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RESUME 

Nous avons observé les structures contractiles présentes dans le 

cytoplasme démembra né d'Amoeba p~ote~. Nous y avons essentiellement re­

trouvé trois types de filaments: des filaments d'actine, des filaments de 

myosine et des filaments de taille intermédiaire. Nous avons mis en évi­

dence certaines caractéristiques morphologiques particulières des filaments 

d'actine et des filaments de myosine dans ces préparations: filaments d'ac­

tine ramifiés et deux types morphologiquement distincts de filaments de 

myosine. Nous avons de plus observé d'autres structures probables de l'ap­

pareil contractile dans cette cellule: petits filaments de 3nm de diamètre, 

structures en forme dl "anneau Il ... 

Nous avons étudié l 'influence de la phalloYdine et de la virofsine 

sur ces structures contractiles du cytoplasme démembrané d'Amoeba p~ote~ . 

La phallo~dine et la viroYsine interagissent spécifiquement avec l'actine 

cytoplasmique. En absence de toxine, les filaments d'actine sont rares dans 

les préparations. Quand le cytoplasme est exposé à des concentrations de 

2X10-6M et de 5X10-6M de toxine, on observe de nombreux filaments d'actine 

arrangés en réseaux tridimensionnels. A de plus fortes concentrations de 

toxine, lO-5M et 2X10-5M, les filaments d'actine sont très nombreux et 

s'agrègent parallèlement en faisceaux. 



Nous avons également montré l linfluence du pH et de l IATP sur les 

structures contractiles du cytoplasme démembra né dlAmoeba p~oteU6 . A pH 

6.2 avec ATP, les filaments d1actine sont nombreux et arrangés en réseaux 

tridimensionnels; à pH 6.2 sans ATP, les filaments d1actine sont très nom­

breux et slagrègent parallèlement en faisceaux. A pH 7.2 avec ou sans ATP, 

les filaments d1actine sont rares: nous croyons que, à ce pH, l lactine est 

en grande partie sous forme de monomères ou de petits oligomères difficile­

ment observables en microscopie électronique. A pH 8.2 avec ATP, les fila­

ments d1actine sont très nombreux et slagrègent parallèlement en faisceaux; 

à pH 8.2 sans ATP, les filaments sont nombreux et arrangés en réseaux tri­

dimensionnels. Nous n1avons noté aucun effet du pH et de l IATP sur les 

autres structures contractiles dans le cytoplasme dlAmoeba p~oteU6 . 

L1influence de la phallo?dine, de la viroYsine ainsi que celle du 

pH et de l IATP sur le degré de polymérisation et l lorganisation de llactine 

cytoplasmique dlAmoeba p~oteU6 se traduit, en microscopie optique, par des 

changements dans la motilité du cytoplasme démembrané. 

La phallo?dine peut donc être considérée comme un outil important 

dans la recherche sur la motilité cellulaire. Le pH et llATP sont, d1autre 

part, deux facteurs physiologiques potentiellement impliqués dans les méca­

nismes régulateurs du mouvement amibo1de. 

xii 
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INTRODUCTION 

Depuis déjà plusieurs années, de nombreuses recherches sont menées 

afin de mieux comprendre les mécanismes de la motilité cellulaire. Diffé­

rentes cellules animales ou végétales ont servi de matériel dans ce type 

d'études: cellules musculaires (Huxley, 1969; Huxley, 1973), Acanthamoeba 

c~tettan~(Weihing et Korn, ,1969; Pollard et collab., 1970; Pollard et col­

lab., 1976), Amoeba p~ote~ (Simard - Duquesne et Couillard, 1962; Gicquaud 

et Couillard, 1970; Pollard et Ito, 1970; Pollard et Korn, 1971), V~ctyo~­

t~um ~co~eum (Clarke et Spudich, 1974; Clarke et collab., 1975; Cooke 

1. 

et collab., 1976; Taylor et collab., 1977), Phy~~um polycephalum (Hatano et 

Oosawa, 1966; Nagai et collab., 1975; Isenberg et Wohlfarth-Bottermann, 1976; 

Jacobson et collab., 1976), Ch~ co~na (Williamson, 1975; Nagai et Hayama, 

1979a; Nagai et Hayama, 1979b; Williamson et Toh, 1979), N~ella (Allen, 1974; 

Palevitz et collab., 1974; Allen, 1976; Palevitz, 1976). 

D'importants progrès ~ont été ainsi réalisés dans la biochimie de la 

motilité. Il est maintenant, généralement, admis que des protéines cytoplas­

miques semblables à 1 'actine et à la myosine du muscle strié sont les princi­

pales composantes moléculaires des systèmes mécanochimiques responsables de 

la motilité du cytoplasme des cellules eucaryotes. Il semble également de 

plus en plus évident que d'autres protéines jouent un rôle important dans 

les processus motiles. 

Nous avons choisi de mener une recherche sur les structures contrac­

tiles d' Amoeba p~ote~. L'étude de cette cellule présentait pour nous plu­

sieurs avantages. Cette amibe est relativement facile à cultiver en labora-



2. 

toire. C'est une IIgrossell cellule: cette caractéristique facilite les obser­

vations menées en microscopie optique. Le mouvement amibo?de représente un 

type de mouvement commun à plusieurs autres cellules telles que, par exemple, 

les leucocytes (Stossel, 1974) et les macrophages (Bhisey et Freed, 1971): 

il suscite donc un intérêt particulier. 

Il nous a semblé important, avant d'exposer notre démarche, de rappe­

ler brièvement les principales caractéristiques des protéines cytoplasmiques 

impliquées dans la motilité, que ce soit en permettant le mouvement (contrac­

tion musculaire, courant protoplasmique, mouvements flagellaires et ciliaires, 

phagocytose, pinocytose, ... ) ou en maintenant l'intégrité structurale de la 

cellule c'est-à-dire en constituant un cytosquelette (forme de la cellule, 

consistance cytoplasmique, topographie de la surface membranaire). Nous dis­

tinguerons généralement ici ces deux rôles en désignant le premier comme une 

foncti on contractil e, essenti e 11 ement 1 i ée au mouvement, et 1 e second comme 

une fonction cytosquelettique. Nous soulignerons de façon particulière les 

informations obtenues sur 1 'ultrastructure d'Amoeba p~oteU6 lors de recher­

ches antérieures. 

Nous n'avons pas trouvé utile, d'autre part, d'exposer ici les théories 

ou modèles théoriques sur le mouvement amibo~de. Plusieurs modèles sont basés 

sur la contractilité du cytoplasme dans les amibes: modèles de contraction 

frontale (Allen, 1972), modèles de la contraction dans la queue (Jahn et Bovee, 

1969; Rinaldi et Baker, 1969), etc. Cette approche théorique, bien qu 'i ntéres­

sante, n' est pas essentielle à la compréhension de notre démarche expérimentale. 
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1. Biochimie de la motilité 

1.1 L'actine 

On retrouve 1 'actine musculaire sous deux formes: une forme monoméri­

que, globulaire, que 1 Ion appelle la G-actine et une forme polymérique, fila­

menteuse, la F-actine. La G-actine a la propriété de polymériser en une dou­

ble hélice pour former un filament torsadé, la F-actine (Figure 1). 

On a isolé 1 'actine cytoplasmique de plusieurs cellules (revues: Pol­

lard et Weihing, 1974; Weihing, 1976; Clarke et Spudich, 1977; Korn, 1978). 

Dans certaines cellules très motiles, telles que les amibes, 1 'actine repré­

sente de 20 à 30% des protéines totales cellulaires (Korn, 1978): 1 'actine y 

est donc la principale composante de l'appareil contractile (Isenberg et 

Woh1farth-Bottermann, 1976; Kessler et collab., 1976) et 1 'élément essentiel 

du cytosquelette (Pollard, 1976; Kane, 1979; Owaribe et collab., 1979). 

A- Propriétés physico-chimiques de l'actine 

L'actine monomérique des ce11ules non musculaires possade le même poids 

moléculaire que la G-actine musculaire, soit environ 42 000 daltons. Il est 

également intéressant de remarquer qu'il y a très peu de variations dans la 

composition en acides aminés de 1 'actine de diverses cellules. Si on établit, 

par exemple, une compara i son entre la composition en acides aminés de l ' act i ne 

musculaire et celle de 1 'actine d'une amibe, AQantham6eba Qa6~ella~ , seule­

ment 6% des résidus diffèrent (Korn, 1978). On peut donc parler d' une évolu­

tion conservatrice de l'actine. 



FIGURE l 

·FIGURE 2 

4. 

Représentation schématique de la G-actine et de la F-actine. 

La G-actine a la propdété de polymériser en F-actine sous 

certaines conditions, telles qu~ 2mM MgC1 2 ou .1M KC1. La 

F-actine se dépolymérise en G-actine en présence de KI, .6M. 

Clivage enzymattque de la myosine musculaire. La trypsine 

coupe cette mol écul e en deux fragments: 11 Hf-'IM, méromyos i ne 

lourde, et la U~M, méromyosine légère. La papa~ne subdivise 

l 'HMM en deux sous-fragments: l'HMM-S l et l'HMM-S2. HC, 

chaTnes lourdes; LC, paires de chaTnes légères. 
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La polymérisation est une propriété importante de llactine. Elle est 

es senti e 11 e à 1 a foncti on contractil e de 11 acti ne. Seul e 1 1 acti ne fil amenteu­

se se lie à la myosine, stimule 1 lactivité Mg 2
+ ATPasique de la myosine durant 

la conversion de 1 lénergie chimique de 1 IATP en travail mécanique et peut trans­

mettre la tension (Pollard, 1975). La polymérisation semble également être un 

prérequis dans la fonction cytosque1ettique de 1lactine: les changements struc­

turaux du cytoplasme seraient essentiellement liés au cycle polymérisation -

dépolymérisation de llactine (Isenberg et Wohlfarth-Bottermann, 1976; Condeelis 

et Taylor, 1977). 

Tout comme llactine musculaire, les actines cytoplasmiques isolées et 

purifiées polymérisent sous certaines conditions (.lM KC1 ou 2mM MgC1 2) pour 

former des filaments de 7nm de diamètre. La structure de ces filaments est celle 

d'une double hélice ayant un demi-pas de 35nm (Forer, 1978). Au cours de la poly­

mérisation, une molécule d'ATP est convertie en ADP et cet ADP reste lié à chaque 

monomère d'actine. La polymérisation de 1 'actine comporte au moins deux étapes 

( Korn, 1978): 

1- la nucléation, formation de petits oligomères d'actine qui 

agissent comme points de croissance; 

2- l'élongation, addition de monomères à 1 1 extrémité des ol;go­

mères pour former les filaments d'actine. 

L'étape critique est sans nul doute la nucléation qui ne se produit qu lau-dessus 

d'une certaine concentration d'actine, appelée concentration critique. Si 1 Ion 

compare les concentrati'ons crîtiques de diverses actines cytoplasmiques et celle 

de 1 'actine musculaire, on note certaines différences quantitatives: dans les 
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mêmes conditions expérimentales, les concentrations critiques des actines cyto­

plasmiques isolées sont plus élevées. Il est important de souligner ici que 

ces différences ne peuvent toutefois expliquer les quantités importantes d'ac­

tine monomérique présentes dans diverses cellules non musculaires (Bray et 

Clive, 1976; Bray et Thomas, 1976, Mabuchi, 1979). Des études récentes ont 

démontré la présence,dans plusieurs de ces cellules, de facteurs cytoplasmi­

ques qui inhibent la polymérisation de 1 'actine, stabilisent la forme monomé­

rique ou encore déstabilisent la F-actine (voir sous-chapitre 3B). L'absen­

ce de facteurs stabilisants de la F-actine, tels que la troponine et la tropo­

myosine, peut également contribuer à maintenir un pool important d'actine mo­

nomérique dans certaines cellules non musculaires. 

B- L'actine d'Amoeba p~oteU6 

Amoeba p~oteU6 se prête mal aux études biochimiques: sa croissance est 

lente et 1 'extraction de l'actine, qui fournit souvent de faibles rendements 

dans les cellules non musculaires, exige des quantités importantes de matériel 

biologique. A notre connaissance, on nia pas encore caractérisé biochimique­

ment 1 'actine de cette amibe. 

La microscopie électronique a toutefois permis de démontrer la pré­

sence d'actine dans le cytoplasme dlAmoeba p~teU6. Le ma rquage à l ' HMM 

(méromyosine lourde) ou au 51 (subfragment 1), deux fragments protéolytiques 

de la myosine musculaire (Figure 2), constitue en effet une technique spéci­

fique pour identifier l'actine dans les cell ules (I sh ikawa e.t coll ab., 1969 ; 

Huxley,1973) . L'actine d"IAmoeba. p~oteU6 se décore ains i de façon caractéris­

tique dite en têtes de flèche (Pollard et Korn, 1971; Comly, 1973 ) . 
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1.2 La myosine 

A- Propriétés physico-chimiques de la myosine 

1- Propriétés physico-chimiques de la myosine musculaire 

La myosine du muscle strié est composée de deux chaînes polypeptidiques 

lourdes, d'environ 220 000 daltons, et de deux paires de chaînes légères, de 

16 000 à 21 000 daltons, qui se combinent pour former la molécule d'un poids 

moléculaire d'environ 500 000 daltons (Lowey et collab., 1969; Sarkar, 1971; 

Stafford III et Szent-Gy8rgyi, 1978). On peut observer cette grosse molécule 

en microscopie électronique: elle a 1 laspect d'une longue queue surmontée de 

deux têtes (Slayter et Lowey, 1967). 

Le clivage enzymatique de la molécule de myosine (Figure 2) par la 

trypsine et la papaYne la subdivise en trois fragments: la LMM (méromyosine 

légère) constituée des 2/3 de la queue de la molécule, l'HMM-Sl (méromyosine 

lourde-S l ) ou portion globulaire de la méromyosine lourde et l'H~1~'-S2 (mé­

romyosine-S2), partie "queue" de la méromyosine lourde. Le rôle de chacun de 

ces fragments a été déterminé: 

les unités globulaires Sl' d'environ 70Ao de diamètre, ont à la 

fois un site ATPasique et un site liant l'actine; elles sont so­

lubles dans l'eau. 

l 'HMM-S 2, d'environ 400 à 500 AO de longueur, constitue la partie 

hélicoYdale, structurale de l'HMM; elle est soluble à faiole force 

ionique et ne précipite donc pas dans des conditions physiologiques. 
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la LMM, deux polypeptides en hélice ~,d'environ 900 AO de longueur, 

est insoluble à faible force ionique et précipite dans des condi­

tions physiologiques; ce fragment est structuralement essentiel à 

l'agrégation des molécules de myosine en filaments épais. 

11- Propriétés physico-èhimiques des myosines non musculaires 

La plupart des myosines non musculaires isolées sont constituées éga­

lement de deux chaTnes lourdes et de deux paires de chaTnes légères (Korn, 

1978; Clarke et Spudich, 1974). Les myosines lA et lB dtAcanthamoeba font 

toutefois exception à cette généralité: elles sont constituées dtune seule 

chaTne lourde (130 000 daltons pour lA et 125 000 daltons pour lB) et de deux 

chaTnes légères (17 000 et 14 000 daltons pour lA, 27 000 et 14 000 daltons 

pour lB) (Pollard et collab., 1973; Maruta et Korn, 1977a; Maruta et Korn, 

1977b; Korn et collab., 1979). La myosine II dtAcanthamoèba présente d'au­

tre part une homologie structurale avec la myosine musculaire: son poids mo­

léculaire est de 350 000 daltons et elle est composée de deux chaTnes poly­

peptidiques lourdes (170 000 daltons) et de deux paires de chaTnes légères 

(17 000 et 17 500 daltons). Malgré ces homologies structurales, on ne peut 

parler d'une évolution conservatrice de la myosine. La composition en acides 

aminés des myosines non musculaires diffère de celle de la myosine du muscle 

strié. Toutes les myosines ne catalysent pas l ' hydrolyse d'ATP avec la même 

efficacité (Schwartz, 1978) et leurs propriétés de solubilité varient. 

B- Activité ATPasique de la myosine 

1- Activité ATPasique de la myosine du muscle strié 



D'un point de vue biochimique, 1 'ATPase de la 
2+ 

elle est fortement inhibée en présence de Mg et est 
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myosine est particulière: 

activée par le Ca 2+ ou le 
+ 2+ 

K en présence d'EDTA. Dans le muscle, où le Mg est présent à des concentra-
2+ 

tions plus fortes que 8mM/kg, la stimulation de 1 'activité Mg ATPasique de la 

myosine par 1 'actine est donc essentielle à la contraction puisque, sans cette 

stimulation, 1 1 activité ATPasique de la myosine serait trop faible pour réal i-

ser la transformation de l'énergie de l'ATP en force pour le mouvement. Il en 

ressort donc que 1 1 interaction de la myosine avec la F-actine et l'activation 
2+-

de la Mg ATPase de la myosine par la F-actine sont des caractéristiques es-

sentielles qui permettent d'identifier les myosines non musculaires. 

II- Activité ATPasique des myosines non musculaires 

L'activité ATPasi~ue des myosines cytoplasmiques isolées varie d'une 

myosine à l'autre (Korn, 1978), mais elle slapparente généralement à l'acti-

vité de 1 lune ou 1 1 autre des myosines provenant des différents types de mus­

cle: squelettique, lisse ou cardiaque. Les myosines dtAcanthamoeba Qa6tell~ 

montrent toutefois des propriétés enzymatiques particulières. Les myosines l 

possèdent une activité K+, EDTA-ATPasique plus importante que leur activité 

Ca2
+ -ATPasique et ont une très faible activité Mg 2+ATPasique: la F-actine ne 

stimule cette activité Mg2+ATPasique qulen présence d'une autre protéine cyto­

plasmique, le cofacteur (Maruta et Korn, 1977b; Korn et collab., 1979). Quant 

à la myosine II, elle pOSSède une activité Ca 2+-ATPasique plus importante que 

son activité K+, EDTA-ATPasique et montre une forte activité Mg 2+-ATPasique 
2+ 

stimulée par l ' actine, sensible au Ca ,lorsque ses chaînes lourdes ne sont 

pas entièrement phosphorylées (Collins et Korn, 1980; Collins et Korn, 1981). 
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C- Agrégation des molécules de myosine: filaments épais 

1- Filaments bipolaires de myosine dans le muscle strié 

Dans le muscle strié, les molécules de myosine sont arrangées en fila­

ments bipolaires dont la morphologie nous est familière. Ces filaments ont 

environ l8nm de diamètre, 1 500nm de longueur et sont formés de 300 à 400 mo­

lécules de myosine (Pepe, 1979). Ils montrent une zone centrale lisse d'en­

viron l50nm et, à chaque extrémité, des projections globulaires arrangées hé­

licoidalement. La zone centrale est constituée des queues (LMM) des molécules 

de myosine alors que les projections globulaires correspondent aux têtes (HMM) 

des molécules de myosine. Ces filaments sont dits bipolaires parce que la po­

larité des molécules de myosine est différente de part et d'autre de la zone 

centrale (Figure 3). 

