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RÉSUMÉ 

L'actine est une protéine présente dans toutes les cellules. Elle existe 

sous deux formes: la forme monomérique appelée actine-G et la forme 

filamenteuse, l'actine-F. L'actine est considérée, par la grande majorité des 

auteurs, comme une protéine du cytosquelette qui possède de multiples 

fonctions: motilité cellulaire, organisation de la membrane plasmique, structure 

de la cellule. 

L'actine a deux sites de liaison pour les nucléotides: 

- Le premier site est un site de haute affinité. Il ne lie que l'ATP ou 

l'ADP. La présence du nucléotide sur ce site joue deux rôles. Il maintient le 

monomère à l'état natif et empêche les monomères situés aux extrémités du 

filament de se détacher. 

- Le deuxième site est un site de basse affinité pour les nucléotides. Il 

est peu spécifique et peut aussi bien fixer l'ATP, l'ADP que d'autres 

nucléotides. La présence d'un nucléotide sur ce site entraîne un changement 

de conformation de la protéine, mais le rôle de ce site n'est pas encore connu. 

Dans leurs recherches, Ikeuchi et Dancker (25, 46, 47, 48) ont rapporté 

que la présence d'ATP stabilise l'actine contre l'effet d'agents dénaturants tels 

que la chaleur ou les agents chaotiques comme le SDS et le KI. Cependant, 

les travaux de ces auteurs sont très préliminaires et on connait peu de chose 

quant à la protection de l'actine par les nucléotides, phénomène qui pourrait 
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jouer un rôle in vivo, car l'action de protection des nucléotides se fait à des 

concentrations compatibles avec celles qui existent dans les cellules. 

Le but de notre travail est de mieux caractériser le rôle de l'ATP dans 

la stabilisation de l'actine. Nous avons, en particulier, étudié la spécificité des 

nucléotides par calorimétrie différentielle à balayage (DCS). En utilisant 

différents nucléotides nous avons déterminé quelles fonctions chimiques de la 

molécule sont impliquées dans la stabilisation de l'actine. Nous avons aussi 

vérifié par FTIR, si cette stabilisation par les nucléotides produit un 

changement de conformation de la protéine. 

Nos résultats montrent que l'ATP stabilise l'actine-F contre la 

dénaturation thermique ainsi que contre la dénaturation due aux hautes 

pressions. En changeant la base du nucléotide nous avons établi que 

l'adénine est nécessaire à l'activité de ce nucléotide. En modifiant le nombre 

de phosphate du nucléotide et en utilisant les fluorures de béryllium et 

d'aluminium, qui sont des analogues structuraux du phosphate inorganique, 

nous avons établi que le troisième phosphate du nucléotide est nécessaire à 

son activité. En utilisant des analogues non-hydrolysables de l'ATP, nous 

avons montré que le clivage du phosphate ne joue pas de rôle dans la 

stabilisation de l'actine. En présence d'un excès d'ATP, cette stabilisation n'est 

pas accompagnée d'un changement de conformation de la protéine . 

Ces résultats suggèrent que le site de liaison du nucléotide impliqué 

dans la stabilisation de l'actine est le site de haute affinité. 

Pour expliquer la stabilisation de l'actine-F par l'ATP, nous proposons 

l'hypothèse suivante. Il existe un équilibre entre l'actine-G et l'actine-F. 
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L'actine-G se dénature à plus basse température que l'actine-F. Par 

conséquent, lorsqu'on augmente la température, on dénature d'abord les 

monomères d'actine, ce qui déplace l'équilibre vers la formation d'actine-G. 

Comme l'ATP empêche les monomères de se détacher du filament, l'ATP 

retarde la dépolymérisation et par conséquent, on stabilise l'actine contre la 

dénaturation thermique. 
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1. INTRODUCTION 

1.1 Généralités sur l'actine 

L'actine est une protéine présente dans toutes les cellules eucaryotes (56). 

Elle a été identifiée pour la première fois dans le muscle strié par Straub en 1942 

(88). 

Que ce soit l'actine des cellules musculaires, des amibes (28, 50), des 

lymphocytes (3) ou des hépatocytes (31, 67, 101), ces actines possèdent une 

composition en acides aminés et un poids moléculaire très voisins (71, 103), ce 

qui a permis de dire que tous les gènes qui codent pour l'actine dérivent d'un 

même gène ancestral. 

