C: Mélange

neutres

actine—-G-liposomes
positivement (F0LFC+10%8RA)
actine-G-liposomes
negativement (F0%LFC+10%A0)
actine—-G-liposomes

(1Q0%FC)

Concentration d*actine-6G6 0.3 mg/ml

Concentration de lipides 1 mM
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H)Influence de la température sur l'interaction actine-—

liposames
ilavec l1*actine-F
La Figure 34 illustre 17effet de la température sur
l1*interaction entre 1"actine-F et 1les liposomes chargés

positivement, négativement et neutres.

Les valeurs de turbidité différentielle d’une snlution
dractine~F et de liposomes chargés positivement sont élevées
mais demeurent constantes quelle gue soit la température du
mélange. Ces valeurs élevées confirment l’existence d’une
interaction entre l1’actine et les liposomes chargés positive-
ment. Nos reésultats indigquent gque la température n'a aucun
effet sur le phénomeéne du moins dans la gamme deg températu-

res étudidées soit de O & 30oC.

En ce gui concerne les liposomes chargés négativement et
neutres, les graphiques montrent gqu’il n’y a pas d'interac-
tion entre 1"actine et les liposomes puisque les valews de
turbiditeé différentielle sont presgue nulles. De plus, les

valeurs restent constantes en fonction de la température.

iiYaveg 1’actine—G
Leg variations de turbidité différentielle d un mélange
actine-G-liposomes chargés positivement, négativement et

neutres en fonction de la température sont illustrédes & la



figure 35.

FPour un mélange actine-G-liposomes chargés positivement,
la turbidité différentielle augmente en fonction de la
température, ce qgqui suggére gue le phénoméne d interaction
entre 1"actine et les liposomes chargés positivement est in-
fluencé par la température. Cependant, comme on peut le voir
a la Ffigure 3I&H, 1la turbiditeée des liposomes seuls mesurée
avant centrifugation et aprés centrifugation varie aussi en
fonction de la température. Compte tenu de l7intensité moyen
ne du phénoméne et de 1 imprécision de la technique utilisée,
nous ne pouvons conclure 8'il y a un effet de la température
sur linteraction actine-liposomes ou si cet effet résulte de

l'action de la température sur les liposomes seuls.

lLa turbidité différentielle des mélanges actine-G-
liposomes chargés négativement et neutres est nulle et
demeure constante en fonction de la température. La tempéra-

ture ne modifie aucunement le phénoméne.



Figure 34. Turbiditeé différentielle des mélanges

actine~F-liposomes en fonction de la tem-—

pérature

Figure A: Mélange
chargés

Figure EB: Mélange
chargés

Figure C: Mélange

neutres

actine—-F-liposomes
positivement (0AUPC+10%S8A)
actine-F-liposomes
negativement (ROUPC+10%A0)
actine-F-1liposomes

(100Q%LFL)

Concentration d'actine-F 0.3 mg/ml

Concentration de lipides 1 mM
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Figure 35.

Turbidité différentielle des mélanges actine-—

G-liposomes en fonction de la température

Figure A: Mélange
chargés
Figure B: Mélange
chargés
Figure C: Melange

neutres

actine—-G-1iposomes
positivement (P0LPC+10%8A)
actine-G~liposomes
négativement (0LUFPC+10%A0)
actine-6-liposomes

(100%PC)

Concentration d’actine~-G 0.3 mg/ml

Concentration de lipides 1 mM
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Figure 36. Turbidite & 530 nm d’un mélange actine-B6
et de liposomes chargés positivement (90%UFPC+
107%8A) en fonction de la température.

avant

et apreés -~ ~.gédimentation a 3700 g
X 10 minutes.

Figure A: Mélange actine-G-liposomes

Figure R liposomes seuls

Figure C: actine seule

Concentration dtactine~-F 0.3 mg/ml

Concentration de lipides 1 mM
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IInfluence de la concentration d'ATP sur 1’interaction

actine-liposomes

idavec 1’actine~-F

La figure 37 montre les valeurs de turbidité différenti-
elle obtenues en mélangeant de 1’actine—-F avec des liposomes
charges positivement, négativement et neutres en fonction de

la concentration d*’ATP.