In v~o, les molécules de myosine musculaire purifiée s'agrègent à 

fa i b 1 e force i oni que «.1 M KC1), pour former des fi 1 aments bi po 1 aires morpho­

logiquement distincts de ceux observés ~n v~vo: on n'y retrouve plus de zone 

centrale lisse mais on observe plutôt un arrangement régulier des têtes de 

myosine tout le long des filaments. (D'Haese et Hinssen, 1979). 

11- Filaments épais de myosine non musculaire 

Bien que leurs propriétés de solubilité soient différentes de celles de 

la myosine du muscle strié, les myosines non musculaires isolées forment géné­

ralement ·des filaments épais ~n v~o (Nachmias, 1972; ~1abuchi, 1973; D'Haese 

et Hinssen, 1979; Hatano et collab., 1980). Leur mode d'agrégation semble 
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toutefois slapparenter davantage au mode d'agrégation de la myosine du muscle 

lisse qu'à celui de la myosine du muscle strié: les myosines non musculaires 

slarrangent en filaments bipolaires de type asymétrique (Figure 3), caracté-

risés par un arrangement régulier des têtes de myosine tout le long des fila­

ments et par des régions lisses aux extrémités (Craig et ~1egerman, 1979; 

D'Haese et Hinssen, 1979; Nachmias, 1979). Les myosines 1 d'AQanthamoeba ne 

forment pas de filaments épais. Pol lard (1979) suggère que ces myosines 1 

puissent être fonctionnelles à 1 'état monomoléculaire. 

In v~vo , on observe rarement des filaments épais dans les cellules non 

musculaires. On explique généralement 1 'absence de ces filaments sur les mi-

crographies électroniques par les faibles concentrations de myosine dans les 

cellules non musculaires et, conséquemment, par la faible probabilité d'obser-

ver ces filaments dans une coupe fine (Niederman et Pol lard, 1975). 

D- Propriétés de la myosine d ' Amoeba p~oteUh 

Comme nous 1 lavons déjà souligné, les études biochimiques sur Amoeba 

p~oteUh sont techniquement difficiles à réaliser. Simard-Duquesne et Couil­

lard (1962) ont toutefois isolé et purifié chez cette amibe une ATPase sem-

blable à la myosine musculaire par ses propriétés enzymatiques. Condeelis 

(1977) a ultérieurement isolé des microquantités de myosine à partir de cette 

cellule: il a ainsi montré, par électrophorèse, que les chaînes lourdes de la 

myosine d'Amo eba p~oteUh ont un poids moléculaire d'environ 225 000 et a éga-

lement caractérisé 1 'activité ATPasique de cette myosine cytoplasmique. 

La myosine d'Amoeba p~oteUh forme ~n v~o des filaments épais dont la 



morphologie se rapproche de celle des filaments de myosine du muscle lisse 

(OIHaese et Hinssen, 1979; Nonomura, 1979), clest-à-dire de type asymétri­

que. Plusieurs recherches ont montré la présence de ces filaments épais ~n 

v~vo (Pollard et Ito, 1970; Condeelis, 1977) . Leur morphologie asymétrique 

nlest pas toujours évidente et l Ion associe généralement leur morphologie 

~n v~vo à celle des filaments de myosine du muscle strié (filaments bipo-

1 ai res) . 

1.3 Microtubules et filaments de taille intermédiaire 

A- Microtubules 

13. 

Les microtubules représentent une autre structure cytoplasmique im­

portante dans les phénomènes motiles de différentes cellules. Ils se dis­

tinguent facilement des filaments dlactine par leur diamètre plus important 

(24nm) et leur morphologie en cylindre creux. Ce sont, de plus, des poly­

mères dlune autre protéine, la tubuline (revues: Snyder et McIntosh, 1976; 

Weber, 1976). Les microtubules ne constituent pas une structure cytoplas­

mique permanente dans Amoeba p~oteU6: on ne les observe que durant la mito­

se. Ils ne représentent donc pas une structure contractile essentielle au 

mouvement cytoplasmique dans cette cellule. 

B- Filaments de taille intermédiaire 

Olabord observés dans le muscle strié (Ishikawa et collab., 1968; 

Kelly, 1969), les filaments de taille intermédiaire doivent leur appellation 

à leur diamètre de lQnm , inte rmédiaire entre ceux de l lactine et de la myosine. 



Dans les préparations colorées négativement, en microscopie électronique, 

les filaments de taille intermédiaire se distinguent des filaments d'actine 

par leur diamètre et leur ultrastructure (Franke et collab., 1978a): ils 

sont formés d'un nombre variable, d'une cellule à l'autre, de protofilaments 

(Ishikawa et collab., 1968; Schlaepfer, 1977a; Mori et Kurokawa, 1980). On 
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les retrouve dans plusieurs cellules et ils ont donné naissance à une nouvel-

le terminologie. Ils sont ainsi classés sous différents termes: tonofi laments 

dans les cellules épithéliales et épidermiques (Brecher, 1975; Franke et col­

lab., 1978b), neurofilaments dans les cellules nerveuses (Yen et collab., 1976; 

Schlaepfer, 1977a; Schlaepfer, 1977b; Schlaepfer et Freeman, 1978; Mori et 

Kurokawa, 1980), filaments gliaux dans les cellules neurogliales (Wuerker, 

1970), etc. On les désigne encore par leur appellation générale dans d'au­

tres cellules: cellules des muscles lisse, cardiaque et strié (Campbell et 

collab., 1979), cellules mésenchymales, etc ... 

De nombreuses études ont permis d'isoler les protéines constituantes 

de ces filaments de taille intermédiaire telles que: la squelettine, appelée .. 
également desmine, pour les filaments des muscles lisse, cardiaque et strié 

(Lazarides et Hubbard, 1976; Small et Sobieszek, 1977; Hubbard et Lazarides, 

1979; Lazarides et collab., 1979; Lazarides, 1980), la protéine acide fibril­

laire (GFA) pour les filaments gliaux (Dahl et Bignami, 1976), la kératine ou 

prékératine pour les tonofilaments (Brysk et collab., 1977), la vimentine pour 

les filaments des cellules mésenchymales (Franke et collab., 1978a; Franke et 

collab., 1978b; Lazarides, 1980), les NFP ("neurofilaments proteins") pour les 

neurofilaments (Lasek et collab., 1979). 

Il semble ainsi y avoir plusieurs types biochimiquement et immunologi­

quement distincts de filaments intermédiaires (Liem et collab., 1978; Bennett 
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et collab., 1979). Certains auteurs suggèrent toutefois que ces filaments de 

différentes sources puissent être essentiellement constitués d'une même pro­

téine (Blose et collab., 1977; Small et Sobieszek, 1977; Starger et collab., 

1978). Dans ce sens, Buck1ey et collab. (1978, 1979) avaient suggéré que, 

dans des cellules de tissu conjonctif d'embryon de poulet, les filaments 

intermédiaires puissent, après traitement à la trypsine, être décorés à 

l 'HMM et qu ' ainsi 1 'actine soit la principale composante de ce type de fi­

laments. Récemment, cependant, ces mêmes auteurs (Buckley et collab., 1981) 

ont montré que la trypsination élimine les filaments intermédiaires dans ces 

cellules et ont donc mis en doute leurs résultats antérieurs. 

Le rôle cytoplasmique des filaments de taille intermédiaire est en­

core mal défini. On s'entend généralement pour leur attribuer une fonction 

cytosquelettique (Cooke, 1976). 

A notre connaissance, ce type de filaments n'avait jamais été obser­

vé dans le cytoplasme d'amibes avant le présent travail. 



FIGURE 3 

FIGURE 4 

Représentation schématique montrant les caractéristiques 

structurales des filaments de myosine du muscle strié (en 

haut) et du muscle lisse (en bas). Les filaments de myo­

sine du muscle strié sont bipolaires: la polarité des 

molécules de myosine est inversée de part et d'autre 

d'une zone centrale lisse. Ils sont de plus symétriques. 

Les filaments de myosine du muscle lisse sont de type 

asymétri que ils sont bipolaires; la polarité des mo-

lécules est inversée de part et d'autre du filament; il 

n'y a pas de zone centrale lisse mais des régions lisses 

aux extrémités. 

Représentation schématique d'un sarcomère en coupe longi­

tudinale (en haut) et en coupes transversales (en bas). 

Les filaments d'actine constituent, avec la troponine et 

la tropomyosine, les filaments fins attachés à la membra­

ne Z selon une polarité spécifique. Les filaments épais 

représentent ici les filaments de myosine bipolaires. 

16. 
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2. Organisation des protéines contractiles 

Dans le muscle strié, les protéines . contractiles sont arrangées dans 

une structure hautement spécialisée: le sarcomère (Figure 4). Des études sur 

l'ultrastructure (microscopie électronique et .diffraction des rayons X), sur 

la physiologie et la biochimie du muscle appuient l'élégante hypothèse de 

Huxley (1969). Celui-ci propose que la force contractile soit générée par 

un glissement des filaments d'actine le long des filaments de myosine. Le 

mouvement de glissement se ferait par une interaction cyclique des têtes de 

myosine avec les filaments d'actine. Ce mécanisme implique que les molécu­

les de myosine et d'actine soient assemblées en filaments selon une polarité 

structurale appropriée (Huxley, 1973). 

Dans les cellules non musculaires, la mise en évidence de l'organi­

sation des protéines contractiles pose de sérieux problèmes. Ainsi les ami­

bes réagissent mal aux techniques de routine utilisées lors de la prépara­

tion des spécimens pour la microscopie électronique. Elles subissent de 

tels changements morphologiques qu'en général les micrographies électroni­

ques ne fournissent pas d'informations certaines sur l'arrangement intra­

cellulaire de leur "machineriell contractile. Les filaments d'actine non 

musculaire ne sont pas préservés par les techniques conventionnelles de 

fixation et de coloration utilisées en microscopie électronique. Ils sont 

en effet détruits sous l'action des fixateurs (Pollard et Ito, 1970; pol­

lard, 1976; Maupin-Szamier et Pol lard, 1978; Taniguchi et Ishikawa, 1978; 

Ishikawa, 1979; Lehrer, 1981). On ne s'était pas rendu compte de ce pro­

blème technique lors de l'étude du muscle strié puisque, nous le savons 

maintenant, la troponine et la tropomyosine, qui constituent avec l'actine 

les filaments fins, y protègent et stabilisent l'actine contre l'action des 
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fixateurs. Or, ces protéines ne sont généralement pas présentes dans - les cel­

lules non musculaires et 1 'actine y est conséquemment moins stable (Schroeder, 

1973; De Rosier et collab., 1977). 

Que 11 es sont 1 es structures que forment 1 ' act i ne et 1 a myos ine dans 

les cellules non musculaires et comment ces structures interagissent-elles 

pour provoquer le mouvement? Ce sont les deux questions fondamentales de 

notre recherche. On peut présumer, comme l'ont proposé Hatano et Oosawa 

(1979), que l'organisation de ces protéines implique au moins deux proces­

sus: 

1- la polymérisation des molécules en polymères; 

2- l'assemblage des polymères en structures plus complexes, c'est-à~dire 

en structures subcellulaire~. 

2.1 Organisation de 1 'actinedans le muscle strié et dans les cellules non 

musculaires 

Dans le muscle strié, l'actine. est sous forme de filaments et cons­

titue, avec la troponine et la tropomyosine, les filaments fins du sarcomè­

re (Figure 4). Ces filaments n'interagissent pas entre eux et sont attachés 

aux lignes Z selon une polarité spécifique. 

Par contre, dans les cellules non musculaires, l'actine serait à la 

fois sous forme de monomères et sous forme de filaments. Certaines observa­

tions démontrent que, dans ces cellules, les filaments d' actine interagissent 

entre eux pour former des structures plus complexes telles que des réseaux 
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tridimensionnels d'actine (gels} ou des agrégats parallèles de filaments (fais­

ceaux). Il est important de souligner que ces structures ne sont pas stables 

mais qu'elles constituent des arrangements "transitoires" qui correspondent à 

différents états motiles de la cellule (Kamiya, 1973; Nagai et collab., 1975; 

Brown et collab., 1976; Matsumura et Hatano, 1978). Il est donc essentiel de 

décrire brièvement les caractéristiques de ces deux modes d'organisation des 

filaments d'actine non musculaire. 

A- Réseaux d'actine 

Plusieurs recherches ont souligné la présence de réseaux d'actine dans 

les cellules non musculaires (Buckley et Raju, 1976; Kamiya, 1979). On en a 

étudié 1 'ultrastructure ~n v~o. Ces études, menées à la fois sur de l'ac­

tine non musculaire purifiée et sur des extraits cytoplasmiques, montrent que 

l'actine, seule ou en présence de certaines protéines accessoires, peut slar­

ranger en réseaux tridimensionnels pour former un gel (Pol lard et Ito, 1970; 

Pol lard, 1976). L'actine musculaire, pure ou en présence d'autres protéines, 

a également la propriété de gélifier (Maruyama et collab., 1974). On ne slex­

plique pas toutefois le rôle d'un processus de gélification dans le muscle 

puisqu'on n'observe pas cet arrangement ~n V~VO . Dans les cellules non mus­

culaires, les observations ~n v~vo suggèrent que la gélification puisse être 

un processus important de la motilité cellulaire: 

a) le gel pourrait être responsable de la forme cellulaire ou encore de la 

consistance du cytoplasme; 

b) le gel pourrait servir de trame contractile en transmet t ant la tension 
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générée par des contractions locales, comme c'est le cas chez V~ctyo~t~um 

(Buckley et Porter, 1967; Eckert et collab., 1977); 

c) le gel pourrait empêcher la contraction en maintenant 1 'actine sous une for­

me incapable d'interagir avec la myosine (Condeelis et Taylor, 1977; Helle­

well et Taylor, 1979). 

B- Faisceaux d'actine 

On a souvent observé des faisceaux (appelés parfois "stress fibers") 

de filaments d'actine dans différentes cellules non musculaires (Alléra et 

collab., 1971; Morgan, 1971; Perry et collab., 1971; Schroeder, 1973; Lazarides 

et Weber, 1974; Spudich, 1974; Spudich et Cooke, 1975; Schloss et collab., 1977; 

Kamiya, 1979; Weber et Osborn, 1979; Williamson et Toh, 1979). On distingue 

essentiellement deux types de faisceaux: des faisceaux unipolaires et des fais­

ceaux bipolaires. Les faisceaux unipolaires correspondent à un arrangement pa­

rallèle compact selon une seule polarité (Kersey et Wessels, 1976; Kane, 1976; 

Matsumura et Hatano, 1978; Hatano et collab., 1979; Nagai et Hayama, 1979a; 

Nagai et Hayama, 1979b; Hatano et collab., 1980). C'est le cas des paracris­

taux d'actine décrits par Tilney (1975). Il semble que ce type de faisceaux 

ait une fonction cytosquelettique (Kane, 1975; Burgess et Schroeder, 1977; 

De Rosier et collab., 1977; Bryan et Kane, 1978; Edds, 1979) et que certaines 

protéines accessoires soient impliquées dans leur formation. 

Dans les faisceaux bipolaires, généralement plus lâches que les fais­

ceaux unipolaires, les filaments d'actine sont également arrangés de façon 

parallèle. On y distingue toutefois deux polarités. On retrouve parfois 



des myesines à 1 'intérieur de ce type de faisceaux (Nachmias, 1973; Pellard 

et Weihing, 1974; Clarke et collab., 1975; Burnside, 1978; Ishikawa, 1979). 

On leur attribue une fonction essentiellement contractile et ils pourraient 

représenter une forme cellulaire d'actomyosine. 

C- Organisation de l 'actine dans Amoeb~ p~oteU6 
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On sait très peu de choses sur l 'organisation de l 'actine dans Amoeb~ 

p~teU6. Cela est dû essentiellement aux problèmes techniques liés à la pré­

paration du matériel pour la microscopie électronique. Pol lard et Ito (1970) 

ont toutefois observé la formation de "fibrilles" dans des extraits cytoplas­

miques d'Amoeb~ p~oteU6. Récemment, Hauser (1978) a observé des réseaux et 

des faisceaux de filaments d'actine dans le cytoplasme d'Amoeb~ p~oteU6: ré­

seaux tridimensionnels à proximité de la membrane et faisceaux à l'interface 

ectoplasme-endoplasme. La résolution limitée des coupes fines nia pu permet­

tre dans ce cas d'établir la nature des interactions entre filaments d'actine. 

2.2 L'actomyosine 

A- Actomyosine musculaire 

L 'actomyosine, c'est-à-dire l'associatiGn de l'actine et de la myosine, 

est le complexe fonctionnel de la contraction musculaire. Clest ce complexe 

qui convertit l 'énergie chimique de l 'ATP en travail mécanique. On peut résu­

mer le cycle de l 'actomyosine ainsi: 

M*-ATP~ M**-ADP-Pi -1 M~-ADP-Pi -+ AM + -ADP-Pi ...... AM ... ADP.j. Pi -t AM-ATP ~ 

M*-ATP 



où M, M*, M**, M+ sont différents états conformationnels de la myosine. 

On note que le complexe actomyosine se dissocie en présence dIATP. 

En absence dIATP, les têtes de la myosine restent attachées à l lactine et le 

muscle est alors à 1 létat de rigor. La dissociation de 1 lactomyosine par 

llATP est beaucoup plus rapide que sa réassociation en absence de ce nuclé-

otide. 

B- Actomyosine non musculaire 

Il est fort probable que l lactomyosine soit également le complexe 

fonctionnel de la contractilité non musculaire. Comme nous 1 lavons déjà sou-

ligné, dans le cas dlAeanthamoeba, certains complexes actomyosines non muscu-
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laires nécessitent toutefois la présence dlune protéine, le cofacteur, de fa­

çon à ce que 1 lactine stimule efficacement l lactivité Mg 2+ATPasiqUe de la myo­

sine (Pol lard, 1975; Stossel et Hartwig, 1976). Chez Aeanthamoeba ~tetta~, 

on a caractérisé ce cofacteur comme étant une kinase qui catalyse spécifique­

ment la phosphory1ation de la chaîne lourde des myosinesI(Maruta et Korn, 1977b). 

Il nous faut également souligner que, contrairement à llorganisation 

musculaire, il est peu probable que la myosine soit toujours fonctionnelle sous 

forme de filaments épais dans les complexes actomyosines cytoplasmiques (Matsu­

mura et Hatano, 1978; Hatano et Oosawa, 1979). Il semble que la forme monomo­

lécu1aire y soit également active (Yano et Shimizu, 1978; Yano et co11ab., 1978; 

Tirosh et col1ab., 1979). 