L'actine est considérée, par la grande majorité des auteurs, comme une 

protéine du cytosquelette qui possède de multiples fonctions: 

- Elle est impliquée dans la motilité cellulaire. Dans le muscle strié, le 

muscle cardiaque ou le muscle lisse, l'actine produit, avec la myosine, la 

contraction musculaire (1, 63, 92). De même, le mouvement amiboïde (23, 95), le 

déplacement d'organites (11 , 68), la cytokinèse (39, 83), la réaction de l'acrosome 

du spermatozoïde (97, 98, 99), impliquent aussi la présence d'actine. 

- L'actine a aussi des fonctions plus statiques: elle forme l'armature rigide 

qui sert de squelette à la cellule (10, 41). Associée à d'autres protéines, l'actine 
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peut donner la forme aux cellules. Par exemple, l'actine avec la spectrine, 

l'ankirine et la bande 4.1 contribue à la forme biconcave au globule rouge (74, 85). 

L'actine associée à la myosine-I, l'a.-actinine et la 110 kD-calmoduline forme la 

structure de base des microvillosités des cellules intestinales (69). 

L'actine peut se retrouver sous deux formes: la forme monomérique 

appelée actine-G et la forme filamenteuse appelée actine-F. 

1.1.1 Structure du monomère 

L'actine-G est formée d'une seule chaîne de 375 acides aminés. Elle a un 

poids moléculaire d'environ 42 000 Daltons (29). À l'état natif, la chaîne d'acides 

aminés est repliée sur elle-même pour former une structure ovoïde d'environ 3.5 

par 5.5 nm (voir figure 1). La structure tridimensionnelle de l'actine-G, illustrée à 

la figure 1, a été déterminée par diffraction des rayons-X par Kabsch et 

Vandekerckhove (51). Le monomère comprend deux domaines: un grand et un 

petit domaine séparés par un sillon (51 , 79, 86). On retrouve les extrémités amino 

et carboxy de la protéine dans le petit domaine. Chaque domaine est constitué de 

feuillets-~ centraux entourés de deux ou trois hélices-a. Chaque domaine est 

aussi divisé en deux sous-domaines. Dans le sillon, on trouve un site pour un 

nucléotide qui peut être soit l'ATP, soit l'ADP (4). 

On trouve aussi dans le sillon, un site de haute affinité pour un cation 

divalent (64, 55). Sans nucléotide et sans cation divalent, l'actine-G se dénature 
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rapidement (89) et perd ses propriétés, en particulier sa capacité de pOlymériser 

(60) . 

... 

figure 1: Structure de l'actine-G. Tiré de : Kabsch et Vandekerckhove, 1992. 

En plus du site de haute affinité situé dans le sillon, l'actine possède 

plusieurs autres sites pour les cations divalents. Il existe cinq sites de moyenne 

affinité (114) et des sites de basse affinité mais dont la localisation n'est pas 

connue. L'occupation du site de haute affinité est nécessaire pour le maintien de 

la protéine à l'état natif. L'occupation des sites de moyenne affinité par des 

cations divalents entraîne un changement de conformation du monomère qui 
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induit la polymérisation. Enfin, l'occupation des sites de basse affinité entraîne la 

formation de paracristaux (38, 89, 90, 91). Ces paracristaux d'actine sont une 

structure formée par des filaments disposés parallèlement et en phase. 

1.1.2 Structure du filament 

Le filament d'actine est formé de monomères disposés en double hélice tel 

qu'illustré à la figure 2. Le pas de l'hélice est de 36 nm. Chaque période contient 

13 monomères distants de 5.5 nm (26). La largeur du filament est de 7 nm. 

1.1.3 Polymérisation de l'actine 

Lorsque quatre des cinq sites de moyenne affinité sont occupés par des 

cations divalents, il se produit un changement de conformation du monomère qui 

induit la polymérisation. 

Généralement la polymérisation est produite par le Mg2+ou le Ca2+ (32, 

35, 66) mais d'autres cations peuvent aussi induire la polymérisation: le Mn2+, le 

Sr2+, le Zn2+. Ces cations ne jouent cependant pas de rôle physiologique 

puisqu'on ne les retrouve pas à concentration suffisante dans les cellules (89, 90, 

91 ). 
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Certains facteurs, tels que la concentration d'actine, la température, le type 

de solvant (52) peuvent modifier la polymérisation de l'actine en augmentant ou en 

diminuant la vitesse de polymérisation ou encore en changeant la concentration 

critique, qui est la concentration des monomères à l'équilibre. 