Les valeurs de turbidité différentielle pour un mélange
actine-F-liposomes chargés positivement, diminuent lorsque
des concentrations supérieures & S mM d*ATF sont dans le
milieu. Il semble gque ce spit i’effet de 1°ATP sur les lipo-
somes seuls qui soit responsable de cette baisse de turbidité
différentielle. En effet, on remargue sur la figure 3IB8H qui
montre l’action de 17ATF sur les liposomes seuls gu & des
concentrations supérieures a % mM d"ATP, la turbidité d"une
solution de liposomes seuls croit, ce qui indigque socit une
fusion, soit une agrégation des liposomes, phénoméne qui

diminue par conséquent l"interaction actine-liposomes.

Pour les mel anges actine-F-liposomes chargés
negativement et neutres, la turbidité 'différentielle est
nulle dans 1les deux cas, et ceci qguelle gue soit 1l=a
concentration d"ATF (fig. 37). L'ATF n’a donc aucun effet et
n*induit aucune interaction entre l’actine et ces liposomes

charges negativement et neutres.
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iidavec 1*actine-G

Le graphigue 39 illustre l%influence de concentrations
croissantes d?ATP sur l7interaction entre l'actine-G et les

liposomes chargés positivement, négativement et neutres.

Four un mélange actine—-G-liposomes chargés positivement,

les valeurs de turbidité différentielle décroissent
rapidement puis s stabilisent, en fonction de 1la
concentration dATP. Four expliquer cette forte diminution

de la turbiditeé différentielle, nous devons nous référer & la
figure 40 qui illustre 1l7effet de 17ATP sur les liposomes
seuls. En présence d'ATP, les liposomes subissent une
influence marquée qui se traduit par une auvgmentation de la
turbidite. Ceci peut @&tre du & la fusion ou 17agrégation

des liposomes, diminuant ainsi la surface de contact avec

lactine et par conséquent les interactions actine-liposomes

Les valeurs de turbiditeé différentielle d'un mélange
actine-G-liposomes chargés négativement (fig 39) demeurent
constantes et nulles en fonction de la concentration d*ATF ce
qui signifie qgu’aucune interaction n'a iieu entre l"actine
et ces liposomes chargés négativement et que 17ATP n"a aucune

influence sur ce systéme.

Les valeurs de turbidité différentielle pouwr les
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mélanges actine~-G-liposomes neutres varient en fonction de la
concentration dTATFR (fig 3I9). Sur la figure 41 gui montre
17influence de 1°ATP sur un mélange actine-G-liposomes neutre
{(41/A), liposomes seuls (41B) et actine seule (410, on
remarque que 1°ATP a un effet trés marqué sur les liposomes
seuls ayant pour résultat une augmentation de la turbidité
due & la fusion ou l agrégation des liposomes. Dans ce cas,
on peut dire que les variations de la turbidité
différentielle sont dues au moins en partie a un effet de
1"ATP sur les liposomes. Cependant, il ne s”agit sans doute
pas de la seule raison. En effet, on remarque que les
valeurs de turbidité différentielle sont négatives ce qui
signifie que la turbidité du mélange a une valeur inférieure
& la somme des turbidités des constituants seuls. Nous

n"avons pas d'explication pour interpréter ce phénoméne.



Figure 37. Turbidité différentielle des mélanges ac-—

tine-G-liposomes

tration d"ATF.

Figure A:

Figure H:

Figure C:

Meélange
chargés
Mélange
chargés
Mélange

neutres

en fonction de la concen-—

actine-F-liposomes
positivement (F0LPC+10%8A)
actine-F-liposomes
négativement (F04LRPC+10%ZA0)
actine-F-liposomes

(10Q%PC)

Concentration dactine—-F 0.3 mg/ml

Concentration de lipides 1 mM
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Figure 38, Turbidité & 350 nm d un mélange actine—F
et de liposomes chargés positivement (F0%UPC+
10%8A) en fonction de la concentration d'ATR

avant

2t apreés--«~~-sédimentation & 3700 g
X 10 minutes.