C- Actomyosine dlAmoeba pnote~ 
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Comme nous 1 lavons dit, la myosine d'Amoeba p~oteU6 est 1 lune des ra­

res, avec la myosine du muscle strié, à former des filaments stables dans les 

conditions intracellulaires (Pollard et Ito, 1970). Il est probable que ces 

filaments représentent une forme fonctionnelle de la myosine dans cette cellu­

le. En se fondant sur la stabilité cytoplasmique de ces filaments, Taylor et 

co1lab. (1979) ont proposé que le complexe actomyosine puisse jouer, en plus 

de ses fonctions contractiles, un rôle cytosque1ettique dans Amoeba p~oteU6: 

les changements de consistance cytoplasmique seraient couplés au cycle asso­

ciation - dissociation de filaments d'actine et de myosine stables. 

2.3 Organisation des filaments intermédiaires 

L'organisation intracellulaire des filaments intermédiaires a été peu 

étudiée. Ils apparaissent dans diverses cellules comme des filaments indivi­

duels sans ramifications (Mari et Kurokawa, 1980) tandis que dans d'autres 

cellules, ils forment des réseaux de filaments ramifiés et interconnectés 

(Cooke, 1976; Franke et collab., 1978a; Franke et col1ab., 1978b). 
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3. Régulation de la contractilité 

La régulation de la contractilité constitue 1 'objet de nombreuses étu­

des et représente actuellement 1 lun des domaines les plus intéressants de la 

recherche sur la motilité cellulaire. 

A- Mécanismes régulateurs dans les cellules musculaires 

Dans le muscle strié, 1 1 interaction de l'actine et de la myosine est 

modulée par la concentration d'ions Ca 2
+ dans le sarcoplasme (revue: Ebashi, 

1972). 

Quand le muscle est au repos, la concentration des ions Ca2~ dans le 

sarcoplasme est faible: 1 'interaction actine-myosine est alors empêchée par 

le complexe troponine-tropomyosine. La tropomyosine est une protéine fibreu­

se que l Ion retrouve dans le sillon de la torsade à deux brins de la F-actine 

et qui, à faibles concentrations de Ca2
1-, recouvre le site actif "liant la 

myosine" . de sept monomères d'actine. La troponine est une protéine globulaire 

qui a une grande affinité pour les ions Ca 2+; elle s'attache au filament d'ac-

tine par deux sites de fixation, 1 lun spécifique pour le brin d'actine et l'au-

tre spécifique à la tropomyosine. 

Lors de la contraction, les ions Ca
2T

sont rel argués dans le sarcoplas-

me. Ces ions se lient à la troponine. Il se produit alors un changement con­

formationnel de la tropomyosine: le site actif de l'actine est libéré. L'inter­

action actine-myosine est possible. 



Ce mode de régulation liée à 1 'actine a été mis en évidence dans .le 

muscle strié des vertébrés (Ebashi et Ebashi, 1964; Ebashi et Kodama, 1965; 

Lehman et collab., 1973; Patter et Gergely, 1974; Gergely, 1976). La décou-

verte d'un système régulateur lié à la myosine dans le muscle strié d'inver-

tébrés par Kendrick-Jones et collab. (1970) a montré qu'il pouvait exister 

une diversité des mécanismes régulateurs dans le règne animal. Ainsi dans 

les muscles de mollusques, ce sont les sites actifs de la myosine qui sont 

bloqués par une sous-unité de la myosine, la chaîne légère régulatrice. 

Pires et coll ab. (1974) ont ultérieurement montré que la phosphorylation 

des chaînes légères de la myosine modifiait son activité ATPasique et que 

la kinase responsable de cette phosphorylation était sensible au Ca2 +. 

B- Mécanismes régulateurs dans les cellules non musculaires 

1- Rôle probable des ions Ca2
+ dans les mécanismes régulateurs 

Dans les cellules non musculaires, il semble que le Ca 2
+ exerce éga-

lement un rôle modulateur (Hitchcock, 1977; Dedman et collab., 1979; Kretsin-

ger,1979). Taylor et collab. (1973, 1976) ont ainsi, les premiers, suggéré 

le contrôle spécifique du Ca2• sur la gélification et la contraction d'ex­

traits cytoplasmiques d'amibes. De nombreuses autres recherches sur diffé­

rentes cellules ont montré ultérieurement des résultats similaires (Hartwig 

et Stossel, 1975; Kane, 1975; Condeelis et Taylor, 1977; Maruta et Korn, 

1977a; Taylor et collab., 1977; Tilney et collab., 1978; Hellewell et Taylor, 

1979). Taylor (1977) a donc suggéré une dynamique de la contractilité dans 

1 'amibe basée sur cette régulation spécifique du Ca 2
+, soit un processus com-

portant deux étapes: 
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1- formation d'un cytosquelette (gélification} sans contraction! pH 7.0, à 

de faibles concentrations de Ca 2 
i' «10-6M}; 

2- solification et contraction accompagnée du mouvement quand on élève la 

concentration d~ Ca 2+ a 10-6M en maintenant le pH a 7.0. 
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Les mécanismes de cette régulation par le Ca2
+ sont néanmoins bien peu 

compris. Il faut souligner ici les difficultés de déterminer la concentration 

intracellulaire des ions Ca2~ , 1 1 incertitude quant à la nature du système sé-
2~ 

questrateur-relargueur de Ca --vésicules (Kato, 1979), mitochondries (Leh-

ninger et Carafoli, 1967), membranes (Reinhold et Stockem, 1972; Hitchcock, 

1 977)?-- nécessaire à la fonction régulatrice de ces ions. 

Il apparait de plus en plus plausible, d'autre part, que la régulation 

de la contractilité non musculaire, qui est un phénomène complexe, puisse im-

pliquer plus d'un mécanisme (Szent-Gy~rgyi, 1975; Hitchcock, 1977; Hellewell 

et Taylor, 1979): 

1- certaines recherches ont montré que, dans les cellules non musculaires, 

la régulation peut être liée à l'actine (Fine et Blitz, 1976; Hitchcock, 

1977); des protéines semblables à la tropomyosine ont été isolées et ca­

ractérisées dans quelques cellules telles que les plaquettes et les fi-

brob1astes, mais on nly a toutefois pas retrouvé de complexes troponine. 

2- quelques études suggèrent que la phosphorylation des chaînes légères de 

la myosine puisse être un mécanisme régulateur non musculaire (G6recka et 

collab., 1976). 



3- Korn et collab. (l979} et Collins et Korn (1980, 1981) ont démontré que 

la phosphorylation et déphosphory1ation des chaînes 10urdes des myosines 

d'Aeanthamoeba ea6tetta~ constituaient des mécanismes de régu1ation 

dans cette amibe: phosphorylation de la chaîne lourde par une kinase, 

le cofacteur, dans le cas des myosines l et déphosphorylation des chaînes 

lourdes dans le cas de la myosine II. 

4- une autre façon de moduler 1a contractilité liée au complexe actomyosine 

dans les cellules non musculaires pourrait être de contrôler la polyméri­

sation de 1 'actine et son organisation en structures plus complexes telles 

que nous les avons précédemment décrites. 
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Nous nous sommes particulièrement intéressés à la régulation de la con­

tractil ité non musculaire via la polymérisation et l'organisation de l'actine 

dans le pré~ent travail. 

Précédemment, G~tz von Olenhusen et Wolfarth-Bottermann (1979) avaient 

montré que les transformations G-actine( ) F-actine sont essentielles au cycle 

contraction-relaxation de 1 'actomyosine cytoplasmique de Ph!i~anum. Hellewell 

et Taylor (1979) et Kamiya (1979) avaient également suggéré que ce cycle soit 

couplé à des transformations dans l 1 arrangement des polymères d'actine, tels 

que: 

Sol (F-actine libre)~ gel (F-actine en réseaux) dans V~et!io~t~um. 

Faisceaux (arrangement parallèle des filaments)( ) gel (fi1aments en réseaux) 

dans Ph!i~aJtum. 



Récemment, de nombreuses recherches ont mis en évidence des facteurs 

protéiques, appelés protéines accessoires de l lactine, pouvant influencer 

1 'état de polymérisation de 1 'actine dans les cellules non musculaires. 

Hasegawa et collab. (1980), Yin et Stosse1 (1979), Yin et collab. (1980), 
2+ 

Glenney et Weber (1981) ont montré le rôle modulateur du Ca sur la fonc-

tion de certaines de ces protéines. On les considère comme des constituan-

tes probables des mécanismes régulateurs de la contractilité non musculaire. 

La littérature compte maintenant près d'une trentaine de protéines accessoi-

res. Il nlest pas utile de donner ici une description exhaustive de toutes 
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ces protéines. Nous soulignerons toutefois le mode d'action de quelques-unes 

d'entre elles sur l'actine. Le lecteur intéressé trouvera ici les références 

clefs qui 1 1 amèneront à une étude plus approfondie de 1 lune ou l'autre de 

ces protéines. 

On peut grossièrement subdiviser les protéines accessoires de l'actine 

en deux groupes: 

1- protéines qui interagissent avec 1 'actine monomérique; 

2- protéines qui interagissent avec les filaments d'actine. 

1- Parmi les protéines qui interagissent avec la G-actine, nous retiendrons: la 

profiline (Carlsson et collab., 1976; Carlsson et collab., 1977; Harris et 

Weeds, 1978; Reichstein et Korn, 1979), la DNAase l (Lazarides et Lindberg, 

1977) et la spectrine (Tilney et collab., 1973; Tilney, 1974; Tilney, 1976a; 

Tilney, 1976b; Stossel et Hartwig, 1976) qui en préviennent la polymérisa­

tion; la villine (Glenney et Weber, 1981) qui, en présence d'ions Ca 2
+ , en 

modifie la polymérisation. 



2- De nombreuses protéines interagissent avec la F-actine. Les "actin­

binding" protéines (Hartwig et Stosse1, 1975; Kane, 1976; De Rosier et 

co11ab., 1977, Brotschi et co11ab., 1978; Bryan et Kane, 1978; Stosse1 

et co11ab., 1979), la fi1amine (Wang et co11ab., 1975; Davies et co1-

1ab., 1977; Maruta et Korn, 1977a; Brotschi et co11ab., 1978), la spec­

trine (Brenner et Korn, 1979; Ungewicke11 et co11ab., 1979; Ca1vert et 

collab., 1980; Cohen et Fo1ey, 1980; Fow1er et collab., 1981), 1101. -

actinine (Lazarides et Burridge, 1975; Jockusch et Isenberg, 1981) et 

les ge1actines (Korn, 1978) sont des facteurs gélifiants, clest-â-dire 

que ces protéines, en liant les filaments d'actine entre eux, favorisent 

1 1 arrangement de ces filaments en réseaux tridimensionnels. 

D'autres protéines semblent être impliquées dans les arrangements 
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parallèles des fi1am2nts d'actine: la fascine (Otto et co11ab., 1979); la 

vincu1ine qui inhibe également la gélification (Jockusch et Isenberg, 1981) et 

lie les filaments à la membrane plasmique (Geiger et co11ab. ,1979); la vi1-
2+ 

1ine qui induit 1 1 arrangement en faisceaux en absence d'ions Ca et frag-

mente la F-actine en présence de Ca 2
+ (Bretscher et Weber, 1980; G1enney et 

collab., 1981). 

Des proté i nes en fi n i nf1 uencent 1 1 équ il i bre G-act i ne:::; F -act i ne : 

la ge1so1ine (Yin et Stosse1, 1979; Yin et collab., 1980) et la fragmi.ne 

(Hasegawa et collab., 1980) inhibent la gélification de la F-actine en la 

coupant en courts filaments; la DNAase l (Hitchcock et co11ab., 1975; Manherz 

et collab., 1975; Hitchcock et collab., 1976; Raju et collab., 1978) induit 

la dépo1ymérisation des filaments. 



- - -II- Autres facteurs pouvant influencer la contractilité non musculaire 

Nous avons beaucoup i nsi sté sur 1 e rôl e probabl e des ions Ca 2 ~ dans 

la régulation de la contractilité non musculaire. Clest sans doute parce 

que ce facteur, par analogie avec. la contractilité musculaire, a fait l'ob­

jet de très nombreuses recherches. D'autres facteurs peuvent toutefois in­

fluencer la contractilité non musculaire. Les plus importants sont sQrement 

la concentration d'ATP (Kane, 1975; Sheetz et collab., 1976; Taylor et collab., 

1977; Matsumura et Hatano, 1978) et le pH (Braatz-Schade et Stockem, 1973; 

Moore et collab., 1973; Taylor et collab., 1977; Tilney et collab., 1978; 

Begg et Rebhun, 1979; Spudich et collab., 1979). Nous avons· précédemnent 

souligné 1 1 influence de 1 'ATP sur le complexe actomyosine. Si l'on suppose 

des variations locales dans la concentration d'ATP à l'intérieur d'une cel-

lule, ce nucléotide peut être.considéré comme un facteur régulateur de la 

contractilité. Le pH, d'autre part, comme 1 lont souligné Condeelis et Taylor 

(1977) et Hellewell et Taylor (1979), influence la gélification et la con-

traction d'extraits cytoplasmiques d'amibes. On ne connait pas les mécanis-

mes de cette influence: régulation directe, régulation via effet du pH sur 
2"' la concentration d'ions Ca ,régulation via effet du pH sur concentration 

d'ATP? Quelques recherches suggèrent que le pH puisse contrôler directement 

certains processus motiles. Ce serait le cas durant 1 'extension du proces-

sus acrosomal dans le spennatozo~de d'échinoderme où une augmentation du pH 

induit la polymérisation de l'actine (Tilney et collab., 1978). Begg et 

Rebhun (1979) ont également montré qui une augmentation de pH provoque la 

polymérisation de 1 'actine dans le cortex d'oeufs d'oursin de mer nan fécan-

dés. 

3l. 
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4. Objectif et plan de notre recherche 

L'objectif essentiel de notre recherche a été de mettre en évidence 

l'organisation des protéines contractiles dans le cytoplasme d'Amoeba pnote~. 

Notre travail se subdivise en deux parties: 

1- l'étude de l'influence de toxines, la phalloYdine et la viro~sine,sur le 

cytoplasme démembrané d'Amoeba pnote~; 

2- l'étude de l'influence du pH et de l'ATP sur les structures contractiles 

de cette amibe. 

Et nous expliquerons ici ces deux démarches. 

4.1 Influence de la phalloYdine et de la viro'sine sur le cytoplasme démem­

brané d'Amoeba pnote~ 

Pourquoi la phallo~dine et la viro'sine? 

La phalloYdine est un heptapeptide bicyclique extrait de certaines 

espèces d'Amanit~ (Wieland et Faulstich, 1978). In v~o, ce peptide a la 

propriété remarquable de se lier spécifiquement à la F-actine et de rendre 

cette protéine plus résistante à un grand nombre d'agents physiques ou chimi­

ques. La phalloYdine, ~n v~, protège ainsi la F-actine contre l'action 

des ultra-sons (Dancker et collab., 1976), contre la dénaturation thermique 

(De Vries et collab., 1976), contre la dépolymérisation par les ions chaotro­

piques (Dancker et collab., 1975), la cytochalasine B (Low et Wieland, 1974) 



et la DNAase l (Schafer et collab., 1975), contre 1 'action des protéases (De 

Vries et Wieland, 1978; Pollender et Gruda, 1979) et 1 lattaque oxydante de 

1 'acide osmique ou du permanganate (Gicquaud et collab., 1980) . De plus, la 

phal10fdine accélère ~n v~o la polymérisation de l'actine (Dancker et col­

lab., 1975). 

Or, comme nous l lavons souligné précédemment, la mise en évidence de 
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l 'organisation des protéines contractiles non musculaires, et plus particuliè­

rement de l 'actine cytoplasmique, pose de sérieux problèmes techniques en mi­

croscopie électronique. Rappelons que les fixateurs détruisent les filaments 

d'actine. La phallofdine, en stabilisant les filaments d'actine, pourrait 

donc être un outil de recherche important dans l 'étude de la motilité cellu­

laire, celle des amibes en particulier. 

La viro'sine est un autre peptide toxique extrait d'Ama~ v~o~a . 

Bien que sa structure soit monocyclique, il semble que ce peptide se comporte 

tout-à-fait comme la phallofdine: son activité biologique et son affinité pour 

l 'actine sont très semblables à celles de la phalloYdine (Faulstich et collab., 

1980). Nous avons également étudié l 'action de cette to xine sur le cytoplas­

me démembrané d'Amoeba p~oteU4 . 

Pourquoi le cytoplasme démembra né d'Amoeba p~oteU4 ? 

L'action de la phallofdine ~n v~vo a été peu étudiée à cause de l'im­

perméabilité des membranes cellulaires à ce peptide. Seuls les hépatocytes 

y sont perméables. Dans ces cellules, la phallofdine provoque une polyméri­

sation irréversible de l'actine, ce qui entraîne une altération des fonct ions 

hépatiques sous la dépendance de l'actine : maintien du cytosquelette, vacuo-
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lisation des membranes, sécrétion biliaire (Agostini et collab., 1975a; Agos-

tini et collab., 1975b;Gabbiani et collab., 1975; Tuchweber et Gabbiani, 1975). 

Dans d'autres cellules que 1 'hépatocyte, la phallofdine polymérise également 

1 'actine cytoplasmique ~ condition d'être microinjectée (Wehland et collab., 

1977; Stockem et collab., 1978; Wehland et collab., 1978; G~tz von Olenhusen 

et Wolfarth-Bottermann, 1979). 

Clest à cause de ce problème dl imperméabil ité membranaire que nous 

avons choisi d'étudier 1 1 influence. de la phallofdine sur le cytoplasme démem­

brané d'Amoe.ba pltote./U). Dans ce modèle cellulaire, d'abord mis au point par 

Gicquaud et Couillard (1970), le cytoplasme est directement en contact avec 

le milieu extérieur et il est alors possible d'observer les effets de la 

toxine sur le cytoplasme de cette amibe. 

4.2 Infl uence du pH et de 11 ATP sur 1 es structures contractil es dl Amoè.ba 

Comme nous 1 lavons souligné, les mécanismes contrôlant la contracti-

lité non musculaire demeure.nt peu compris. Taylor et collab. (1973, 1976) 

ont suggéré le rôle modulateur du Ca2+sur la gélification et la contraction 

d'extraits cytoplasmiques d'amibe.s mais Cobbold (1980) a récemment opposé de 

sérieux arguments à la possibi 1 ité dl un tel 'contrôl e -<..Yi. . v'<:vo sans toutefo i s 

en écarter l'hypothèse. Il nous a semblé plausible que la régulation de la 

contracti 1 i té dans Amoe.ba pltot e.uo pui sse impl i'quer dl autres facteurs. Nous 

avons étudié 1 'influence d'une variation de pH et d'une variation dans la 

concentration d'ATP sur 1 'organisation des protéines contractiles dans cette 

cellule puisque ce sont deux facteurs qui s ' étaient montrés tmportants dans 

le contrôle de processus motiles d'autres cellules. 