Figure 2: Structure de ,'actine-F 

~ 
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La polymérisation de l'actine se divise en trois étapes (57, 73, 100, 104): 

a) la nucléation 

b) l'élongation 

c) l'état stationnaire ou treadmilling 

Examinons plus en détail chacune de ces étapes. 

a) la nucléation 

La nucléation consiste en la formation d'un noyau de polymérisation. Le 

noyau de polymérisation est formé de trois monomères liés par des sites 

spécifiques. Ces sites sont rendus disponibles lors de la neutralisation de quatre 

des cinq sites de moyenne affinité par des cations divalents. 

Selon le schéma suggéré par Wegner et Engel (107) puis par Oosawa et 

Kasai (73), chaque monomère possède quatre sites de liaison qui ont été nommés 

A, B, C et D. Les liens entre deux monomères ne peuvent s'établir qu'entre les 

sites A et B ou entre les sites C et D. On peut donc obtenir deux possibilités de 

dimères tel qu'illustré à la figure 3. Les dimères peuvent ensuite s'associer à un 

autre monomère pour former un trimère. C'est ce trimère qui est le noyau de 

polymérisation (33, 37, 96, 100). La nucléation est l'étape la plus lente. C'est 

donc l'étape limitante de la polymérisation. 
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b) l'élongation 

L'élongation consiste en l'ajout de monomères à chaque extrémité d'un 

noyau, ce qui forme un filament. Comme le montre le schéma de la figure 3, à une 

extrémité du filament, ce sont les sites A et C qui sont libres, et à l'autre extrémité, 

les sites B et D. Comme l'affinité de ces sites est différent pour les monomères, 

les vitesses d'élongation seront différentes à chaque extrémité (54, 57, 80, 82, 94, 

111). Le filament possède donc une extrémité à croissance lente appelée bout 

négatif et une extrémité à croissance rapide appelée bout positif (45). 

c) l'état stationnaire ou treadmilling 

Au cours de la polymérisation, la concentration des monomères diminue. 

Lorsque la concentration des monomères devient trop faible, l'élongation du 

filament s'arrête. Cette concentration de monomères se nomme la concentration 

critique. 

À cette concentration, le bout de croissance lente (négatif) se dépolymérise 

tandis que le bout à croissance rapide (positif) continue à polymériser et ce, à la 

même vitesse (104, 106). La longueur du filament demeure donc constante. Ce 

phénomène s'appelle freadmilling (70, 105). 
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Dans les cellules, les conditions nécessaires à la polymérisation de 

l'actine sont réunies: concentration de monomères élevée (150 à 900 ~lM) (8, 78), 

présence de cations divalents tel que le Mg2+ dont la concentration se situe entre 

1 et 7 mM ainsi que le K+ entre 90 et 150 mM. Cependant, dans une cellule, plus 

de 50% de l'actine est sous forme monomérique, et ce, malgré le fait que les 

conditions cellulaires favorisent sa polymérisation (7, 9) . Des facteurs limitent 

donc la polymérisation de l'actine in vivo. Ces facteurs sont des protéines qui se 

lient soit à l'actine-G soit à l'actine-F et qui contrôlent la polymérisation. Citons 

par exemple la profiline, la ~-thymosine qui se lient au monomère et l'empêchent 

de polymériser (57, 59, 81). La gelsoline, la fimbrine, la vinculine et la villine 

réagissent avec l'actine-F et limitent la longueur du filament (87, 112). On nomme 

ces protéines les ABP (actin-binding-protein). Cette liste n'est pas limitative. Il en 

existe beaucoup d'autres (57). 

1.2 L'actine et l'ATP 

1.2.1 L'hydrolyse de l'ATP par l'actine. 

Comme nous l'avons vu, le monomère d'actine contient une molécule 

d'ATP. Après la polymérisation, cet ATP est hydrolysé. Lors du treadmilling, il ya 

addition de monomères d'actine-ATP au bout positif du filament et élimination des 

monomères d'actine-ADP au bout négatif du filament. L'actine est donc une 

ATPase. 
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L'hydrolyse de l'ATP n'est cependant pas nécessaire à la polymérisation de 

l'actine puisque l'on peut faire polymériser des monomères d'actine qui ont un 

ADP à la place d'un ATP (24, 36, 60). Même sans nucléotide, dans des conditions 

particulières comme de fortes concentrations de sucrose, l'actine peut aussi 

polymériser (52). Par contre, la polymérisation est plus rapide si l'ATP est présent 

dans le milieu (36). Quel est le rôle de l'hydrolyse de l'ATP au cours de la 

polymérisation? 