Figure A: Mélange actine-~F-liposomes

Figure B: liposomes seuls

Figure C: actine seule

Concentration d’actine~F 0.3 mg/ml

Concentration de lipides 1 mM
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Figure 39. Turbiditeé différentielle des mélanges ac—

tine—-G-liposomes en fonction de la con-

centration d"ATP
Figure A: Mélange
chargé§
Figure B: Mélange
chargés
Figure C: Mélange

neutres

actine-G~liposomes
positivement (F04PC+10%EA)
actine-6-liposomes
négativement (04LFC+10%A0)
actine-6-1iposomes

(100%PC)

Concentration d’actine-6 0.3 mg/ml

Concentration de lipides 1 mM
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Figure 40.

Turbiditeé & 350 nm d’un mélange actine-G
et de liposomes chargés positivement (F0LPC+
10%5A) en fonction de la concentration d”ATP

avant

et apreésr.-~-gédimentation & 3700 g
X 10 minutes.

Figure A: Mélange actine-G-liposomes

Figure HB: liposomes seuls

Figure C: actine seule

Concentration d’actine—-G 0.3 mg/ml

Concentration de lipides 1 mM
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Figure A: Mélange actine-G-liposomes

Figure B: liposomes seuls

Figure C: actine seule
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I1I-Conclusion générale

En conclusion, il existe une interaction directe entre
l’actine—-G et F avec les lipides chargés positivement. Cette
interaction serait de nature électrostatigue puisgque des
cnncentfations élevées d*ions monovalents et divalents

inhibent cette interaction.

Far contre, 1°ATP, le pH et la température n‘ont gue peu
d*influence sur les interactions entre l’actine et les lipo-

somes chargés positivement.

Les interactions actine-liposomes charges négativement
et neutres sont aussl possibles mais seulement en présence
d"ions divalents. Cependant 17intensité de 1"agrégation est

faible.

Lorsque l°actine se dépose a la surface d'un liposome il
se forme des structures cristallines de deux types:
1) des structures paracristallines de type de Hanson

2) des structures en "filet".
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DISCUSSION

Beaucoup de travaux ont été antérieurement faits en ce
qgui concerne 1’interaction entre le cytosquelette, en
particulier l'actine, et les membranes cellulaires (12, 30,
62, 63, 71, 105, 108, 135, 160, 161, 166). Il est générale-
ment admis que l7actine se lie aux membranes par l7intermé-
diaire de protéines membranaires(17, 23, 29, 31, 41, 55, 56,
74, 87, %4, 100, 106, 112, 137, 140, 168). Par contre, la
littérature ne fait aucunement méntion de la possibilité
d'une interaction directe entre l"actine seule et des lipides
membranaires. Plusieurs eétudes ont ¢été effectuées sur
1"interaction entre les liposomes et la tubuline(24, 77, 84,
85, 89) car on lui attribue aussi un réle dans les mouvements
cellulaires (9, 81, 20, 176) et le maintien de la forme de la
cellule (101). Jamais uwune étude semblable avec l1'actine n'a
été amorcée. Dans ce projet de recherche, nous avons mis en
g¢vidence 1°existence d’une interaction directe entre l actine
et les lipides. Nos résultats remettent donc en cause

certaines conclusions de la littérature.

Critigue des technigues utilisees

1)Méthode de préparation des liposomes

La technigque de renversement de phase mise au point par
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Szoka et Papahadjopoulos (158) posséde 17avantage d"&tre
reproductible: 1les liposomes préparés dans des conditions
données sont trés semblables d’une préparation a 17autre. De
plus, cette méthode donne des liposomes trés concentrés et on
peut utiliser une grande variété de lipides. Les liposomes
obtenus sont presque tous unilamellaires et peu sont plurila-—

mellaires.