5. Matériel et méthodes 

5.1 Cultures d'amibes 

Amoeba. pltdteM est culti"vée selon la méthode de Prescott et Carrier 

(1964). Ces cultures proviennent d'un clone établi en 1960 ~ partir d'une 

souche obtenue de General Biological Suppl y House de Chicago (Turtox). Nous 

avons substitué, au milieu de culture de Prescott et Carrier (1964), celui 

de Chalkley dont la composition est la suivante: 

Na Cl 80mg/1, Na H C03 4mg/1, KCl 2mg/l, CaH P04 lmg/l, Na2H P04. 12 H20 

l mg/l . 

Les amibes sont nourries ave.c un petit ci1ié;rUJuihY!ne.nd.pyJUÙ6JuTU:.6, 

deux à trois fois par semaine. Les TetJw.htjme.na. sont cultivés dans une solu­

tion aseptique de protéase-peptone 2%. 

Les cultures d'amibes sont maintenues à la températura de la piêce 

et à l'obscurité afin d'empêcher le. développement d'algues photosynthétiques. 

Les amibes sont soumises à un jeUne de 48 heures avant chaque expé­

rience afin de diminuer le nombre de vacuoles digestives. 

5.2 Phallo~dine 

La phalloYdine est extraite dtAriuin.Ua. v-UtO-6a., récoltée dans le parc 

de la Mauricie (P.Q.), selon la méthode da Yocum et Simrnons (19771 et purifiée 

par chromatographie sur colonne de Séphadex LH 20. 
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5.3 Viro1sine 

La viro1sine est également extraite d'AmanLtav~o~a selon la méthode 

de Yocum et Simmons (1977) et purifiée par HPLC par Gendreau et collab. (1981). 

5.4 Technique de préparation du cytoplasme démembrané d'Amo~ba p~ot~~: 

préparations standard 

Les préparations de cytoplasme démembrané sont réalisées suivant la 

technique de Gicquaud et Couillard (1970). Une centaine de cellules sont 

placées entre lame et lamelle dans le milieu suivant: ATP lmM, Tris 25mM, 

EGTA 0,75mM, MgC1 2 2mM, KCl 20mM, NaCl 2,3mM, pH 7.2. 

En aspirant doucement le liquide avec un papier filtre, on comprime 

les cellules jusqu'à ce que la membrane se rompe. Le cytoplasme s'écoule à 

l'extérieur et ne se disperse pas dans le milieu. Il s 'y produit un ensem­

ble de mouvements suivi d'une contraction du cytoplasme en une masse dense. 

On peut suivre ce processus en microscopie optique. Après l à 2 minutes, on 

retire la lamelle . Une goutte de cytoplasme est transférée sur une grille de 

microscopie électronique recouverte de formvar-carbone et rendue hydrophile 

par traitement au plasmaglow durant 15 à 30 secondes. On colore négative­

ment cette préparation avec l'acétate d'uranium 1% et on l'observe en micros­

copie électronique. 

5. 5 Préparations exposées à la phallo~dine ou à la viroisfne 

Les préparations de cytoplasme démembra né exposé à la phallo~dine ou 
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à la viroYsine sont réalisées dans le milieu de Gicquaud et Couillard (1970) 

auquel on a ajouté l'une ou l'autre toxine à différentes concentrations. Les 

concentrations de phallo'dine utilisées étaient de 2X10-6M, 5X10-6M, 10-5M et 

2X10-5M. Nous avons étudié l'influence de 5X10-6M de viroYsine. La technique 

de préparation est la même que celle décrite ci-haut. 

5.6 Effet d'une variation de pH sur le cytoplasme démembra né d'Amoeba p~ote~ 

Nous avons ajusté le milieu de Gicquaud et Couillard (1970) à diffé-

rents pH , sur une échelle allant de 5.0 à 9.0, et avons réalisé nos prépara-

tions dans ces solutions suivant la même technique de préparation. 

5.7 Effets conjugués du pH et de l'ATP sur le cytoplasme démembra né d'Amoeba 

p~ote~ 

Nous avons utilisé le 2,4-dinitrophénol, agent découplant de la phos­

phorylation oxydative, afin de réduire la concentration d'ATP endogène des 

amibes qui devaient servir dans les préparations de cytoplasme réalisées en 

absence d'ATP. Les cellules sont préincubées dans une solution 10-4M de 2,4-

dinitrophénol durant 3 à 4 heures. Il est alors impossible de rompre la mem­

brane de ces cellules en les comprimant entre lame et lamelle. Nous avons 

utilisé ici un homogénéisateur Potter-Elverhjem pour démembraner le cytoplasme. 

Nous avons ainsi réalisé: 

1- des préparations sans ATP: les cellules sont préincubées dans le DNP 3 à 

4 heures, elles sont lavées et démembranées dans le milieu de Gicquaud et 

Couillard (1970) dépourvu d'ATP, ajusté au pH étudié; 



2- des préparations sans ATP exogène: les cellules sont démembranées dans le 

milieu de Gicquaud et Couillard (1970), dépourvu d'ATP et ajusté au pH 

étudié, sans prétraitement au DNP. 

3- des préparations avec ATP: les cellules sont démembranées dans le milieu 

de Gicquaud et Couillard (1970) ajusté au pH étudié. 

4- des préparations "DNP ... ATP": les cellules sont préincubées dans le DNP 

3 à 4 heures. Elles sont lavées et démembranées dans le milieu de Gic-

quaud et Couillard (1970) ajusté au pH étudié. 

Nous avons également repris ces quatre types de préparations en ajou­

tant 5X10-6M de phalloYdine au milieu de Gicquaud et Couillard (1970). 

5.8 Décoration de l 'actine par l 'HMM 

Nous avons décoré à l 'HMM l 'actine du cytoplasme démembrané d'amibes 

préparé dans le milieu de Gicquaud et Couillard (1970): 

1- dépourvu d 'ATP (Tris 25mM, EGTA O,75mM, MgC1 2 2mM, KCl 20mM, NaCl 2,3mM, 

pH 7.2); 

2- dépourvu d'ATP et auquel on a ajouté 5X10-6M de phalloYdine; 

3- dépourvu d'ATP et auquel on a ajouté 5X10-6M de viroYsine. 

La technique de préparation du cytoplasme démembra né est toujours la 
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même. Le cytoplasme est déposé sur une grille de microscopie. On y ajoute 

une goutte de solution .5mgjml d'HMM. On laisse réagir 30 secondes et on 

colore négativement. 

La myosine a été préparée, à partir du muscle squelettique de lapin, 

d'après une modification de la méthode de Perry (1955) (Grandmont-Leblanc, 

1979) . 

La méromyosine lourde (HMM) a été obtenue à partir de la myosine dis­

soute dans un tampon de KCl 0,5M, Tris HCl O,02M, pH 7.6, d'après la méthode 

décrite par Lowey et Cohen (1962). La protéine est soumise à l'action de la 

trypsine pendant 10 minutes à 250 C, à raison de 50yg de trypsine par ml de 

solution de myosine 15mgjml. La digestion est arrêtée par 100~g d'inhibi­

teur de trypsine par ml de solution de myosine 15mgjml. La solution est 

dialysée contre 20 volumes de tampon phosphate 7X10- 3M pH 7.0, pour préci­

piter la méromyosine légère (LMM), puis centrifugée à 60 OOOg pendant l heu­

re. Le surnageant conti ent la HMt-1. 
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6. Résu1 tats 

6.1 Préparations standard de cytoplasme démembrané 

A- Microscopie optique 

Lorsque la ce11u1~ est comprimée entre lame et lamelle dans le milieu 

de Gicquaud et Coui11ard (1970), à pH 7.2 en présence de 1mM d'ATP, la membra­

ne se déchire en un point permettant ainsi au cytoplasme de s ' écou1er à l'ex­

térieur. Ce cytoplasme démembrané ne se disperse pas dans le milieu, mais de­

meure en une masse compacte à 1 'intérieur de laquelle se produit alors un en­

semble de mouvements. Ces mouvements débutent à la périphérie puis s'étendent 

au cytoplasme entier: certaines parties du cytoplasme sont alors attirées au 

centre de la masse cytoplasmique et 1 Ion observe des mouvements lien fontaine" 

semblables à ceux que 1 Ion note dans le pseudopode de cellules intactes. Le 

cytoplasme se contracte ensuite en une masse plus dense d' où la plupart des 

organites cellulaires sont exclus. L'ensemble des mouvements dure de 2 à 10 

minutes. Nous pensons que ces mouvements représentent une forme élémentaire 

du mouvement amibo~de (Figure 5). 

B- Microscopie électronique 

La Figure 6 montre 1 laspect typique d'une préparation standard de cy­

toplasme démembrané d'Amoeba p~ote~ observée au microscope électronique après 

coloration négative . On y distingue essentiellement trois types de structures 

contractil es: 



FIGURE 5 

41. 

Technique de préparation du cytoplasme démembrané d'Amoeba 

· pJi6:te.w.,. (1) Les cellules sont exposées à la solution stan­

dard de Gicquaud et Couillard: cette solution induit la pi­

nocytose chez les amibes et la membrane cellulaire montre 

de nombreuses invaginations. (2) On compresse ces cellu­

les entre lame et lamelle jusqu'à ce que la membrane se 

rompe. (3) Le cytoplasme s'écoule alors ~ llextérieur, 

dans la solution standard. (4) Le cytoplasme ne se dis­

perse pas mais reste en une masse compacte où l Ion peut 

observer toute une série de mouvements. (5) Le cytoplas-

me se contracte ensuite en une masse plus dense dloù la 

plupart des organites sont exclus. 
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FIGURE 6 

43. 

Aspect typique d'une prêparation standard (pH 7. 2, en prê­

. sence de lmM d'ATP) de cytoplasme dêmembrané d t Aril6e.ba. 

. ·pJi.6;Ce.uo obse.rvêe au mîcroscopeêlectronique après colo­

ration nêgatfve. On y disti'ngue essentiellement trois 

types de structures: fil aments. épa i s, fi 1 aments fi ns et 

filaments de taille intermêdiaire. 
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1- des filaments épais; 

2- des filaments fins; 

3- des filaments de taille intermédiaire. 

Nous avons étudié plus en détail la morphologie de ces trois types 

de filaments. 

Morphologie des filaments épais 

Les filaments épais ont 32nm de diamètre et 0,5 à 0,7 ~m de longueur 

(Figure 6). Chaque filament a une structure bipolaire typique (Figures 7a 

et 7b): on observe des unités globulaires enroulées spiralement aux deux ex­

trémités et la partie centrale est lisse. L'ensemble du filament est généra­

lement torsadé: ils ont l'aspect asymétrique des filaments de myosine isolés 

du muscle lisse et nous pensons qu'il s'agit d'une forme de myosine de l'ami­

be. 

45. 

Gicquaud et Couillard (1971) et Taylor et collab. (1973) avaient an­

térieurement observé des filaments épais dans le cytoplasme démembrané d'Amoeba 

p~ote~. La morphologie de ces filaments se distinguait toutefois de celle que 

nous venons de décrire. Nous avons également retrouvé, dans nos préparations, 

des filaments de myosine morphologiquement identiques à ceux observés par ces 

auteurs (Figure 6, Figures 8a et 8b). Ce sont des filaments bipolaires mais 

on n'y observe plus d'unités globulaires aux extrémités: ils ont un aspect 

effiloché. Nous avons de plus observé quelques filaments à aspect mixte. 

c'est-à-dire portant des unités globulaires à une extrémité et effilochés à 

l'autre extrémité (Fi gure 9). 



FIGURES 7a, 7b 

Filaments de myosine portant des unités globulaires 

observés dans le cytoplasme dlAmoeba p~oteu4 par co­

loration négative. 
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-- a (photo du haut), 41 500 X; -- b (photo du bas), 

94 000 X 
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FIGURES 8a, 8b 

Filaments de myosine de type effiloché observés dans le 

cytoplasme d'Amoeba p~te~ par coloration négative. 

-- a (photo du haut), 63 500 X; -- b (photo du bas), 

94 000 X 





FIGURE 9 Fil ament de myosl~ne à as.pect mixte, C l est-il-di:re portant 

des unHés gl oou1 aires à une extrémité et efH1 Qclié à 

l'autre extrêmîté. 

-- 131 000 X 
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Nous avons voulu vérifier si l 'aspect effiloché de certains filaments 

pouvait être dû à l 'action de protéases cytoplasmiques: clivage des têtes de 

myosine, modifications structurales des molécules de myosine ... Nous avons 

donc laissé "vieillir" (30 minutes) des préparations de cytoplasme démembra­

né avant de les colorer négativement. En laissant agir les protéases. nous 

nous attendions à privilégier ainsi l 'aspect effiloché pour les filaments de 

myosine dans ces préparations. Nous y avons cependant retrouvé les deux types 

morphologiques dans des proportions comparables à celles des préparations 

standard. Nous ne pouvons donc pas attribuer l'aspect effiloché de certains 

filaments de myosine à leur dégradation par des protéases cytoplasmiques. 

Morphologie des filaments fins 

Les filaments fins ont 7nm de diamètre. Ces filaments peuvent être 

décorés en absence d'ATP par la méromyosine lourde (HMM) (Figure 10). Ils 

sont donc composés d'actine. Dans nos préparations standard, c'est-à-dire 

réalisées dans le milieu de Gicquaud et Couillard à pH 7.2 en présence de 

lmM d'ATP, ces filaments d'actine sont rares et même totalement absents sur 

certaines grilles. Fait particulier à souligner, certains filaments d'ac­

tine ne sont pas rectilignes, comme c'est le cas des filaments d'actine mus­

culaire purifiée observés ~n v~o, mais montrent souvent des ramifications: 

ils ont une structure en ligne brisée (Figure 11). En général, dans 70% des 

observations, trois segments de filaments d'actine émergent d'un même point 

de ramification pour former un Y: ces ramifications pourraient être consti­

tuées de deux ou trois filaments d'actine liés entre eux. Dans les autres 

cas, on peut observer quatre segments arrangés en X: on ne peut alors affir­

mer que ces filaments sont liés entre eux puisqu'il pourrait s'agir simplement 



FIGURE la Fil aments dl actine d'Amoe.ba. plt6tè.UA décorés à l' HMM. 

-- 58 000 X 
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FIGURE 11 Filaments d'actine ramifiés observés dans le cytoplasme 

d "Am6è..6a.l?li..ote.U1i après col orati on négati ye. 

--131 000 X 
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de la superposition de deux filaments d'actine sur la grille ou de quelqu'au­

tre artéfact. 

Morphologie des filaments de taille intermédiaire 

Les filaments de taille intermédiaire ont de 10 à l2nm de diamètre 

(Figure 6). A notre connaissance, ce type de filaments n'avait pas été ob­

servé dans le cytoplasme d'amibes avant le présent travail. Leur aspect mor­

phologique (Figures l2a et l2b) s'apparente à celui d'autres filaments de 

taille intermédiaire observés dans diverses cellules (Schlaepfer, 1977a; 

Schlaepfer, 1977b). 

Dans nos préparations, ces filaments sont rectilignes, sans ramifica-

tion Ils semblent constitués de deux protofilaments. Ils sont générale-

ment peu nombreux. On les retrouve parfois à proximité de débris membranai­

res (Figure 13) : cet arrangement suggère une interaction possible de ces fi­

laments avec les membranes. 

Dans ces préparations standard, nous avons également observé 

d'autres structures susceptibles d'être impliquées dans les 

phénomènes motiles de cette amibe 

La Figure 14 montre des structures en forme d'llanneau 'l semblables 

morphologiquement à l'"actin-binding"protéine des macrophages caractérisée 

par Stossel et Hartwig (1975). Taylor et collab. (1976) avaient précédem­

ment souligné la présence de ces structures dans des extraits cytoplasmi­

ques d'Amoeba pho~e~ . On les retrouve sur quasi toutes les micrographies. 



FIGURES l2a, l2b 

Filaments de taille intermédiaire observés dans le 

cytoplasme d'Amoeba p~oteU6 après coloration néga­

tive. 
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-- a (photo du hau-c) , 63 500 X; -- b (photo du bas), 

94 000 X 





FIGURE 13 

._ .•.•. ". , .. ' .=~ . ..,-, ~-----~~~~-IIIIIi!""-

Filaments de taille intermédiaire à proximité de 

débri~ membranaires. 

-- 88 500 X 
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Sur la Figure 14, on peut voir une région particulièrement riche en "anneaux". 

Nous avons également relevé la présence de petits filaments d'environ 

3nm de diamètre (Figure 15). Ils sont parfois arrangés en treillis. Morgan 

et collab. (1967) avaient antérieurement signalé la présence de ce type de 

filaments dans Amoeba pnoteuo. De nombreuses recherches ultérieures sur 

l 'ultrastructure d'Amoeba pnoteuo n'avaient pas confirmé cette observation. 

Nous pensons qu'il peut s'agir ici des mêmes filaments observés par Morgan 

et collab. (1967). 

Enfin, nous avons observé, à quelques reprises, des structures mor­

phologiquement semblables aux filaments d'actine décorés à l 'HMM (Figure 16). 

Ce pourrait être des filaments d'actine cytoplasmique décorés naturellement 

par une myosine monomérique, c'est-à-dire une forme d'actomyosine cytoplas­

mique. 

6.2 Effets de la phallo1dine sur le cytoplasme d'Amoeba pnoteuo 

A- Microscopie optique 

Le cytoplasme démembrané exposé à 2X10-6M et 5X10-6M de phallo1dine 

dans la solution de Gicquaud et Couillard (1970), pH 7.2 en présence de lmM 

d'ATP, montre en microscopie optique des mouvements cytoplasmiques normaux 

comparables à ceux des préparations standard. De plus, les organites cel­

lulaires (noyau, mitochondries, vacuole contractile) conservent un aspect 

normal en microscopie optique. 
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FIGURE 14 Structures en forme dl "anneau Il observées dans le cyto­

plasme dtAm6ê6ap~6têU6 après coloration négative. 

-- 131 000 X 
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FIGURE 15 Petits filaments d'environ 3nm de diamètre observés 

dans le cytoplasme d'Amoeba ~6te~ après coloration 

négative. Ils sont arrangés ici en un treillis. 

-- 58 000 X 

.. t 
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FIGURE 16 

67. 

Structures morphologi quement semb 1 ab l es à des fi. 1 aments 

d'actine décorés à 1 ' HMM, observées dans le cytoplasme 

d'Amoeba ~o~~ après coloration négative. 

-- 88 500 X 
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Par contre, les préparations exposées à de plus fortes concentrations 

de phallo~dine, soient 10-5M et 2X10- 5M, sont fortement affectées. Les cellu­

les sont difficiles à briser. Le cytoplasme qui se répand dans le milieu ne 

montre pas de mouvement. On y observe de nombreuses fibrilles, visibles au 

microscope optique, qui rayonnent de la masse cytoplasmique. Les organites 

cellulaires ne semblent toutefois pas altérés par ces concentrations de toxi-

ne. 

B- Microscopie électronique 

En microscopie électronique, nous n'avons noté aucun effet de la 

phallo~dine à des concentrations plus faibles que 2X10-6M et l'aspect des 

préparations exposées à de telles concentrations de toxine est semblable à 

celui des préparations standard (Figure 17). 