M.-F. Carlier et al (12, 13, 14, 15, 17, 18,19, 20, 21) ont mis en évidence 

que l'hydrolyse de l'ATP contenu dans le monomère ne se fait pas lors de 

l'addition du monomère à l'extrémité du filament mais un certain temps après. De 

plus, cette hydrolyse se fait en deux étapes (voir figure 4): 

1) Il Y a tout d'abord clivage de l'ATP situé dans le monomère. 

On obtient donc un monomère d'actine ADP*Pi . Cette étape 

est irréversible. 

2) Puis libération du phosphate inorganique dans le 

milieu. Cette étape est plus lente et elle est réversible. 

C'est la libération du phosphate inorganique qui libère l'énergie de 

l'hydrolyse de l'ATP (15, 18, 19). 
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CD 
F-ATP --~> F-ADP. Pi '=/=====;7 F-ADP+Pi 

Figure 4: Schéma de l'hydrolyse de l'ATP par l'actine-F selon Carlier, 1992. 

Au cours de la polymérisation, le filament voit donc sa composition en 

nucléotide se modifier. Ainsi , pendant l'élongation, chaque extrémité du filament 

est composé de monomères qui contiennent un ATP et la partie centrale se 

compose de monomères ADP*Pi et de monomères ADP (12, 17, 18, 101). On dit 

que l'actine est A TP-capped (19, 20, 21, 58). Au cours du treadmilling, il y a, au 

bout positif, des monomères-ATP, suivis de monomères-ADP*Pi et le reste du 

filament est composé de monomères-ADP (75) (voir figure 5). 

Selon M. -F. Carlier et al (13, 14, 17), la principale conséquence de 

l'hydrolyse de l'ATP est de diminuer l'interaction entre les monomères d'actine . 

Le fait qu'il y ait des monomères-ATP à chaque extrémité du filament au cours de 

l'élongation et à l'extrémité positive lors du treadmilling est donc un mécanisme de 

stabilisation des extrémités du filament qui, par conséquent favorise le 

phénomène de polymérisation. 
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Figure 5; Proportion des différents intermédiaires de l'hydrolyse de l'ATP au cours de la 

polymérisation de l'actine. Tiré de: Carlier, 1991 



1.2.2 Possibilité de l'existence d'un deuxième site de liaison 
pour l'ATP 
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Certains chercheurs, Hozumi (42, 43, 44) ainsi que Kiessling et al (53) , ont 

envisagé la possibilité de l'existence d'un deuxième site de liaison des nucléotides 

sur le monomère d'actine. Ce second site aurait une faible affinité et une faible 

spécificité pour les nucléotides. Son affinité pour l'ADP serait plus grande que 

pour l'ATP (42, 43, 44, 53). 

Hozumi (42, 43, 44) a publié trois articles concernant l'existence possible 

de ce deuxième site de liaison pour un nuclétotide. Un premier article paru en 

1988 (43) suggère l'existence d'un tel site car le monomère d'actine est plus 

réfractaire à la protéolyse en absence d'ATP libre. Il conclut donc à l'existence 

d'un deuxième site de liaison sur le monomère d'actine. Cependant, cette 

conclusion n'est valable que si le nucléotide lié au site de haute affinité ne quitte 

pas la protéine lorsqu'on enlève l'ATP libre du milieu par dialyse. Le changement 

de sensibilité de l'actine à la protéolyse, de même que les changements de 

conformation de la molécule d'actine observés indiquent que le nucléotide 

interagirait avec un autre site sur la molécule d'actine et que l'interaction entre le 

monomère d'actine et le nucléotide semble être de nature électrostatique. 