Cependant,A cette technique présente certains inconveéni-
ents: les populations de liposomes ont uwne taille trés
variable. Lewr diamétre varie entre 200 et 1000 nm. Or,
comme l1'actine et 1les liposomes n’ont pas une flexibilité
illimitée, l"actine n"a tendance & se fixer que sur les gros
liposomes. Il aurait ¢été possible de séparer les liposomes
selon leur taille par des technigues connues de centrifuga-
tion, de chromatographie ou d’ultrafiltration (114, 123),
mais une fois Fractionné, il aurait été nécessaire solt de
doser les lipides dans les fractions obtenues soit de compter
les liposomes. 0Or, cela nécessite des manipulations suppl é-
mentaires gui sont une source derreur et d’imprécision. En
effet, les techniques de numération des liposomes en
microscopie électronique sont treés impfécises. Quant aux
techniques de dosage de lipides, elles reposent sur la
minéralisation du spécimen et le dosage du phosphore ce qui
nécessite un gros échantillon et dont le résultat est plus ou

moins précis surtout lorsgue l1°on travaille en présence d*ATP
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aui contient du phosphore.

Un autre inconvénient est que la technique de Szoka et
Fapahadjopoulos forme des liposomes de tailles différentes en
fonction des conditions dans lesquelles on les prépare. En
particulier, 1la quantité, la nature des lipides et les
conditions ioniques modifient la taille des liposomes. Nous
avons ainsi remarqué gue les liposomes neutres composés de
100%PC sont plus gros que les liposomes chargés positivement
ou negativement composés de QOUPC+10%USEA et 9QO%UFC+10%A0
respectivement. Il est donc quelqgques fois difficile de
comparer quantitativement les résultats obtenus avec deux
préparations de liposomes différents puisque leur taille
nest pas 1la mEme. De mEéme, la taille des liposomes varie
suivant gue les liposomes aient eté préparés avec du tampon D
ouw E. L& aussi l"alternative serait de séparer les liposomes
selon leur taille, puis de les doser, mais nous venons de le
dire, ces méthodes sont longues et entrainent de nombreuses

incertitudes.

Il n"existe pas de technigques qui permettent de former
de gros liposomes de taille uniforme et unilamellaires. Four
les études que nous avons entreprises, cette méthode de
renversement de phase est celle qui nous a paru la meilleure.
Signalons qgque de nouvelles techniques de préparations de

liposomes viennent d°&tre publides: la technique de déshydra-
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tation-réhydratation (83) et de lyophilisation qui pourraient

Btre une alternative intéressante pour ces études.

2)Technigues de tuwrbidimétrie et de cosédimentation

Les interactions entre 1l7actine et les liposomes se
traduisent souvent par la formation d"agrégats ce qui peut
Etre quantifié par turbidimétrie et cosédimentation. Cepen-
dant les valeurs de turbidité sont fonction de la taille et
du nombre d"agrégats formés ce qgqui n'est pas toujours
proportionnel & l17intensiteé de l17interaction entre l7actine

et les liposomes.

Il e pourrait gue, dans certaines conditions, il y ait
des interactions entre 1'actine et les liposomes sans
necessairement gqu’il ne se produise une agrégation des deux
constituants. La formation d"agrégats est en effet dépen-
dante de certaines conditions expérimentales. Ainsi dans
leurs travaux Ostlund et al.(125), Oplatka et al., (124) et
Mowell et al. (715 ont étudié 1l interaction entre l17actine-F
et les granules de sécrétions ou d"autres types de vésicules
membranaires, Ils ont montré par centrifugation que 1 acti-
ne-F inhibait la sédimentation des granules. Ces expérien-
ces montrent bien quiune interaction entre 1l actine et des
membranes ne conduit pas nécessairement a la formation
d*agrégats et par conséquent & wune hausse de turbidité.