Dans les préparations exposées à 2X10-oM de phallo~dine, les fila­

ments d'actine sont plus nombreux (Figure 18). A 5X10-6M de toxine, on 

observe une prolifération spectaculaire des filaments d'actine (Figure 19): 

ils forment alors des réseaux tridimensionnels à l'intérieur desquels on 

retrouve des filaments de myosine (Figure 20). Dans ces préparations, 

tout comme dans les préparations standard, les filaments d'actine sont 

parfois ramifiés ou en ligne brisée (Figure 21). A quelques reprises, 

nous avons noté la présence de filaments d'actine enchevêtrés dans des 

agrégats de matériel amorphe (Figure 22) ou encore à proximité de débris 

membranaires (Figure 23). 

Dans les préparations exposées à de plus fortes concentrations de 



FIGURE 17 Préparation de cytoplasme démembrané exposé! des 

concentrations de phalloYdine plus faibles que 

2X10-6M, ! pH 7.2 en présence de lmM d'ATP. 

-- 88 500 X 
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FIGURE 18 Préparation de cytoplasme démembrané exposé à une 

concentration de 2X10-6M de phalloTdine, à pH 7.2, 

en présence de lmM d'ATP. 

-- 88 500 X 
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FIGURE 19 Préparation de cytoplasme démembrané expose a une 

concentration de 5Xl0-6M de phalloYdine, à pH 7.2, 

en présence de lmM d'ATP. On observe ici, à faible 

grossissement, une prolifération spectaculaire des 

filaments d ' actine. 

-- 20 500 X 

.' . -.... ; ..... -- .... 
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FIGURE 20 Préparation de cytoplasme démembrané expose a une 

concentration de 5X10-6M de phallo~dine, à pH 7.2, 

en présence de lmM d'ATP. Les filaments d'actine 

sont arrangés en réseau tridimensionne1. 

-- 88 500 X 
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FIGURE 21 

78. 

Filaments d'actine ramifiés dans une préparation de 

cytoplasme démembrané exposé ~ la phalloTdine (SX10-6M), 

~ pH 7.2 en présence de lmM d'ATP. 

--131000 X 





FIGURE 22 Filaments d'actine enchevêtrés dans des agrégats de 

matériel amorphe, observés dans une préparation ex­

posée à la phallo1dine (5xlO-6M), à pH 7.2 en présen­

ce de lmM d'ATP. 

-- 88 500 X 
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Figure 23. Filaments d'actine à proximité de débris membranaires 

observés dans une préparation exposée à la phalloTdine 

(5xlO-6M), à pH 7.2 en présence de lmM d'ATP. 

-- 88 500x 
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toxine, soient la M et 2X10 M, la prolifération des filaments d'actine 

s'accentue davantage. On y observe toutefois une réorganisation de ces 

filaments: ils ont tendance à s'agréger pour former des fibrilles de plu­

sieurs ~m de largeur (Figures 24 et 25). Nous croyons que ces fibrilles 

sont celles que nous avons observées au microscope optique. Elles sont 

parfois si épaisses et compactes qu'il n'est plus possible, en général, 

d'en distingûer la structure fine au microscope électronique après colo-

ration négative (Figure 26). 

Le Tableau 1 résume l'influence de la phalloYdine sur le cyto-

plasme démembrané d'Amoeba p~oteuo . Cette action est spécifique à l'ac-

tine. Nous n'avons noté aucun effet de la toxine sur les filaments de 

myosine ou sur les filaments de taille intermédiaire, en microscopie 

électronique. 

6.3 Effets de la viro~sine sur le cytoplasme d'Amoeba p~oteU6 

Nous avons exposé le cytoplasme démembrané d'Amoeba p~oteU6 à une 

autre toxine, la viro'sine. Nous avons utilisé une concentration de 5X10-6M 

de viro'sine dans la solution de Gicquaud et Couillard (1970), c'est-à-dire 

à pH 7.2 en présence de lmM d'ATP. 

A- Microscopie optique 

En microscopie optique, les préparations exposées à 5X10-6M de viro­

'sine se "comportent " différemment du cytoplasme démembrané exposé à la même 

concentration de phalloYdine. Dès que la membrane est rompue, le cytoplasme 
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FIGURE 24 Préparation de cytoplasme démembrané exposé à une 

concentration de 2X10-5M de phalloYdine, à pH 7.2, 

en présence de lmM d'ATP. Ici, à faible grossisse­

ment, on observe la présence de fibrilles. Ces fi­

brilles sont en partie constituées de filaments 

d'actine arrangés parallèlement. 

-- 20 500 X 
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FIGURE 25 

87. 

Préparation de cytoplasme démembrané exposé ~ une con­

centration de 10-5M de phallo?dine, à pH 7.2, en pré­

sence de lmM d'ATP. Les filaments d'actine sont ar-

rangés parallèlement en faisceaux. 

-- 88 500 X 





FIGURE 26 Préparation de cytoplasme démembrané exposé à une 

concentration de 2X10~5M de phallofdine, à pH 7.2, 

en présence de lmM d'ATP. Les filaments d'actine 

sont arrangés parallèlement en faisceaux. 

-- 88 500 X 
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TABLEAU 1 Action de la phalloYdine sur le cytoplasme d'Amo~ba p~ot~~, 

a pH 7.2 en prêsence de lmM d'ATP. Dans les prêparations 

non exposêes ~ la phalloYdine (prêparations standard ), les 

filaments d' actine sont rares et nous observons des mouve-

ments cytoplasmiques dans ces prêparations en microscopie 

optique. Quand le cytoplasme est exposê a une concentra-
-6 6 tion de 2X10 M ou 5X10- M, les filaments d'actine sont 

nombreux et s'arrangent en rêseaux tridimensionnels; en 

microscopie optique, les mouvements cytoplasmiques sont 

homologues a ceux des prêparations standard. A des con­

centrations plus êlevêes de toxine, lO-5M et 2X10-5M, les 

filaments d'actine sont très nombreux et sont arrangês de 

façon parallèle en faisceaux; on n'observe pas de mouve-

ment cytoplasmique, en microscopie optique, dans ces prê-

parations. 
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ACTION DE LA PHALLOïDINE SUR LE CYTOPLASME D'AMOEBA PROTE US 
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s'écoule beaucoup plus rapidement à l 'extérieur de la cellule. Les mouvements 

cytoplasmiques prennent place immédiatement et sont très violents. Les organi­

tes conservent néanmoins leur aspect normal. 

B- Microscopie électronique 

En microscopie électronique, nous avons observé dans ces préparations, 

tout comme dans le cytoplasme exposé à la phallo?dine, une prolifération évi­

dente des filaments d'actine (Figure 27). L'action de la viro1sine semble ce­

pendant plus faible que celle de la phallo?dine à la même concentration (Figu­

re 28). Les préparations exposées à 5X10-6M de viroYsine sont généralement 

comparables à celles réalisées en présence de 2X10-6M de phallo?dine. 

Dans ces préparations, comme dans celles exposées à la phallo?dine: 

certains filaments d'actine sont ramifiés (Figure 29); 

on retrouve des filaments d'actine à proximité des débris membranaires 

(Figures 30a et 30b); 

- on observe parfois des agrégats de matériel amorphe dans lesquels sont em­

mêlés des filaments d'actine (Figure 31). 

L'action de la viro~sine est également spécifique à l'actine. Nous 

n1avons remarqué aucun effet de la toxine sur les autres structures contrac-

tiles du cytoplasme d'Amoeba pnot euo. 

6.4 Décoration des filaments d'actine à la méromyosine lourde (HMM) 



FIGURE 27 Préparation de cytoplasme démembrané exposé à une 

concentration de 5X10-6M de viro'sine, à pH 7.2, en 

présence de lmM d'ATP, à faible grossissement. 

-- 38 500 X 
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FIGURE 28 Préparation de cytoplasme démembrané exposé à une 

concentration de 5Xl0-6M de virois~ne, à pH 7.2, en 

présence de lmM d'ATP. 

-- 88 500 X 
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FIGURE 29 Filaments d'actine ramifiés observés dans une prépa­

ration exposée à 5X10-6M de viroTsine, à pH 7.2, en 

présence de 1mM d'ATP. 

-- 131 000 X 
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FIGURES 30a, 30b 

Filaments d'actine à proximité de débris membranaires 

observés dans une préparation exposée à 5X10-6M de vi ­

rofsine, à pH 7.2, en présence de lmM d'ATP. 

-- a (photo du haut), 28 000 X; -- b (photo du bas), 

63 500 X 





FI GURE 31 Filaments d'actine enchevêtrés dans des agrégats de 

matériel amorphe? observés dans une préparation ex­

posée à 5X10-6M de virofsine, à pH 7.2, en présence 

de 1mM d'ATP. 

-- 58 000 X 
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La décoration à l IH~lM est une technique abondamment utilisée pour 

identifier spécifiquement l lactine dans les cellules non musculaires. Elle 

peut également servir à déterminer la polarité des filaments d1actine. 

La décoration à l IHMM se fait en absence dIATP. Nous avons donc 

vérifié, en un premier temps, l leffet de la suppression de l IATP dans le 

milieu de Gicquaud et Couillard (1970) à pH 7.2, sur le cytoplasme démem-

brané dlAmoeba p~oteU6: 

- en microscopie optique, le cytoplasme démembra né à pH 7.2 sans ATP exo-

gène montre des mouvements qualitativement homologues à ceux des prépa-

rations standard (pH 7.2, lmM dIATP); 

- en microscopie électronique, l laspect de ces préparations est le même 

que celui des préparations standard. 

Nous avons alors traité à lIHMM: 

1- le cytoplasme démembrané dans le milieu de Gicquaud et Couillard (1970), 

sans ATP; 

-6 le cytoplasme démembrané dans ce milieu sans ATP mais contenant 5X10 M 

de phallo1dine; 

3- le cytoplasme démembrané dans ce milieu sans ATP mais contenant 5X10-6M 

de viroTsine. 
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L'observation de ces préparations en microscopie électronique a mon­

tré que: 

1- dans le cytoplasme démembrané sans ATP, dans les conditions standard, 

l 'HMM induit la polymérisation de 1 'actine et décore ainsi de nombreux 

filaments d'actine; 
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2- dans le cytoplasme démembrané exposé à 5X10-6M de phallo?dine ou à 5X10-6M 

de viroTsine, la décoration ~ 1 'HMM n'est pas modifiée par ces deux toxi-

nes; 

3- ces diverses préparations ont toutes le même aspect et on ne peut donc les 

distinguer les unes des autres après traitement à 1 'HMM. 

La Figure 32 montre l'aspect typique de ces préparations traitées à 

1 'HMM, à faible grossissement. Nous y avons observé à la fois des filaments 

d'actine ramifiés et des filaments accolés à des débris membranaires. Nous 

avons pu établir la polarité de ces filaments. Ainsi, dans le cas des fi­

laments ramifiés,les Y sont formés par l'interaction de deux filaments. Le 

plus long filament, que nous appellerons filament principal, montre une 

seule polarité sur toute sa longueur. Le second filament, plus court, 

constitue une ramification. En général (75% des observations où cette 

polarité est évidente), les têtes de flèches du second filament pointent 

vers son point d'attachement sur le filament principal (Figure 33). Quant 

aux filaments à proximité des membranes. les résultats sont équivoques: 

on observe autant de filaments dont la polarité est orientée vers ces débris 

que de filaments dont la polarité s'éloigne de ces structures membranaires 



FIGURE 32 Aspect typique d'une préparation traitée à 1 ' HMM, à 

faib1e grossissement. 

-- 20 500 X 

.. 
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FIGURE ·33 Polarité des filaments dractine ramifiés, décorés à 

l'HMM. 

-- 58 000 X 
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(Figure 34). Nous ne pouvons donc pas établir si ces filaments sont attachés 

aux débris membranaires. 

Dans les préparations traitées a l'HMM, nous n1avons pas observé de 

filaments intermédiaires. Les filaments de myosine y sont également rares. 

Nous y avons noté d1 autre part la présence de nouvelles structures: elles 

ont la forme de gros bâtons (60 a 300nm de diamètre) de longueur variable 

et elles semblent interagir avec 1es filaments d'actine (Figures 35a,35b). 

Quelques micrographies laissent croire que ces "bâtons" puissent être cons­

titués de filaments de myosine agrégés côte-a-côte et/ou bout-a-oout (Figu­

re 36). 

6.5 Effet d'une variation de pH sur le cytoplasme démembra né d'Amoeba 

pftotelL6 

Nous avons préparé du cytoplasme démembrané dans le milieu de Gic­

quaud et Couillard ajusté à différents pH ,de 5.0 a 9.0, en présence de lmM 

d'ATP. 

A- Microscopie optique 

A des pH inférieurs a 6.2, le cytoplasme démembra né est dépourvu de 

mouvement. A pH 6.2, les mouvements cytoplasmiques sont, au contraire, très 

violents. Ces mouvements ralentissent progressivement aux pH 6.6 et 7.0. 

A des pH plus élevés, 7.4, 7.8 et 8.2, les cellules deviennent difficiles 

a briser et les mouvements cytoplasmiques sont de plus en plus lents. A pH 

8.2, on n'observe que très peu de mouvement. Au-dela de pH 8.2, on arrive 

difficilement a rompre les membranes cellulaires et, quand on y parvient, 
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FIGURE 34 Polarité de filaments d'actine à proximité de débris 

membranaires, décorés à l'HMM. 

-- 58 000 X 
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FIGURES 35a, 35b 

Structures en bâtons de diamètre et longueur variables 

observées dans 1 es préparations traitées à 11 HMM. Ces 

structures semblent parfois interagir avec les filaments 

dlactine. 

-- a (photo du haut), 14 500 X; -- b (photo du bas), 

41 600 X 





FIGURE 36 Structures en bâtons observées dans 1es préparations 

traitées: à l'(tMM. Ici, ces "bâtons " semb1ent cons­

titués de filaments de myosine agrégés côte~à-côte 

et/ou bout-à-bout. 

-- 58 000 X 
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on n'observe plus de mouvement. 

B- Microscopie électronique 

Lors de l'observation de ces diverses préparations en microscopie élec­

tronique, nous avons noté: 

qu'à des pH inférieurs à 6.2, le matériel contractile n'est pas bien conser­

vé; les filaments d'actine sont courts et les filaments de myosine sont mal 

colorés; seuls les filaments intermédiaires semblent résister à l'action de 

ces pH . 

qu'à pH 6.2, les filaments d'actine sont très nombreux et tendent à former 

des réseaux tridimensionnels. Ces réseaux sont fréquemment associés à des 

agrégats de matériel amorphe (Figures 37a, 37b). 

Nous avons relevé, à plusieurs reprises, la présence de petits fila­

ments de 3 à 4 nm et filaments de taille intermédiaire à l'intérieur de ces 

réseaux (Figure 38). Nous n'y avons toutefois observé que très rarement des 

filaments de myosine: ils sont généralement associés à un autre type de ré­

seaux de filaments d'actine que nous qualifierons de réseaux libres (Figure 

39) . 

qu'aux pH 6.6 et 7.0, les filaments d'actine deviennent progressivement 

plus rares et, par conséquent, l'arrangement en réseaux est de moins en 

moins fréquent. A pH 7.0, les préparations ont l'aspect des préparations 

standard réalisées à pH 7.2 en présence d'ATP. 
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FIGURES 37a, 37b 

Préparations de cytoplasme démembrané réalisées ~ pH 

6.2, en présence de lmM dIATP. Les filaments d1actine 

sont nombreux et arrangés en réseaux tridimensionnels. 

-- a (photo du haut), 63 500 X; -- b (photo du bas), 

63 500 X 





FIGURE 38 Pré~ence de filaments de taille intermédiaire et de 

petits filaments de 3 à 4 nm à l'intérieur des réseaux 

d'actine observés à pH 6.2, en présence de lmM d'ATP. 

-- 88 500 X 
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FIGURE ·39 Filaments de myosine observés dans les préparations 

de cytoplasme démembrané réalisé à pH 6.2, en pré­

sence de lmM d'ATP; réseaux "libres" de filaments 

d'actine. 

-- 58 000 X 
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qu'à des pH supérieurs à 7.2 7.4, 7.8 et 8.2 les filaments d'acti-

ne redeviennent plus nombreux et s'arrangent principalement en faisceau x de 

filaments parallèles (Figure 40). On n'observe que quelques rares réseaux 

tridimensionnels d'actine dans ces préparations. L'arrangement parallèle 

des filaments d'actine s'accentue de 7.4 à 8.2. 

A pH 8.2, nous avons observé à plusieurs reprises, un grand nombre 

de particules globulaires à proximité de filaments intermédiaires (Figure 41) . 

Ces particules ne semblent pas arrangées de façon aléatoire: elles sont sou­

vent alignées. 

qu'à des pH supérieurs à 8.2, les filaments d'actine et de myosine sont 

mal préservés alors que les filaments intermédiaires conservent leur as­

pect habituel. 

Nos observations nous permettent donc de conclure que le pH influence 

l ' état de polymérisation de l 'actine dans le cytoplasme d'Amoeba p~ote~ . Le 

Tableau 2 résume l'influence d'une variation de pH sur le cytoplasme démembra­

né en présence de lmM d'ATP. 

6.6 Effet de l 'ATP sur le cytoplasme d'Amoeba p~ote~ 

Nous avons étudié l'influence de l 'ATP sur le cytoplasme d'Amoeba 

p~ote~ à différents pH , c'est-à-dire à pH 6.2, 7.2 et 8.2. Dans certaines 

préparations, nous avons utilisé le 2,4-dinitrophénol, agent découplant de la 

phosphorylation oxydative, afin de diminuer la concentration d'ATP endogène. 
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FIGURES 40a, 40b 

Préparations de cytoplasme démembrané réalisées à pH 

8.2, en présence de lmM d'ATP. Les filaments d'actine 

sont nombreux et s'arrangent parallèlement. 

-- a (photo du haut), 63 500 X; -- b (photo du bas), 

63 500 X 





FIGURE 41 Filament intermédiaire entouré d'un grand nombre de 

particules globulaires, observé à pH 8.2, en présence 

de lmM d'ATP. Ces particules sont souvent alignées. 