Dans un deuxième article (42), Hozumi a comparé l'effet de différents 

nucléotides sur la protéolyse de l'actine-F. Ses résultats montrent que l'ADP 

ajouté à l'actine-F rend l'actine plus vulnérable à la protéolyse. L'effet des autres 

nucléotides varie comme suit: ADP>ATP» IDP>GDP=UDP. L'AMP et le Pi n'ont 
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pas d'effet. Les résultats suggèrent donc que l'ADP interagit avec un nouveau site 

de liaison et que ce site n'est pas spécifique à l'ADP. 

Un troisième article parut en 1990 (44) étudie les modifications des sites 

hydrophobes de l'actine-G et de l'actine-F en présence de nuclétotides (ATP et 

ADP). Cette étude se base essentiellement sur les changements des spectres de 

fluorescence de l'actine marquée par l'ANS (sonde hydrophobe). Les résultats 

montrent que l'actine-G marquée, en présence d'ATP et d'ADP, voit son intensité 

de fluorescence diminuer et son émission maximale se déplacer vers les plus 

hautes longueurs d'ondes. L'actine-F donne les mêmes résultats. Ces résultats 

montrent que les sites hydrophobes de l'actine-G et F sont modifiés par la 

présence des nucléotides. Ces modifications dépendent de la concentration du 

nucléotide dans le milieu. Les résultats suggèrent que les nucléotides se lient à 

un second site sur l'actine-G et F et que cette liaison induit un changement de 

conformation de la molécule d'actine. 

Kiessling et al (53) ont étudié la spécificité et l'affinité de ce second site 

pour les nucléotides sur l'actine-G et F. Cette étude a été faite par 

chromatographie d'affinité sur agarose-ADP. Les résultats montrent que la 

capacité des nucléotides à briser le lien actine-agarose dépend de leur degré de 

phosphorylation. L'ATP, le NADH et le pyrophosphate de sodium sont plus 

efficaces que l'ADP. Ils ont aussi rapporté que le CTP et l'ITP sont plus efficaces 

que l'ATP. Les auteurs concluent que la liaison de l'actine à l'agarose-ADP se 
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fait par un site différent du site de haute affinité et que ce site n'est pas spécifique 

à l'ADP et se lierait à de nombreux polyanions. 

1.2.3 Stabilisation de l'actine par l'ATP 

Certains auteurs (25, 46, 47, 48) ont déjà mentionné que l'ATP pouvait 

stabiliser le monomère et le filament d'actine contre des agents dénaturants. 

Ikeuchi et ses collaborateurs ont publié trois articles concernant l'effet de 

l'ATP sur la stabilité de l'actine. Le premier article parut en 1981 (46) a pour but 

d'étudier l'effet de la température et de la concentration d'ATP sur les propriétés 

de l'actine-F. Les techniques utilisées pour mesurer la stabilité de l'actine sont la 

turbidimétrie et la viscosimétrie, de même que la capacité de l'actine-F d'activer 

l'activité ATPasique de l'HMM (Heavy Mero Myosin). Les résultats montrent que 

l'ATP prévient la dénaturation thermique de l'actine-F. Les auteurs concluent 

donc que l'ATP augmente la température de dénaturation thermique de l'actine-F. 

En 1990 parut un deuxième article (48) qui concerne plus spécifiquement la 

dénaturation thermique de l'actine-G en présence d'ATP. Les auteurs ont estimé 

la dénaturation de l'actine-G en mesurant la polymérisation, l'hydrolyse de l'ATP et 

la capacité de l'actine d'activer l'activité ATPasique de l'HMM. Ils ont constaté que 

la viscosité de l'actine-G augmente avec la température et ce, en présence d'ATP. 

De plus, l'hydrolyse de l'ATP par l'actine-G augmente en fonction de la 

température jusqu'à environ 55°C puis diminue graduellement. Les résultats 
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suggèrent que la conversion de l'actine-G en actine-F , induite par la chaleur, est 

due à un changement énergétique de l'actine-G et que cette conversion est 

incomplète si on la compare à la polymérisation habituelle induite par l'addition de 

sels neutres. 

Un troisième article parut en 1992 (47) concerne l'effet du pH et de la 

concentration de KCI sur la stabilité de l'actine-F en absence d'ATP et à DOC. La 

dénaturation de l'actine-F a été évaluée en mesurant l'activité ATPasique de 

l'HMM. Les résultats montrent que la dénaturation de l'actine-F augmente lorsque 

le pH diminue. L'actine-F traitée par 0.5 M de KCI à pH 5.2 se dénature encore 

plus rapidement car il y a une combinaison des effets des bas pH et des hautes 

concentrations de sels. Les auteurs concluent que les hautes concentrations de 

sels pourraient stimuler à la fois la dépolymérisation de l'actine-F, la relâche du 

nucléotide et du cation divalent. La présence d'ATP retarderait la réaction de 

dénaturation. 