Aussi, il n'est pas impossible gue certains pheéenoménes ou
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certains aspects du phénoméne soient passés inapergus par

cette technigue.

I Technigue de microscopie électronigue

La microscopie électronigue est une méthode gui n"est
pas guantitative mais qui permet de visualiser certains
phénoménes. C7est ici une technique gui est donc complémen-

taire aux autres.

Elle comporte néanmoins certains problémes qui lui sont
propres. 0On peut se demander si les paracristaux formés & la
surface des liposomes ne sont pas causés par la réaction
entre 1l1"actine et le colorant: l’acétate duranyl. QGuoiqgue
peu probable puisque 1°apparence "floconneyx" observé dans
les mélanges actine-liposomes montre biemn la formation d*une
strructure entre l’actine et les liposomes, cette possibiliteé
n"est cependant pas a écarter totalement et nous n’avons pas

eu de moyen de le vérifier.

Nous avons montré par turbidimétrie et cosédimentation
gutil existe une interaction entre l’actine et les liposomes
chargés négativement et neutres mais ddnt l1*intensité est
faible. Cette interaction est difficilement observable en
microscopie électronigue. Il se peut en effet, qu’ad une des
étapes de la coloration, soit au moment od 1°on enléve les

surplus de solution ou de colorant sur la grille, les
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courants appliqués dissocient 1"actine des liposomes. De
plus 17utilisation d7ions uranium & forte concentration
pourrait fort : bien dissocier de faibles interactions élec-

trostatiques.

Nos résultats laissent supposer que la forte interaction
qui se produit entre 1"actine et les liposomes chargés posi-
tivement est de nature.électrostatique en raison du fait gue
les charges négatives de 1’actine et positives des liposomes
g"attirent et gue cette interaction est inhibée par des ions
qui probablement neutralisent les charges de 1"actine et des
liposomes. Cette hypothese aurait eté & confirmer par une
expérience ol l7actine serait chargée positivement, c’est-a-
dire & un pH inférieur a son point isoélectrigue, pour savoir
avec quel type de liposomes cette actine aurait réagit. Mais
a un pH infériéur a son pHi, l'actine se dénature et

précipite. Cette expérience n'est donc pas possible.

Nos résultats ont mis en évidence un phénoméne
intéressant et inattendu. L"actine en présence de liposomes
chargés positivement s’organise, le plus souvent, de fagon
réguliere & la surface des liposomes et forme des structures

paracristallines. Dew! types de structures paracristallines
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ont #té observeées. Les structures de type de Hanson
(alignement parallele) et les structures en "filet". Ces
deux types de structures peuvent €tre présentes dans une m&me
préparation. Nous n’avone pas déterminé quelles conditions ou

facteurs induisent un type plutsét qu’un autre.

Egelman et de Rosier (49) ont aussi formé des "filetsg”
en présence diexces de Mg=*. Selon ces ggteurs ainsi gue
davtres(154, 157), ces structures en "filet"” sont un état
transitoire lors de 1la formation de paracristaux. Cest a
notre avis ce qui pourrait se produire dans notre systéme,
car souvent les de&x types de structures cristallines coexis-
tent dans une mEme préparation. La figure 42 illustre ce
phénomeéne. A une extrémité du liposome on observe la dispo-
sitibn des filaments en "filet"” et partout ailleurs on
apergoit les paracristaux de type de Hanson, ce qul suggére
que les "filets" sont des structures de type de Hanson en

formation.