-- 131 000 X 
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TABLEAU 2 Influence d'une variation de pH sur le cytoplasme d'Amoeba 

p~ote~ en présence de lmM d'ATP. A pH 7. 2, comme dans les 

préparations standard, les filaments dtactine sont rares 

et nous observons des mouvements dans ces préparations en 

microscopie optique. Quand le cytoplasme est préparé à pH 

6.2, les filaments d'actine sont nombreux et forment des 

réseaux tridimensionnels; l Ion observe, en microscopie op­

tique, des mouvements cytoplasmiques violents. A pH 8.2, 

les filaments d'actine sont également nombreux mais ils 

slarrangent principalement en faisceaux de filaments pa­

rallèles; on n'observe que très peu de mouvement dans ces 

préparations en microscopie optique. 
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INFLUENCE D'UNE VARIATION DE PH SUR LE CYTOPLASME D'AMOEBA PROTEUS 

pH 6,2 7,2 8,2 

MICROSCOPIE OPTIQUE MOUVEMENTS MOUVEMENTS MOUVEMENTS 
VIOLENTS NORMAUX LENTS 

RESEAUX FAISCEAUX 
MICROSCOPIE TRIDIMEN- RARES DE FILAMENTS SI ONN ELS DE FILAMENTS ELECTRONIQUE FILAMENTS D'ACTINE PARALLELES 

D'ACTINE D'ACTINE 

RÉSEAUX FAISCEAUX 

r/ 

pH 6.2 (1mM ATP) pH 8.2 (1mM ATP) 

.. . . . . . . .... /. . ,.-. . . 
: :. y.:" :~: . . .. 

. . 1.· • 1: 

pH 7.2 (1mM ATP) 



Nous avons donc préalablement observé le IIcomportement moti.1e u 

d'Amoe.ba. pltote.tL6, c'est-~-dire la morphologie cellulaire et le mouvement 

de cette ami be, sous l' e.ffet du 2 ,4-dinitrophéno 1 10-4M afin de détenni ner 

la période d'incubation nécessaire pour diminuer 1 'ATP endogène de ces cel­

lules. 

A- Effet du 2,4-dinitrophéno1 (DNP) sur le comportement moti1e. 

d'Amoe.ba. pltote.U6 

Quand 1 es ami bes sont exposées ~ une. concentration 1O-4M de DNP, 

1 Ion observe des changements dans leur comportement moti1e. Ces change­

ments sont très semblables ~ ceux notés par Smith et co11ab. (1979) dans 

une étude sur les effets de l'anaérobiose et des inhibiteurs métaboliques 

sur la motilité d' Am6e.ba.pIt6te.U6. La Figure 42 résume ces changements. 

Après 3 heures d'incubation, environ 60% des amibes restent fixées au 

substrat: elles ont cependant pris une forme allongée, monopodia1e. Les 

autres (40%) cellules flottent dans la solution: leur forme est irréguliè­

re. Après 10 heures d'incubation, toutes les cellules sont détachées du 

substrat: environ 50% des cellules ont une forme arrondie, les autres ont 

coriservé une forme irrégulière. De plus 80% de ces cellules, incubées 

10 heures, montrent des changements cytoplasmiques importants: le cyto­

plasme s'agrège en une masse dense pour ne plus occuper quI une petite ré­

gion de la cellule. 

Il devient impossible de briser les amibes entre lame et lamelle 

après une incubation de plus de 3 heures dans le DNP, 10-4M. Les effets 

du DNP, d'autre part, n'étant pas évidents avant cette période d'incubation, 
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FIGURE 42 Représentation schématique des changements dans le com­

portement motile d'Amoeba p~o~e~ sous l 'effet du 2,4-

dinitrophénol: 0 heure, cellules témoins; 3 à 10 heures 

d'incubation, 60% des cellules restent ancrées au sub­

strat et ont une forme allongée monopodiale, 40% des 

cellules flottent dans le milieu et ont une forme ir­

régulière; après 10 heures d'incubation, toutes les 

cellules sont détachées du substrat: elles ont une 

forme arrondie ou irrégulière et 80% de ces cellules 

montrent des changements cytoplasmiques importants. 
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nous avons alors brisé les cellules au potter pour étudier l 'influence de la 

concentration d'ATP sur les structures contractiles d ' Am6eba ~ote~. Nous 

n1avons donc pas pu observer les mouvements cytoplasmiques de ces préparations 

en microscopie optique. 

B- Influence de 1 'ATP sur des préparations de cytoplasme réalisées aux 

pH 6.2, 7.2 et 8.2 

Nous avons préparé du cytoplasme démembra né aux pH 6.2, 7.2 et 8.2: 

1- sans ATP: -4 les cellules sont préincubées 3 heures dans 10 M DNP et bri-

sées dans le milieu de Gicquaud et Couillard (1970) dépourvu 

d'ATP. 

2- sans ATP exogène: 

les cellules sont brisées dans le milieu de Gicquaud et 

Couillard (1970) dépourvu d'ATP. 

3- avec ATP: le cytoplasme est préparé dans le milieu de Gicquaud et 

Couillard (1970), c'est-à-dire en présence de lmM ATP. 

4- avec ATP exogène: 

les cellules sont préincubées 3 heures dans 10-4M DNP et 

brisées dans le milieu de Gicquaud et Couillard (1970) en 

présence de lmM ATP. 



1- Influence -de - l 'ATP sur des préparations à pH 6.2 

A pH 6.2, l'absence d'ATP (dans le cytoplasme des cellules préincubées 

au DNP) oU de faibles concentrations d'ATP (dans le cytoplasme des cellules 

brisées sans ATP exogène) favorisent l 1 arrangement parallèle des filaments 

d'actine: l Ion observe de nombreux faisceaux dans les préparations sans ATP 

(Figures 43a, 43b) et de petits agrégats dans le cytoplasme préparé sans ATP 

exogène (Figures 44a, 44b). Le cytoplasme préparé sans ATP exogène montre 

très peu de mouvements en microscopie optique. 

Quand le cytoplasme est préparé en présence de lmM d'ATP exogène (ce­

la correspond aux préparations précédemment décrites au sous-chapitre 6.5, 

Figures 37a et 37b), les filaments d'actine sont arrangés en réseaux tridi­

mensionnels et l Ion observe des mouvements violents, en microscopie optique. 

Dans le cytoplasme de cellules préincubées dans lO-4M DNP durant 3 

heures mais que 1 Ion a brisées en présence de lmM d'ATP exogène, les fila­

ments sont arrangés de façon parallèle soit en faisceaux ou encore en petits 

agrégats (Figures 45a, 45b). 

A pH 6.2, nous nlavons noté aucun effet de 1 'ATP sur les filaments 

de myosine et les filaments de taille intermédiaire: ils conservent leur 

morphologie habituelle. 

11- Influence de l 'ATP sur des préparations a pH 7.2 

Nous nlavons noté aucun effet de 1 'ATP sur le cytoplasme préparé à 

pH 7.2. L'aspect de ces préparations demeure celui que nous avons décrit au 
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FIGURES 43a, 43b 

Préparations de cytoplasme démembrané réalisées à pH 

6.2, en absence d'ATP. Les filaments d'actine sont 

nombreux et sont arrangés parallèlement en faisceaux. 

-- a (photo du haut), 63 500 X; -- b (photo du bas), 

63 500 X 
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FIGURES 44a, 44b 

Préparations de cytoplasme démembrané réalisées à pH 

6.2 sans ATP exogène. Les filaments d'actine sont 

arrangés en petits agrégats de filaments parallèles. 

--a (photo du haut), 63500 X; --b (photo du bas ) , 

63 500 X 





FIGURES 45a, 45b 

Préparations de cytoplasme démembrané des cellules 

préi ncubées au DNP et que lion a bri sées en présence 

de lmM d'ATP exogène, à pH 6.2. Les filaments d'ac­

tine sont arrangés, soit en faisceaux ou encore en 

petits agrégats. 
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-- a (photo du haut), 63 500 X; -- b (photo du bas), 

63 500 X 





sous-chapitre 6. l, pour les préparations standard. 

III- Influence de l'ATP sur des préparations à pH 8.2 

A pH 8.2, l 'ATP a également un effet sur l 1 arrangement de l'actine. 

En absence d'ATP, nous avons observé de très nombreux filaments d'actine 

(Figure 46): ces filaments s'organisent en réseaux tridimensionnels (Fi­

gures 47a, 47b). Sans ATP exogène, on retrouve également ce mode d'ar­

rangement en réseaux (Figures 48a, 48b) et l Ion peut observer, en micros­

copie optique, des mouvements cytoplasmiques violents dans ces prépara­

tions. 

En présence de lmM d'ATP exogène, tel que Drécédemment décrit au 

sous-chapitre 6.5, les filaments s'agrègent parallèlement en faisceaux 

(Figures 40a, 40b) et lion n'observe plus, en microscopie optique, de mou­

vement dans le cytoplasme réalisé dans ces conditions. 

Dans le cytoplasme des cellules préincubées dans lO-4M DNP et bri­

sées en présence d'ATP exogène, nous y avons observé de petits agrégats de 

filaments parallèles (Figures 49a, 49b). 

A pH 8.2, nous nlavons noté aucun effet de la concentration d'ATP 

sur les filaments de myosine. Nous avons d'autre part observé à nouveau 

de nombreuses particules globulaires alignées à proximité de filaments dans 

les préparations avec ATP (Figure 50a) ou encore dispersées dans les pré­

parations sans ATP exogène (Figure 5Gb). 
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FIGURE '46 Préparatlon de cytoplasme démembrané réa11sée a pH 8.2, 

en absence"d'ATP. Les filaments d'actine et de myosine 

sont très nombreux. 

-- 20 500 X 
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FIGURES 47a, 47b 

Préparations de cytoplasme démembrané réalisées à pH 

8.2, en absence d'ATP. Les filaments d'actine sont 

nombreux et sont arrangés en réseaux tridimensionnels. 

-- a (photo du haut), 63 500 X; -- b (photo du bas), 

63 500 X 





FIGURES 48a, 48b 

Préparations de cytoplasme démembrané réalisées à pH 

8.2 sans ATP exogène. Les filaments d'actine sont 

nombreux et sont arrangés en réseaux tridimension­

nels. 

147. 

-- a (photo du haut), 63 500 X; -- b (photo du bas), 

63 500 X 





FIGURES 49a, 49b 

Préparations de cytoplasme démembrané des cellules 

préi ncubées au DNP et que lion a bri sées en présence 

de lmM d'ATP exogène, a pH 8.2. Les filaments d ' ac­

tine sont arrangés parallèlement en agrégats. 
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--a (photo du haut), 63500 X; --b (photo du bas), 

63 500 X 





FIGURES 50a, 50b 

Particules globulaires observées dans le cytoplasme 

d'Amoeba p~oteU6, à pH 8.2. Ces particules sont gé­

néralement alignées à proximité de filaments dans 

les préparations avec ATP (a) ,alors qu10n les 

retrouve dispersées dans le cytoplasme des prépara­

tions sans ATP exogène (b). 
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-- a (photo du haut), 28 000 X; -- b (photo du bas), 

41 600 X 





c- Influence de la phallo~dine sur des préparations réalisées aux pH 6.2, 

7.2 et 8.2, avec ou sans ATP 

Nous avons réalisé les mêmes préparations en présence de 5X10-6M de 

phallo'dine (voir matériel et méthodes). 

I- Influence de la phallofdine sur des préparations réalisées à pH 6.2, 

avec ou sans ATP 

Tout comme pour les expériences sans phallo'dine, nous avons mené 

nos observations sur des préparations réalisées sans ATP (cellules préin­

cubées dans DNP, 10-4M), des préparations réalisées sans ATP exogène, des 

préparations réalisées en présence d'ATP et des préparations réalisées 
. 4 

en présence d'ATP exogène (cellules préincubées dans DNP, 10- M). 

Les résultats correspondent à ceux obtenus en absence de phalloYdine: 

sans ATP: faisceaux de filaments d'actine parallèles 

sans ATP exogène: agrégats de filaments d'actine parallèles 

avec ATP: réseaux tridimensionnels d'actine 

avec ATP exogène: faisceaux ou agrégats de filaments d'actine parallèles. 

Les différents modes d'agrégation induits par les changements dans 

la concentration d'ATP sont maintenus et parfois renforcés par une proli-

fération des filaments d'actine. L'action de la phallo'dine n'est toutefois 

pas aussi évidente à pH 6.2 que sur les préparations standard . 

153. 



154. 

11- Influence de la phallo'dine-'sur des préparations réalis@es a pH 7.2, -

avec ou sans ATP 

L'action de la phalloTdine (5X10-6M) n'est pas modifiée par les 

changements dans la concentration d'ATP et l'on observe alors une prolifé­

ration des filaments d'actine qui s'arrangent en réseaux tridimensionnels, 

telle que nous l'avons décrite au sous-chapitre 6.2. 

111- Influence de la phallo'dine sur des préparations réalisées a pH 8.2, 

avec ou sans ATP 

A pH 8.2, les modes d'arrangements de l'actine, induits par les 

changements dans la concentration d'ATP, sont maintenus et généralement 

accentués par une plus grande quantité de filaments dans les préparations 

exposées à 5X10-6M de phalloTdine. L'action de la phallofdine est cepen­

dant, tout comme à pH 6.2, beaucoup plus discrète que celle observée sur 

les préparations à pH 7.2. 

0- Conclùsion 

Nos résultats montrent que le pH et l'ATP influencent, de façon 

conjuguée, l'état de polymérisation de 1 'actine dans le cytoplasme d'Amoeba 

~ote~. Le Tableau 3 résume l'influence du pH et de l'ATP sur le cyto­

plasme de cette amibe. 

Il est important de souligner que cette influence se traduit qua l i­

tativement par la réorganisation des filaments d'actine d'un état de polymé­

risation dominant en un autre état de polymérisation dominant, c'est-à-dire 



TABLEAU 3 Action conjuguée du pH et de llATP sur le cytoplasme 

d 1 Amcié.bd.y.JJi6te.uo. Ces deux facteurs influencent de 

façon conjuguée l'état de polymérisation de l'actine 

cytoplasmique. 

155. 



ACTION CONJUGUEE DU PH ET DE L'ATP SUR LE CYTOPLASME D'A MO EB A PROTE US, 

pH 

ATP 

SANS ATP 

RÉSEAUX 

6,2 

RESEAUX TRIDI­
MENSIO NN ELS DE 

FILAMENTS 
D'ACTINE 

7,2 8,2 

FAISCEAUX DE 
RARES FILAMENTS FILAM ENTS PARAL-

D'ACTINE LELES D'ACTINE 

FAISCE A~X DE RES EAUX TRIDI-
FILAMENTS PARAL - RARE~ FILAMENTS MENS l O~lNELS DE 
LE LES D' ACTINE D AC1INE FILAMENTS 

D'ACTI NE 

FAISCEAUX 

1/ 
J 

pH 6.2 avec ATP 
pH 8.2 sans ATP 

pH 8.2 avec ATP 
pH 6.2 sans ATP 

" """""~:" f:"/" " " " 
" ""~:- /" " . . .. . ... . 

" "\ " " / "" . .. ... . . ..... .. 
pH 7.2 avec ou sans ATP 



par exemple : 

à pH 6.2 sans ATP ou sans ATP exogène, le mode dominant d'organisation est 

l'arrangement parallèle des filaments d'actine; nous avons observé à quel-

ques reprises des filaments arrangés en réseaux tridimensionnels. 

- à pH 6.2 avec ATP, les filaments d'actine sont essentiellement arrangés 

en réseaux; on observe quelques rares agrégats parallèles de filaments 

d'actine. 

Les expériences menées avec la phallofdine montrent de plus que 

cette toxine n'induit pas une prolifération anarchique de l'actine mais 

bien qu'elle déplace un équilibre G-actine( } F-actine déjà existant dans 

la cellule . A pH 7.2, quelle que soit la concentration d'ATP, on observe 

peu de filaments d'actine: on peut alors supposer que l'actine soit essen­

tiellement sous une forme monomérique ou encore sous forme de petits oligo­

mères. La phalloTdine à une concentration de 5X10-6M induit, dans ces pré-

parations, une prolifération spectaculaire des filaments d'actine: ces fi­

laments s'arrangent en réseaux tridimensionnels. A pH 6.2 et pH 8.2, les 

filaments d' ac tine sont nombreux, quelle que soit la concentration d'ATP: 

l'organisati on de ces filaments varie d'autre part avec la concentration 

d'ATP. A ces pH ,la phall01dine à une concentration de 5X10-6M ne provo-

que pas une prolifération spectaculaire: elle ne fait qu'accentuer les 

arrangements dominants induits par la présence ou l'absence d'ATP. 
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7. Discussion 

7.1 Avantages et inconvénients dlutiliser le cytoplasme démembrané d'Amoeba 

~ot~ comme modèle cellulaire 

Avant de mener une discussion sur les résultats que nous venons de 

présenter, il est essentiel de mettre en relief les avantages et également 

les limites du système que nous avons étudié. Le cytoplasme démembra né 

dlAmoeba p~ote~ constitue en fait un système intermédiaire entre les étu­

des biochimiques des composantes cellulaires purifiées et les observations 

faites sur des cellules intactes. 

Ce modèle cellulaire présente des avantages: 

a- la préparation du cytoplasme démembrané ne nécessite pas de prétraite­

ments chimiques importants, contrairement à la préparation des cellules 

pour les coupes fines par exemple; 

b- le cytoplasme démembra né est un système cellulaire dont on nlextrait 

aucune composante cytoplasmique: il représente, dlun point de vue bio­

chimique, un système très près de celui qui existe ~ v~vo; 

c- les structures contractiles sont préservées et demeurent fonctionnelles 

puisqulelles sont capables de générer des mouvements cytoplasmiques; 

d- dans le cytoplasme démembrané, il nly a plus la barrière perméable qulest 

la membrane cellulaire: on peut donc facilement contrôler et étudier les 
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conditions chimiques nécessaires à la contractilité et au mouvement cel­

lulaire. 

Ce modèle cellulaire comporte également des inconvénients: 

a- les amibes sont comprimées entre lame et lamelle ou encore sont écrasées 

au patter; ce traitement mécanique est drastique et détruit probablement 

l 'organisation globale du cytoplasme de ces cellules; on ne peut donc 

étudier la localisation intracellulaire des structures contractiles; 

b- toutes les observations menées sur ce modèle sont réalisées par micros­

copie optique et électronique: ces études sont donc qualitatives et 

peuvent être soumises à une certaine subjectivité. 

Ce dernier inconvénient n'est pas négligeable lorsqu'il s'agit d'in­

terpréter des résultats. De façon à le minimiser, nous procéderons souvent, 

comme on le verra dans cette discussion, par analogie avec des systèmes ca­

ractérisés biochimiquement. Quant à la subjectivité des observations, nous 

nous sommes tenus à ne présenter, pour décrire nos résultats, que les micro­

graphies électroniques les plus représentatives d'un nombre considérable de 

photos. 

7.2 Structures contractiles observées dans les préparations standard de 

cytoplasme démembrané d'Amoeba phote~ 
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Précédemment, Gicquaud et Couillard (197]) et Taylor et collab. (1973) 

avaient observé le cytoplasme démembrané d'Amoeba ~ot~ préparé dans des 
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conditions très semblables à celles de nos préparations standard, c'est-à-dire 

à pH 7.2 en présence d'ATP. Ces auteurs avaient souligné la présence de fila­

ments d'actine et de myosine dans ce modèle cellulaire. Nous avons également 

retrouvé ces deux types de filaments dans nos préparations standard Certaines 

caractéristiques morphologiques des filaments d'actine et de myosine nous ont 

semblé particulièrement intéressantes: filaments d'actine ramifiés et deux ty­

pes morphologiquement distincts de filaments de myosine. Nous y avons, de plus, 

observé d'autres structures probables du système contractile de cette amibe: 

filaments de taille intermédiaire, petits filaments de 3 à 4nm de diamètre, 

structures en forme dillanneau ll et structures ressemblant à des filaments d'ac­

tine décorés à l'HMM. Il est donc important de faire ressortir ici ces nou­

velles observations. 