Oancker (25) a étudié l'effet d'agents dénaturants sur la stabilité de 

l'actine-F en présence d'ATP ou de phosphate inorganique (Pi). Cette étude se 

base sur l'observation des changements de viscosité et de fluorescence de 

l'actine-F marquée par le pyrène. Les résultats montrent que la vitesse de 

dénaturation de l'actine-F est plus lente en présence d'ATP ou de Pi. Oe même, 

lorsque l'actine-F est soumise à des agents dénaturants tels que le SOS ou le KI , 

la baisse de viscosité de la solution d'actine-F est moins rapide en présence 

d'ATP ou de Pi. Oancker conclut donc que l'ATP et le Pi stabilisent l'actine-F 

contre les effets dénaturants du KI et du SOS. 
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1.3 Problématique et objectif du travail 

Les travaux précédents (25,46, 47, 48) ont montré que l'ATP peut stabiliser 

l'actine-G et l'actine-F contre la dénaturation thermique et contre la dénaturation 

par des agents chaotiques (SOS et KI). Cependant Oancker (25) ainsi que Ikeuchi 

(46, 47, 48) n'ont jamais étudié le phénomène en détail. Ikeuchi et al (46, 47, 48) 

n'ont étudié la dénaturation de l'actine-G et F qu'en présence d'ATP sans 

chercher à savoir si d'autres nucléotides ont le même effet. De même, Oancker 

(25) , quoi qu'il ait utilisé du Pi en plus de l'ATP, n'a pas étudié la spécificité du 

nucléotide. Le mécanisme d'action de l'ATP et du Pi dans le phénomène de la 

stabilisation de l'actine-F et G reste donc encore mal compris. 

Le but de notre travail est de mieux caractériser l'effet de l'ATP sur la 

stabilité de la molécule d'actine. Cette stabilité sera évaluée en mesurant la 

résistance de l'actine à la dénaturation thermique et aux hautes pressions. 

Dans une première partie, nous allons évaluer l'effet de l'ATP sur les 

caractéristiques thermodynamiques de la dénaturation thermique de l'actine 

(température de dénaturation, enthalpie calorimétrique et pression de 

dénaturation ). 

Dans une deuxième partie, nous allons vérifier si le phénomène est 

spécifique à l'ATP, s'il se produit avec d'autres nucléotides et quelles sont les 

parties de la molécule d'ATP qui sont impliquées dans l'interaction avec l'actine. 
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Enfin, dans une troisième partie, nous allons vérifier si cette stabilisation 

produit un changement de conformation de la protéine. 



2. MATÉRIEL ET MÉTHODES 

2.1 Liste des produits chimiques 

Les produits suivants proviennent de chez Sigma Chemical co. Missouri. 

adénosine S'-triphosphate (ATP), 

adénosine 5'-diphosphate (ADP), 

adénosine 5'-monophosphate (AMP), 

adénosine 3' :5'-cyclic monophosphate (AM Pc) 

5'-adénylylimidodiphosphate (AMPPNP), 

N 6-éthénoadénosine S'-triphosphate (e-ATP), 

uridine S'-triphosphate (UTP), 

cystidine S'-triphosphate (CTP), 

guanosine S'-triphosphate (GTP) 

adénosine, 

phosphate de sodium (NaH2P04) 

Les produits suivants proviennent de chez Oméga Inc. Québec. 

fluorure de sodium (NaF) 

nitrate d'aluminium (AI (N03)3) 

sulfate de béryllium tétrahydrate (BeS04.4H20) 

19 
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2.2 Préparation de l'actine 

L'actine du muscle strié de lapin a été préparée à partir de la poudre 

acétonique selon la méthode de Pardee et Spudich (76) de la façon suivante: 

- Deux à trois grammes de poudre acétonique sont mis dans un bécher 

contenant 175 ml de tampon-G (Tris-HCI2 mM pH 8.0, ATP 0,2 mM, CaC120,3 

mM, B-mercaptoéthanol 0,5 mM, Azide de sodium 0,02%). Le tout est agité à 

DoC pendant 45 minutes. Cette étape solubilise l'actine-G. 