Des structures semblables ont deéeja éte étudiées par
Hanson(bS) . Kawamura(80), Harwell et al.(b4) Yamamoto et
al.(181), Spudich et Cooke(l34) et Strzelécka—Bolaszekaa et
al. (157) mais elles étaient Fformées en présence de fortes
concentrations d'ions Mg=* ou & pH acide. Par contre, nos
paracristauy ont été obtenus & de faibles concentrations de

cations divalents et & un pH neutre.
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Selon Harwell et al. (bb), il existe trois états confor-
mationnels différents de l’actine: 1 actine-G, 1'actine-F et
1’ actine-P. Lorsque 1les monoméres dfactine, aprés avoir
formés des filaments parviennent a 1"état conformationel "PY,
ils s’organisent en paracristaux. Il se peut gu’un mécanisme
semblable se produise dans notre sysféme. Dans 1%introduc-
tion, nous avons souligné que le phénoméne de paracristalli-
sation avait lieuw lorsque des sites cationiques de trés
faibles affinités eétaient comblés sur le monomére d’actine
par des ions divalents. Dans notre cas, il se peut que les
charges positives des liposomes réagissent avec ces sites de
trés faibles affinités de l’éctine. I1 8°en suivrait donc un
changement de conformation de 1’actine en P-actine et appari-
tion de paracristaux d'actine mais seulement a la surface des

liposomes.

Les paracristaux formés a la surface du liposome se
disposent en monocouche et jusqu’a présent peu de chercheurs
ont obtenu de telles structures en mono;ouches Smith (132)
et Egelman et al. (49). On peut se demander comment, dans de
telles monocouches, les filaments intefagissent avec les
liposomes. Engelman et al. (49) soutiennent que les filaments
composant uwn paracristal ne sont plus en hélice. On peut
alors supposer que tous les monoméres sont en contact avec

les lipides mais dans ce cas, la périodicité du paracristal
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disparaitrait ce qui n’est pas le cas. Il se peut aussi que
le filament reste en double hélice. Dans ce cas, seuls
certains monoméres sont en contact avec les lipides. Mais
alors, est-ce que les monoméres qui ne sont pas en contact
avec la surface du liposome et dont le site anionigue nest
pas neutralisé par la charge positive du liposome sont dans

l17état conformationel F ou F?

Une dquestion reste & poser: est-ce que les charges
positives dee liposomes restent réparties régulierement apreés
interaction avec les +ilaments ou se reépartissent—elles
autour des filaments? 0On ne peut, & partir de nos résultats,
répondre & cette question, mais il nous semble probable que
l1"interaction de 1’actine avec les lipides doit entratner une

nouvelle répartition des lipides dans le liposome.

Nous avons mis en évidence une interaction directe entre
l17actine et les lipides membranaires & 1’aide d”un systéme in
vitro. On peut se demander i un tel phénomene existe
également in vivo et quel pourrait Stre son importance sur le

plan bioclogique.

L7 interaction directe entre 1"actine et les lipides
membranaires se produit surtout avec des lipides chargés
positivement. Or, l'analyse de nombreuses membranes naturel-

les a montré qu'elles sont surtout composées de lipides
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neutres ou chargés négativement. Ce type dinteraction est
donc peu probable dans les cellules ou se trouve limité & des

structures bien particulieres.

Cependant, il se pfoduit généralement une interaction
entre les lipides chargés négativement et neutres et 17 actine
en  présence de guantités millimolaires d'ions bivalents. De
telles conditions peuvent prévaloir dans les cellules. En.
conséquence, 1l existence dune interaction actine-lipides est

un phénoméne a envisager in vivo.

Une telle interaction pourrait jouer deux réles:
1)d une part, l7attachement latéral de 17 actine aux membranes
doit augmenter 1la rigidité membranaire et donner aussi plus
de resistance a ces membranes.
2)d" autre part, 1’interaction entre 1"actine et la membrane
des organites cellulaires pourrait servir a maintenir les
organites attachés au cytosquelette et contribuer ainsi &

maintenir la structure de la cellule.



figure 42.

Arrangements paralléle et en "filet" des
filaments & la surface d’un liposome

chargé positivement. L7organisation en
"filet" cdes filaments est observée a la
partie supérieure du liposome. Au milieu

et & 1'extrémité inférieuwre, des filaments
sont paralleéles.

Coloration a 1"acétate d'uranyl 1%

Brossissement: 93000X
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