A- Aspects morphologiques des filaments de myosine 

Comme nous l lavons déjà mentionné, Gicquaud et Couillard (1971) et 

ultérieurement, Taylor et collab. (1973) avaient observé des filaments de 

myosine dans des préparations de cytoplasme démembrané d'Amoeba ~oteUA. 

Ces filaments étaient morphologiquement semblables aux filaments épais de 

type lI effiloché ll dans nos préparations. Nous avons de plus observé des fi­

laments épais dont la morphologie est différente: filaments bipolaires por­

tant des unités globulaires très semblables aux filaments asymétriques 

obtenus ~n v~o par D'Haese et Hinssen (1979) à partir de la myosine ex­

traite d'Amoeba ~oteUA. 

Nous croyons que ce sont là deux aspects morphologiques des filaments 

de myosine dans cette amibe et non pas deux types distincts de filaments de 



myosine. L'aspect mixte de certains filaments, c'est-à-dire montrant une ex­

trémité effilochée et l'autre portant des unités globulaires, vient appuyer 

cette hypothèse. De plus, le diamètre de ces filaments est relativement le 

même quel qu'en soit le type morphologique. 

Il nous a semblé plausible, en un premier temps, que les filaments 

de type "effi loché" pui ssent être des fil aments de myos i ne endommagés par 

l'action de protéases cytoplasmiques. Les observations que nous avons menées 

sur des préparations IIvieillies ll ont cependant montré que nous ne pouvions 

attribuer cette morphologie à l'action de protéases cytoplasmiques. 

Il est, d'autre part, possible que ces deux aspects morphologiques 

des filaments correspondent à deux différents états fonctionnels de la myo­

sine. Nous suggérons que cette seconde possibilité soit reter.ue à titre 

d'hypothèse de travail pour de futures recherches: il serait en effet es­

sentiel d'identifier les facteurs pouvant influencer la morphologie des fi­

laments de myosine dans le cytoplasme d'Amo~ba ~ot~~ et de vérifier l'ac­

tion de ces facteurs sur la contractilité de cette cellule. 

Taylor (1976) a montré que la myosine du muscle strié pouvait former 

~ v~o, selon les conditions chimiques, deux types morphologiquement dis­

tincts de filaments. Quand ces conditions sont celles de l'état rigor sans 

ATP, les filaments de myosine synthétisés ont un aspect effiloché. Dans les 

conditions relaxantes avec ATP, les filaments de myosine portent des unités 

globulaires aux extrémités. Kaminer et Be1l (1966) et Sutoh et collab. (1978) 

ont également observé ces deux types morphologiques des filaments de myosine 

musculaires in v~o sous l'effet d'une variation de pH. Ces deux morphologies 
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correspondent à celles que nous avons décrites pour les filaments de myosine 

dl Amoe.ba pftote.tL6. Bi en que nos résul tats aient montré que l a concentration 

d'ATP ou qu'une variation de pH n'avait aucun effet sur la morphologie des 

filaments de myosine d'Amoeba pftote.tL6, on ne peut exclure la possibilité que 

quelqu'autre facteur module la morphologie de ces filaments et contr6Te par 

conséquent leur fonction contractile. Par analogie avec les filaments de 

myosine musculaire, il est possible que les filaments effilochés de nos pré-

parations soient des filaments actifs, à l'état lIonll, prêts à interagir avec 

1 1 actine et que les filaments portant des unités globulaires soient des fila-

ments inactifs, à l'état lIoff", ne pouvant pas interagir avec 1lactine. Cet-

te possibilité impliquerait que, comme dans le muscle, la myosine d'Amce.ba 

pftote.~~participe au complexe actomyosine sous forme de filaments et que le 

mouvement cellulaire soit, du moins en partie, généré par une interaction cy-

clique (on et off) des têtes de myosine avec les filaments d'actine. De ce 

point de vue, on pourrait quasi justifier 1 1 asymétrie des filaments de myo­

sine dans Amoe.ba pftote.U6. En effet, les filaments bipolaires du muscle strié, 

dont le mode d'agrégation est symétrique, ne peuvent déplacer axialement des 

filaments d'actine alors que les filaments de myosine asymétriques d'~noeba 

pJtote.~~ ou du muscle lisse, comme l'ont souligné Craig et Megerman (1977 ) et 

Hinssen et collab. (1978), pourraient déplacer des filaments d'actine sur ces 

distances axiales importantes. Des filaments de myosine alsymétriques auraient 
- \ 

donc, dans un système moins structuré que le sarcomèr~, un plus -grand -potentiel 

de raccourcissement. 

Bien qu'il soit très intéressant de considérer cette possibilité que 

les deux types morphologiques de filaments de myosine dans Amoe.ba pftote.~~ cor­

respondent à deux états f.onctionne1s de la myosine dans cette cellule, nous 



devons toutefois rappeler que nous travaillons sur un système complexe, très 

près de celui qui existe in vivo, alors que les systèmes auxquels nous nous 

rêfêrons pour êtablir des analogies morphologiques sont des systèmes simples: 

protéines musculaires purifiées. Il serait donc important d'étudier expéri­

mentalement cette hypothèse. 

B- Structures ressemblant à des filaments d'actine décorés à l 'HMM 

Nous avons souligné la prêsence de structures ressemblant ~ des fila­

ments d'actine dêcorês à l 'HMM dans nos préparations standard. La morpholo­

gie de ces structures cytoplasmiques suggère qu'il puisse y avoir un autre 

type de complexe actomyosine dans Amoeba pno~eU6, complexe où la myosine se­

rait fonctionnelle à l 'êtat monomolêculaire. S'agit-il bien d' actomyosine? 

Il serait intéressant de vérifier cette hypothèse car, si tel êtait le cas, 

on pourrait alors se demander si la myosine impliquêe dans ce type de com­

plexe correspond ou non à la myosine constituant les filaments êpais que 

nous venons de décrire. Rappelons que de tels complexes actine-myosine 

monomoléculaire peuvent être fonctionnels comme l'ont montré Yano et collab. 

(1978). Ces auteurs ont en effet reconstitué in v~o un système mécanochi­

mique, à partir d'actine et d'HMM du muscle strié de lapin, capable de géné­

rer le mouvement. Pollard (1979) a, dans ce sens, suggéré que les myosines 1 

d'AQa~hamoeba puissent être fonctionnelles à l'état monomoléculaire dans un 

complexe actomyosine. Comme on le sait, ces myosines 1 ne forment pas de 

filaments épais, contrairement à la myosine II de cette amibe, et ont des 

propriétés enzymatiques différentes de la myosine II. 
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C- Filaments de myosine dans les préparations de cytoplasme exposé à l'HMt-'l 

Nos résultats ont montré que les filaments de myosine, stables à dif­

férents pH ' et à différentes concentrations d'ATP, sont rares dans les prépa­

rations traitées à lIHMM. Ce n'est pas là l'effet de l'absence d'ATP puisque 

ces filaments sont présents dans les préparations réalisées sans ATP. 

164. 

Les préparations traitées à l 'HMM montrent, d'autre part, de nouvelles 

structures: ce sont de longs bâtons de dimensions variables. Il pourrait s'a­

gir ici d'agrégats de filaments de myosine agencés côte-à-côte et/ou bout-à­

bout. Stewart et Spudich (1979) ont observé la formation de tels agrégats 

~n v~o à partir de la myosine partiellement purifiée de V~ctyo~t~um: ils 

ont montré que cet arrangement structural peut être attribué au RNA associé 

à la myosine et que certains autres polyanions peuvent également induire ce 

type d'arrangement. 

Il pourrait bien sûr s'agir d'un autre type de polymères ou encore 

d'artéfacts. Quoiqu'il en 'soit, on ne sait que très peu de choses sur l'é­

tat structural de 1a ,myosine ~n v~vo et nous ne pouvons écarter la possibilité 

que la myosine, tout comme l'actine, puisse se retrouver sous différents états 

polymériques dans les cellules non musculaires. 

D- Aspect morphologique des filaments d'actine 

Nous avons montré, par le marquage spécifique à 1 'HMM, que les fila­

ments fins (7nm) de nos préparations étaient composés d'actine. Dans les pré­

parations standard, à pH 7.2 en présence de lmM d'ATP, ces filaments sont peu 



nombreux et, contrairement a la morphologie habituelle des filaments d'actine 

musculaire observés en coloration négative, ils sont parfois ramifiés. Ces 

ramifications sont évidentes dans , le c~s des filaments ramifiés en Y. Il ne 

peut alors s'agir d'artéfacts ' dûs ~ la superposition de deux filaments 

sur la grille de microscopie. On ne peut non plus attribuer cet arrangement 

~ l'influence de conditions particulières puisqu'on le retrouve sous toutes 

les conditions étudiées ici. Nous pensons donc qu'il s'agit de structures 

qui existent dans 1 'amibe ~nv~vo. Ces résultats sont en accord avec ceux 

présentés récemment par Schliwa et van Blerkom (1981) qui ont mis en éviden-

ce, par coloration négative, la présence de filaments d'actine ramifiés en Y 

dans d'autres cellules non musculaires. Ils sont également compatibles avec 

ceux obtenus, en coupe fine, par Hauser (1978), Stockem 'et collab. (1978) et 

Taylor et collab. (1976) qui ont montré que, dans les amibes, les filaments 

d'actine fonnent un treillis tridimensionnel. Néanmoins, la résolution 11-

mitée des coupes fines et les problèmes de fixation n'avaient jamais permis 

de voir si ces filaments étaient simplement juxtaposés ou liés chimiquement 

entre eux. 

Le marquage des filaments d'actine à l 'HMM nous ' a permis d'étudier 

la polarité des filaments ramifiés en Y. Nous avons ainsi déterminé que ces 

y sont en fait formés par l'interaction de deux filaments d'actine. Le fi-

lament principal, généralement le plus long, montre une seule polarité sur 

toute sa longueur. Le second filament, habituellement plus court, constitue 

la ramification. Dans environ 75% des observations, les têtes de flèches 

qui décorent ce second filament pointent vers le point d'attachement sur le 

filament principal. Cette polarité coincide avec celle observée par Schliwa 

et van Blerkom (1981) pour les filaments d'actine en Y dans des fibroblastes 
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d'embryon de poulet. Nous pouvons donc en déduire que les points de ramifica­

tion ne constituent pas des centres de nucléation pour l 'actine puisque nous 

aurions alors observé, dans ce cas, trois filaments montrant une même polari­

té par rapport aux points de ramification: 

les têtes de flèches sur ces filaments pointant toutes en direction des 

points de ramification comme dans le cas des filaments d'actine attachés 

à 1 'actomère dans les spermatozo~des d'échinoderme (Tilney et Kollenbach, 

1979) ; 

les têtes de flèches sur ces filaments pointant toutes en direction oppo­

sée aux points de ramification comme sur les filaments d'actine attachés 

à des membranes dans le muscle squelettique (Kelly, 1969) ou dans les 

oeufs d'oursin de mer (Kane, 1979). 

Il semble de plus que l'interaction du filament principal avec un se­

cond filament d'actine pour constituer une ramification ne se fasse pas de 

façon aléatoire mais bien selon une polarité spécifique. Cela nous amène à 

suggérer la présence d'un facteur, peut-être une "actin-binding" protéine, 

dans la formation de ramifications sur les filaments d'actine. Ce facteur 

coordonnerait en quelque sorte l'insertion de filaments "secondaires" sur le 

filament principal. 

Le marquage à l 'HMM ne nous a pas permis d'établir s'il y avait une 

réelle interaction entre les filaments d'actine et les membranes dans nos 

préparations. La présence de filaments d'actine à proximité de fragments de 

membranes dans des préparations traitées à 1 'HMM écarte toutefois la possibi-



lité que cet arrangement soit induit sous l'influence de la phallo1dine ou la 

vi roh i ne. 

E- Structures en forme IId' anneau " 
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Nous avons soul igné l a présence de structures en forme d' lIanneau " dans 

nos préparations. Ces structures sont très semblables à 1 " 'actin-binding " 

protéine isolée par Stossel et Hartwig (1975) dans les macrophages. Taylor 

et collab. (1976) avaient également relevé la présence de ces structures dans 

des extraits cytoplasmiques d'Amoeba p~oteU6 . On retrouve également des struc­

tures semblables dans d'autres cellules : Harris (1969, 1971) a isolé ces struc­

tures à partir de membranes d'érythrocytes et Kuczmarski et Rosenbaum (1979) 

les ont observées dans leurs préparations d ' actine à partir de cerveau de pou­

l et. 

Comme nous l'avons déjà dit, à défaut d'informations biochimiques, 

nous ne pouvons ici qu'établir 1 'homologie structurale de ces particules avec 

l'" ac tin-binding ll protéine des macrophages . Ce n'est pas là, bien sûr, la 

preuve d'une homologie biochimique et fonctionnelle de ces structures. Il 

faut se rappeler qu'il existe également des structures en fo rme d'"anneau ll 

qui ne sont pas des structures contractiles comme par exemple la glutamine 

synthétase d'E~~h~~~a ~o~ (Lehninger, 1976). 

F- Filaments de taille intermédiaire 

Les filaments de taille intermédiaire n'avaient jamais été observés 

dans les amibes avant le présent travail. Ces f i laments sont peu nombreux 



dans nos préparations standard . 

Leur morphologie est semblable à celle d'autres filaments du même 

type, les neurofilaments d ' axones de Myx~Qola et de calmar géant ( Krishnan 

et collab., 1979) par exemple. 

On attribue généralement une fonction cytosquelettique à ce type de 

filaments, c'est-à-dire que ce sont des constituants structuraux plutôt que 

contractiles. Nous ne pouvons que nous interroger quant à leur rôle dans 

une cellule aussi motile qu'Amoeba p~ote~ : il nous semble, en fait, peu 

probable qu'il existe des structu res rigides, permanentes dans cette cellu­

le. Leur présence dans le cytoplasme d'Amoeba p~ote~ suggère que ces struc­

tures, de dimensions relativement importantes (lOnm de diamètre et de longueur 

variable), puissent se transformer rapidement par un cycle de polymérisation­

dépolymérisation de façon à pouvoir facilement être transportées d'un lieu 

cytoplasmique à un autre. Krishnan et collab. (1979) ont étudié l e cycle 

polymérisation-dépolymérisation de neurofilaments ~n v~o . Ces auteurs ont 

montré que ces filaments sont constitués de courts polymères et que ces poly­

mères prenaient l'aspect de particules globula i res de 11 à l2nm de diamètre 

sous l'action de l'urée. Schlaepfer (1977a, 1977b) avait antérieurement no­

té qu'un choc osmotique pouvait induire la transformation des neurofilaments 

en particules globulaires . Ces particules sont semblables à celles que nous 

avons observées à proximité des filaments de taille intermédiaire dans cer­

taines préparations de cytoplasme démembrané d'Amoeba p~ote~. 

Les filaments de taille intermédiaire sont généralement absents dans 

nos préparations traitées à 1 'HMM. Ils sont toutefois présents dans les pré-

168 . 



parations réalisées sans ATP: on ne peut donc pas attribuer leur absence a 

celle de 1 'ATP dans les préparations traftê~s ! 1 'HMM. Plusieurs auteurs 

ont montré la sensibilité de ce. type de filaments a l'action de protéases. 

Or, quand on réalise des préparations' traitées à l ' HMM, nous devons lais-
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ser réagir 1 'HMM et le cytoplasme un certain temps avant de le colorer né­

gativement, de façon à permettre 11 interaction actine-HMt-1. Il est donc pos­

sible que les filaments de taille intermédiai're soient alors détruits sous: 

11 action de protéases cytopl asmiques. 

G- Petits filaments de 3à 4nm 

Nous avons relevé la présence de petits filaments de 3 "à 4nm de dia-

mètre dans nos préparations. Ces filaments, de par leur di~ension, sont dif­

ficiles à observer. Ils sont parfois regroupés et arrangés en un treillis 

(Figure 15): ces arrangements en facilitent alors l'observation. 

Nous ne savons pas quelle est la nature de ces filaments. Morgan 

(1967) avait déjà signalé leur présence. dans Amoe.ba. p/tot e.U/.5. Des filaments 

semblables ont été également observés dans le spasmonême de certains ciliés 

(Amos et collab., 1976), dans des fibroblastes d'embryon de poulet (Schliwa 

et van Blerkom, 1981) et d'autres cellules en culture (Webster et collab., 

1978). Dans le spasmonême, ces filaments sont constitués de sous - unités de 

20 000 daltons appelées spasmines: leur fonction serait essenti'ellement con-
2~ 

tractile et serait modulée par les fons Ca . Dans les fibroblastes, les 

filaments de 3nm établiraient des ponts entre les filaments d' actfne, c1est-

à-dire qu'ils relieraient les f i laments d'actine entre eux. 



Nous ne pouvons pas établir ici la fonction de ces petits filaments 

dans le cytoplasme d'Amoeba p~otè~. Nous formulons toutefois 1 'hypothèse 

qu'ils puissent contribuer aux phénomènes motiles de cette cellule, en pon­

tant les filaments d'actine entre eux par exemple. 

H- Résumé 

Le cytoplasme démembrané d' Amoeba p~ote~ est donc un système com­

plexe. L'on y observe plusieurs constituantes probables de l'appareil con­

tractile de cette cellule. On y retrouve deux types morphologiquement dis­

tincts de filaments de myosine: des filaments bipolaires portant des unités 

globulaires aux extrémités et des filaments de type effiloché sur lesquels 

on n'observe pas d'unités globulaires. Les filaments d'actine sont peu 

nombreux dans les conditions standard (pH 7.2 en présence de 1mM d'ATP): 

ils sont parfois ramifiés. 

Ce qui nous a le plus étonnés dans les préparations standard, c'est 

la rareté des filaments d'actine. Alors que certaines études biochi miques 

montrent que 1 'actine peut constituer jusqu ' à 20% des protéines totales 

dans des cellules aussi moti1es que les amibes, nous n'observons, dans les 

conditions standard, que quelques filaments d'actine dans le cytoplasme 

d'Amoeba p~ote~ . Ces observations suggèrent d'une part que 1 ' actine soit 

en grande partie sous forme de monomères ou encore sous forme de petits oli­

gomères dans ces conditions et d'autre part que la présence de ra res fila­

ments d'actine suffit à maintenir les mouvements cytoplasmiques observés 

en microscopie optique. 
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7.3 Effet de la phallo'dine sur les structures contractiles d'Amoeba p~ote~ 

Nos résultats ont montré que la phallo'dine agit spécifiquement sur 

l 'actine dans le cytoplasme démembrané d'Amoeba p~ote~. Nous n'avons noté 

aucun effet de cette toxine sur les autres structures contractiles telles que 

les filaments de myosine et les filaments de taille intermédiaire. Ces résul­

tats appuient ceux de différents laboratoires qui ont étudié l'action de cette 

toxine, dont celui de Prenkti et coll ab. (1979) entre autres. 