- La solution est filtrée et le filtrat est centrifugé pendant une heure à 

40 000 rpm (Beckman L8-70M rotor 70 Ti) à 4°C. Cette étape permet d'éliminer 

les protéines dénaturées et les résidus de poudre acétonique. 

- L'actine-G est polymérisée par ajout de 2 mM de MgCI2 et 100 mM de 

KCI (concentration finale) pendant une nuit à 4°C. 

- La solution d'actine-F est ensuite centrifugée pendant deux heures à 

40000 rpm (Beckman L8-70M, rotor 70 Ti) à 4°C. Cette étape permet de séparer 

l'actine-F, qui se retrouve dans le culot, des autres protéines solubles. 

- Le culot d'actine-F est récupéré et homogénéisé dans du tampon-G, puis 

mis en dialyse contre le tampon-G durant deux jours. Cette étape permet de 

dépolymériser l'actine. 
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- Après dialyse, la solution est centrifugée pendant deux heures à 40 000 

rpm (Beckman L8-70M, rotor 70 Ti) à 4°C. Cette étape permet d'éliminer les 

protéines dénaturées et l'actine non dépolymérisée, l'actine-G se retrouve dans le 

surnageant. 

- L'actine est conservée sous forme globulaire dans le tampon-G à DoC 

pendant un maximum de une semaine. 

- L'actine est dosée par mesure de l'absorbance à 290 nm. Le coefficient 

d'extinction molaire pour l'actine monomérique est AI~~) = 6,3. 

2.3 Préparation des nucléotides 

Tous les nucléotides ont été dissous dans l'eau et le pH a été ajusté à 7,0. 

La concentration des solutions stock d'ATP et d'ADP est de 50 mM tandis que la 

concentration des solutions 'stock des autres nucléotides est de 10 mM. Ces 

solutions sont conservées au congélateur, jusqu'à leur utilisation. 

2.4 Préparation du fluorure d'aluminium et du fluorure de 
béryllium. 

Du nitrate d'aluminium, à une concentration finale de 2 mM, est dissous 

dans l'eau puis on ajoute du fluorure de sodium dont la concentration finale est de 
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100 mM. Le fluorure de béryllium se prépare de la même manière que le fluorure 

d'aluminium. L'aluminium et le béryllium forment, en présence d'ions fluor, une 

série de complexes AI~n- 3 )- et Be~n- 2 )- . Aux concentrations utilisées, ce sont 

les complexes Al; et Be; qui prédominent (6) . 

2.5 Techniques de mesure de la stabilité thermique de l'actine-F 

2.5.1 Mesure de la dénaturation de l'actine-F par turbidimétrie 

a) Introduction 

L'actine-F, lorsqu'elle se dénature, forme des agrégats. La solution 

d'actine-F devient alors turbide. Pour dénaturer l'actine-F, on la soumet à une 

température dénaturante, c'est-à-dire entre 65 et 70°C, selon l'expérience. Plus la 

solution d'actine est chauffée longtemps plus cette solution devient turbide. Cette 

turbidité peut être quantifiée par mesure de l'absorbance à À = 400 nm. En 

ajoutant des nucléotides à la solution d'actine-F, nous pouvons étudier leur effet 

sur la vitesse de dénaturation de la protéine. 

b) Protocole expérimental 

- 25 ml d'actine-G sont polymérisés par ajout de 2 mM de MgCI2 et de 100 

mM de KCI (concentration finale). La polymérisation dure 45 minutes à 

température ambiante. 
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- L'ATP est ajouté après 25 minutes de polymérisation tout en tenant 

compte que le volume final de la solution d'actine-F doit être de 25 ml et sa 

concentration de 0,25 mg/ml. Il faut noter que l'ATP ajouté est de l'ATP 

supplémentaire. Le tampon-G contient déjà 0.2 mM d'ATP. 

- Après polymérisation, la solution d'actine-F est distribuée dans deux 

séries de douze tubes que l'on scelle pour prévenir l'évaporation. 

- On immerge les tubes dans un bain thermostaté à 70°C. Ils sont ensuite 

retirés deux par deux à des temps prédéterminés. Les tubes, une fois retirés du 

bain, sont immédiatement mis sur la glace pour arrêter la réaction de dénaturation. 