La phallo'dine induit donc une prolifération des filaments d'actine 

et cet effet est fonction de la concentration utilisée. Nous pensons, en 

accord avec Stockem et collab. (1978), que la phallo'dine déplace l'équili­

bre G-actine~ F-actine déjà existant dans la cellule. En effet, la proli­

fération de filaments d'actine induite sous l 'action d~ la phal1o'dine ne 

semble pas être une prolifération anarchique, fortuite. Les résultats ob­

tenus sur des préparations exposées à la phallo'dine sous différentes condi~ 

tions de pH et concentrations d'ATP démontrent que cette toxine ne modifie 

pas l'arrangement privilégié par les conditions de pH et d'ATP mais bien 

qu'elle l'accentue en augmentant la proportion d'actine polymérisée . C'est 

pourquoi nous croyons que les filaments d'actine observés après traitement 

à la phallo'dine représentent des structures normalement présentes dans la 

cellule mais en quantités moindres. 

La phallo'dine peut donc être un outil de recherche très utile dans 

l'étude des phénomènes motiles liés à l 'actine dans Amoeba p~ote~ . Dans 

ce sens, les observations menées à différentes concentrations de pha11o'dine 

sur des préparations réalisées dans les conditions standard présentent beau­

coup d' intérêt. 
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Nos résultats suggèrent que 1 'équilibre G-actine~ ~ F-actine puisse 

influencer la motilité de l'amibe. Quand 1 'actine est en partie polymérisée, 

les filaments d'actine sont nombreux et s'arrangent en un réseau tridimension­

nel, un gel. Cet arrangement correspond à l'état motile de la cellule puisque 

c'est un arrangement que l'on retrouve quand on observe des mouvements cyto­

plasmiques en microscopie optique. Quand d'autre part, 1 'actine est quasi 

totalement polymérisée, les filaments d'actine sont très nombreux et s'arran­

gent parallèlement en faisceaux. Le cytoplasme n'est plus motile. 

Ces résultats correspondent à ceux obtenus par Herman et collab. (1981) 

et par Taylor (1979) qui ont montré que le mouvement cellulaire est générale­

ment associé à une distribution diffuse de 1 'actine et de la myosine dans le 

cytoplasme de cellules non musculaires, alors que l'agrégation des filaments 

en fibrilles correspondait à un état non motile de ces cellules. 

Nous pouvons maintenant nous interroger sur le degré de polymérisation 

de 1 'actine dans les préparations standard non exposées à l'action de la pha1-

lo1dine. En se rappelant que dans ces conditions le cytoplasme est moti1e, il 

est peut-être possible que la pha1101dine, à de faibles concentrations où les 

mouvements cytoplasmiques ne sont pas influencés, ait une action plus "stabi­

lisatrice" que "po1ymérisante": les réseaux tridimensionnels d'actine ne se­

raient pas stables dans les conditions standard et ne pourraient être obser­

vés en microscopie électronique. Bien que nous ne puissions écarter complè­

tement cette possibilité, nous pensons qu'elle est peu probable. Notre étude 

sur l'effet du pH et de 1 'ATP sur le cytoplasme d'Amoeba p~ote~ montre que 

l'arrangement de l 'actine en réseaux tridimensionnels est "stable", c'est-à­

dire observable en microscopie électronique par coloration négative. C' est 
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pourquoi il nous semble plus plausible que, dans les préparations standard, 

l 'actine soit en grande partie à l 'état de monomères ou encore de petits oli­

gomères qui polymériseraient sous l 'effet de la phallo~dine. 

7.4 Effet de la viroTsine sur le cytoplasme démembrané d'Amoeba p~ote~ 

A notre connaissance, nous sommes le seul laboratoire à avoir étudié 

l 'effet de la viroTsine sur un autre système que de l 'actine musculaire puri­

fiée. Dans le cytoplasme démembrané d'Amoeba p~ote~, cette autre toxine 

provoque la prolifération des filaments d'actine. Son action est spécifique 

à l'actine. L'effet de la viroTsine est ainsi semblable à celle de la phallo­

Ydine. 

Nous devons d'autre part souligner certaines nuances entre les effets 

de ces deux toxines: 

les préparations exposées à une concentration de 5X10-6M de viroTsine mon­

trent, en microscopie optique, des mouvements cytoplasmiques accélérés par 

rapport à ceux que l'on observe dans les préparations standard; 

l laspect des préparations exposées à 5X10-6M de vir01sine correspond, en 

microscopie électronique, à celui des préparations exposées à une concen­

tration moindre de phalloYdine, soit 2X10-6M: l 'action de la viroTsine 

est donc plus faible que celle de la phall01dine. 

Nous n1avons observé aucun changement ultrastructural qui puisse ex­

pliquer les mouvements accélérés du cytoplasme démembrané sous l 'effet de la 
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viroTsine. Ces résultats ~uggèrent que l'interaction actine-virofsine soit 

quelque peu différente de l'interaction actine-phallofdine dans le cytoplas­

me d'Amoe.ba. pltote.LL6. Faulstich et collab. (1980), en étudiant l'interaction 

"actine musculaire-viroTsine ll J..n.vlilto, ont également proposé que cette inter­

action puisse être différente de celle de la phallo'dine avec l 'actine muscu­

laire. Les virotoxines sont des peptides monocycliques, c'est-à-dire que ce 

sont des molécules plus flexibles que les phallotoxines dont la conformation 

rigide est stabilisée par un double cycle. Faulstich et collao. (1980) ont 

suggéré que cette flexibilité de la viroTsine puisse diminuer l'affinité de 

la toxine pour l'actine. 
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7.5 Effet d'une variation de pHsurleèytoplasme démemoranéd'Amoe.ba. pJtote..u15 

Les résultats de notre étude sur l'effet du pH montrent que ce facteur 

peut influencer la motilité du cytoplasme d'Am6e.ba. pJtot e.r.L5.Cette i nfluence 

se traduit ultrastructuralement par des changements dans le degré de polyméri­

sation de l 'actine et, également, par différents modes d'organ i sation des fi­

laments d'actine: 

- quand le cytoplasme d ' Am6e.ba. pJtote.UA est motile., c ' est-à-dire que l ' on ob­

serve des mouvements cytoplasmiques: en microscopie opt i. que, l ' actine est 

peu polymérisée, en grande parUe à l'état de monomères ou de petits ol igO-­

mères. (pH 7.2, lmM d'ATP), ou encore l'actine est en parUe polyméri sée, 

sous forme de. nombreux fi.l aments arrangés en réseaux tri'dimensi onne l s (pH 

6 . 2, l mM d ' AT P) ; 



quand le cytoplasme d'Amoe.ba pftote.U6 est peu motile, c'est-à-dire que lion 

observe peu ou pas de mouvements cytoplasmiques en microscopie optique, 

l 'actine est en grande partie polymérisée: l Ion observe de très nombreux 

filaments d ' actine qui slarrangent de façon parallèle en faisceaux (pH 8.2, 

lmM dl ATP) . 

Ces observations corroborent celles que nous avons menées dans notre 

étude sur l 'effet de la phallo~dine sur le cytoplasme d'Amoe.ba pftote.U6 : deux 

comportements motiles versus trois modes d'organisation de l'actine. Heiple 

et Taylor (1980) ont récemment montré que le pH intracellulaire de Chao~ caJto -

line.~~ pouvait varier localement de pH 6.3 à 7.4. Bien que ce ne soit là 

que des résultats préliminaires, ces données sont intéressantes puisque, sur 

une telle échelle physiologique, le pH pourrait influencer l'état polymérique 

de l 'actine cytoplasmique et, par conséquent, moduler la motilité de l'amibe. 

Nous ne pouvons que nous interroger sur les mécanismes par lesquels 

le pH exerce son influence sur le cytoplasme d'Amoe.ba pftote.U6. Sur l'échelle 

de pH étudiée ici, on n'observe aucun changement dans la polymérisation de 

l 'actine musculaire ~n v~o . Il est donc probable que le pH n'agisse pas 

directement sur la polymérisation de l'actine dans le cytoplasme d'Amoe.ba 

pftote.U6. Il pourrait agir via quelque protéine accessoire à l'actine et 

sensible à la concentration en H~ (Kawamura et collab., 1970) ou encore, 

comme le suggéraient Taylor et collab. (1977), il pourrait moduler la sensi-
2'­

bilité du cytoplasme aux ions Ca . 
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7.6 Effet conjugué du pH et de 1 'ATP sur le cytoplasme d'Amoeba enote~ 

Nous avons dû, pour des raisons techniques, rompre la membrane de nos 

cellules exposées au DNP avec un potter pour réaliser cette étude sur l ' effet 

du pH et de l'ATP. Préparé au moyen du potter dans les conditions standard, 

c'est-à-dire à pH 7.2 en présence de lmM d'ATP, le cytoplasme montre, en mi­

croscopie électronique, le même aspect que les préparations standard réali­

sées en brisant les cellules entre lame et lamelle. Nous pouvons donc affir­

mer que 1 'intégrité structurale du cytoplasme est conservée dans les prépara­

tions obtenues au moyen du potter. Le principal inconvénient d'utiliser le 

potter toutefois, clest que nous nlavons pas pu observer le comportement mo­

tile du cytoplasme des cellules traitées au DNP en microscopie optique. 

Nos résultats montrent que l'ATP peut également influencer la motili­

té d'Amoeba pnote~ et moduler 1 'état polymérique de 1 'actine de façon conju­

guée avec le pH: 

quand le cytoplasme d ' Amoeba pnote~ est motile, 1 'actine est peu polyméri­

sée, en grande partie à 1 'état de monomères ou de petits oligomères, ou en­

core 1 'actine est en partie polymérisée, sous forme de nombreux filaments 

arrangés en réseaux tridimensionnels. On observe ce comportement motile 

à pH 6.2 en présence de lmM d'ATP, à pH 7.2 avec ou sans ATP, et à pH 8.2 

sans ATP; 

quand le cytoplasme d'Amoeba pnote~ est peu motile, 1 'actine est en grande 

partie polymérisée: 1 Ion observe de très nombreux filaments d ' actine qui 

slarrangent de façon parallèle en faisceau x ou en agrégats. Nous avons 
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observé ce comportement motile a pH 6.2 sans ATP et ! pH 8.2 en présence de 

lm~1 d' ATP. 

Ces résultats correspondent a ceux que nous avons obtenus en étudiant 

l'effet de la phallofd1ne et l'effet du pH sur le cytoplasme d';1,moe.ba. plto.:te.uo. 

Nous ne pouvons encore ici' que nous interroger sur les mécanismes par lesquels 

1 a présence ou l'absence d' ATP peut modul er la motil ité du cytopl asme d' Amoe.ba. 

plto.:te.uo à pH 6.2 et ! pH 8.2 alors qu'à pH 7.2, l 'ATP n'influence ni la motili­

té ni l'état polymérique de l'actine. 

Pol lard et rto (1970) avaient précédemment suggéré que des transforma­

tions gels d'actine~faisceaux d'actine puissent être impliquées dans. la mo­

tilité d'extraits cytoplasmtques dtAmoe.ba. plto.:te.uo. Nos résultats appuient cet­

te hypothèse. Contrairement! ces auteurs, nous ne pensons pas toutefois que 

ces transformations se résument en une réorganisation des fi'laments d'actine. 

Nous croyons que ces transformations i'mpl iquent à 1 a foi,s une polymértsation 

de l 'actine et une réorganisation des filaments d'acttne. 

Nos résultats sont également compatibles avec la théori:e de "so l ation­

contracti,on" proposée par Hellewell et Taylor (1979). Cette théorie suggère, 

que l'actine de l'amibe forme, -<"Yi.0-<"vo un gel constitué de ftlaments associés 

entre eux par une "actin-bindtng" protéine; la contraction du cytoplasme im­

pliquerait, en un premier temps, une solification c'est-a-dire la libération 

des filaments d'actine de l'"actin-binding" protéine et, en un deuxième temps, 

une interaction entre filaments d'actine et de myosine. Taylor et collab. 

(1977) avaient précédemment élaboré une dynamique structurale de la contrac­

Hlité de l'amibe, dynamtque sur laquelle repose essentiellement la théorie 



de "solation-contraction". Cette dynamique comprend deux étapes et serait 

spécifiquement modulée par les ions Ca 2T : 

Etape 1: gélification ou formation d'un cytosquelette â pH 7.0, quand la 
... 

concentration de Ca 2 est faible; 

Etape 2: solification et contraction si on élève la concentration d'ions 

Ca 2·tout en maintenant le pH à 7.0. 

Nos résultats peuvent aisément s'articuler à l 'intérieur de cette 

théorie de "solation-contraction". Nous pensons d'autre part que la contrac-

ti lité de l' ami be montre, sous l' i nfl uence du pH et/ou de l 1 ATP, une dynami-

que â trois étapes: 
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1- gélification ou formation de réseaux tridimensionnels d'actine aux pH in-

férieurs â 7.0 en présence d'ATP et à pH 8.2 en absence d'ATP; 

2- salification, c'est-à-dire la libération des filaments d'actine de l"'actin-

binding" protéine et la dépolymérisation de ces filaments à pH 7.0 - 7.2, 

avec ou sans ATP; 

3- polymérisation s'accompagnant d'une réorganisation des filaments d'actine 

en faisceaux de filaments parallèles â des pH supérieurs â 7.0 en présen-

ce d'ATP et â pH 6.2 en absence d'ATP. 

Il serait maintenant essentiel d'établir les mécanismes régulateurs 

par lesquels le pH et/ou l'ATP exercent leur action. Dans ce sens, nous ne 
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pouvons ici expliquer la présence de faisceaux d1actine dans les préparations 

de cytoplasme réalisées avec des cellules préincubées au DNP et brisées en pré­

sence de lmM dlATP exogène, à pH 6.2. La formation de f aisceaux induite par 

l l incubation des cellules au DNP, c1est-à-dire par llabsence dIATP, est alors 

irréversible. 
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8. Conclusion 

Cette recherche sur les structures contractiles d'Amoeba p~ote~ nous 

a permis de montrer que le cytoplasme de cette amibe est un système complexe 

où 1 Ion peut effectivement observer de nombreuses structures contractiles. 

Dans le cytoplasme de cette amibe, nous avons essentiellement retrouvé 

deux types morphologiquement distincts de filaments de myosine, des filaments 

d'actine parfois ramifiés et des filaments de taille intermédiaire. 

Dans ce cytoplasme, 1 'actine ne se trouve pas toujours à 1 'état de fi-

laments rectilignes et parallèles. Elle peut être en grande partie à 11état 

de monomères, à 1 'état de filaments organisés en réseaux tridimensionnels ou 

encore à 1 'état de filaments arrangés parallèlement en faisceaux, selon les 

conditions. L'arrangement des filaments d'actine ramifiés en réseaux tridi-

mensionne1s semble difficilement compatible avec la théorie des filaments 

gl issants de Huxley. Comme l'ont suggéré Hellewell et Taylor (1979) dans 

leur théorie moléculaire de II so1ation-contraction ll
, nous croyons que 1lacti-

ne de 1 'amibe forme ~~ v~vo un gel constitué de filaments associés entre eux 

par une Il acti n-bindi ng Il protéi ne. Nous pensons toutefoi s que 1 a contracti on 

du cytoplasme implique tout d'abord une solification, c'est-à-dire la 1ibéra-

tion des filaments d'actine de 111Iactin-binding" protéine. puis un cycle 

dépolymérisation-polymérisation de l'actine et enfin, faisant intervenir pos-

sib1ement la myosine, une réorganisation des filaments d'actine en faisceaux 

de filaments parallèles. 

Notre recherche a montré que la pha1loYdine. la viroYsine. le pH et 



181. 

l 'ATP pouvaient influencer l'état polymérique de l 'actine dans le cytoplasme 

d'Amoeba pnote~ et moduler le comportement motile de ce cytoplasme. La phal-

10Ydine et la viro?sine sont donc deux toxines qui pourraient se montrer fort 

utiles dans la recherche sur la motilité cellulaire. Le pH et l'ATP sont 

d'autre part deux facteurs physiologiques et il serait important de vérifier 

s'il existe des variations de pH et d'ATP à l'intérieur du cytoplasme de l'a­

mibe. 

Si l'on considère la morphologie générale de l'amibe, nous devons 

nous rappeler que le cytoplasme de cette cellule est subdivisé en trois ré­

gions distinctes: le cytoplasme hyalin, l'ectoplasme et l'endoplasme. Le 

cytoplasme hyalin, juste sous la membrane plasmique, c'est une mince couche 

de liquide quasi transparente: elle ne contient que de petits granules et 

de petites vésicules. Sous-jacent à cette première région, l'on retrouve 

l'ectoplasme. C'est une zone cytoplasmique rigide dont la consistance cor­

respond à celle d'un gel et qui forme une véritable gaine autour de l'endo­

plasme: on y retrouve diverses inclusions (granules, vésicules et mitochon­

dries). L'endoplasme est par ailleurs plus fluide que l'ectoplasme: sa con­

sistance est celle d'un sol. C'est à l'intérieur de cette région que l'on 

peut observer, en plus de diverses inclusions, le noyau et les vacuoles. 

Ce n'est pas là un système statique: l'ectoplasme se transforme en endo­

plasme et l 'endoplasme en ectoplasme selon les besoins motiles. D'un point 

de vue motile, l'ectoplasme est stationnaire alors que l'endoplasme est en 

mouvement. 

En considérant ces caractéristiques morphologiques de l'amibe et les 

résultats que nous avons obtenus ici, nous suggérons que l 'actine soit présente 
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sous: différe.nts états polyméri:ques dans les diverses régions cytoplasmiques de 

cette cellule. Dans l'ectoplasme, l'actine pourrait être en grande. partie po­

lyméris,ée sous forme de Hlaments d'actine arrangés de façon parallèle en fais­

ceaux. Dans l'endoplasme, l 'actine serait moins polymérisée sous forme de fi­

laments organisés en réseaux tridimensionnels dans les régions 00 l'ectoplasme 

se transforme en endoplasme et serait peu polymérisée sous forme de monomères 

ou de petits oligomères dans les régions endoplasmiques en mouvement. A l'ex­

trémité du pseudopode, il y aurait à nouveau polymérisation de l 'achne et ré­

organisation en faisce.aux de fnaments parallèles, donc transformation endo-

pl asme-ectoplasme. Comme nous l'avons souligné, il est possiBle que l'arran­

gement des fil aments dl acti ne en fa isceaux corresponde à une forme dl actomyosi­

ne cellulaire. Nos hypothêses s'insèreraient donc dans la théorie de contrac­

tion frontale du mouvement amibo'de. 
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