Nous pouvons suivre ainsi la dénaturation de l'actine en fonction du temps. 

- Pour la mesure de la DO, les solutions d'actine sont ramenées à 

température ambiante et doivent être agitées afin de resuspendre les gros 

agrégats d'actine et obtenir une solution homogène. La lecture se fait à 400 nm. 

2.5.2 Mesure de la dénaturation de l'actine-F par fluorimétrie 

a) Introduction 

Lorsqu'on met l'actine-F à température dénaturante elle forme des 

agrégats. L'actine dénaturée peut être éliminée par centrifugation. Cependant, 

pour ne pas éliminer, au cours de cette centrifugation, l'actine-F non-dénaturée, 
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on doit d'abord la dépolymériser. Pour ce faire, on dilue l'actine avec du tampon­

G de façon à obtenir des concentrations ioniques qui dépolymérisent l'actine. 

Dans le tampon-G, l'actine est stable et reste à l'état de monomère. On se 

retrouve donc avec un mélange d'actine-G non-dénaturée et d'actine dénaturée. 

L'actine dénaturée est éliminée par centrifugation. 

La quantité d'actine non-dénaturée qui se trouve dans le surnageant est 

dosée par fluorimétrie. L'actine non-dénaturée possède un spectre de 

fluorescence caractéristique dont le maximum d'émission est à 325 nm (voir figure 

6). On peut remarquer sur cette figure qu'à la longueur d'onde utilisée l'actine-G 

dénaturée fluoresce de manière non négligeable. C'est pourquoi il faut 

absolument éliminer l'actine dénaturée de notre solution. 

b) Protocole expérimental 

Cette partie du travail a été faite selon le protocole établi par Le Bihan (61). 

- De l'actine-G est polymérisée par ajout de 2 mM de MgCI2 et de 100 mM 

de KCI (concentration finale). La polymérisation se fait pendant 45 minutes. 

- Au besoin, de l'ATP à concentration désirée est ajouté après 25 minutes 

de polymérisation. Le volume final de la solution d'actine doit être de 40 ml et sa 

concentration de 0,29 mg/ml. Il faut souligner que l'ATP ajouté est de l'ATP 

supplémentaire. Le tampon-G contient déjà 0.2 mM d'ATP. 
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- Après polymérisation, on distribue l'actine-F dans trois séries de douze 

tubes que l'on scelle pour prévenir l'évaporation. 

CD 
() 
c: 
CD 
() 
co 
~ 
o .a -CD 

" 0(1) -'iii 
c: 
CD -c: 

100r-------------------------------------------~ 

dénaturé 

0L---~--~~--~--~~~~ .. .J 
300 326 360 376 400 426 460 

Longueur d'onde, À Cnm) 

Figure 6: Spectres de fluorescence de l'actine-G à l'état natif et à l'état dénaturé.ôl 320 nm est la 

différence d'intensité entre les deux états de l'actine-G pour une longueur d'onde de 320 nm. 

- Les tubes sont ensuite immergés dans un bain thermostaté à la 

température de dénaturation de 65°C. On retire les tubes trois par trois à des 

temps prédéterminés. 
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- La réaction de dénaturation est arrêtée en plongeant les tubes d'actine-F 

dans de la glace. 

- L'actine est dépolymérisée une nuit à O°C. La dépolymérisation est 

obtenue en prélevant 0.15 ml de solution d'actine de chaque tube, que l'on dilue 

dans 2.55 ml de tampon-Go 

- La solution d'actine est centrifugée pendant une heure à 40 000 rpm 

(Beckman L8-70M rotor 70.1 Ti) pour séparer les agrégats d'actine dénaturée de 

l'actine-G non-dénaturée. 

- L'intensité de fluorescence de l'actine non-dénaturée est mesurée à 325 

nm pour une excitation à 294 nm (voir figure 6). La présence d'une forte 

concentration d'ATP n'interfère pas dans le spectre de fluorescence de l'actine-G. 

2.5.3 Mesure de la dénaturation de l'actine par calorimétrie 
différentielle à balayage (DSC) 

a) Description de l'appareil 

L'appareil que nous avons utilisé est un DSC à conduction de chaleur (Hart 

Scientific). Cet appareil comprend trois cellules échantillons et une cellule de 

référence. Les cellules échantillons et de référence sont insérées à l'intérieur d'un 

bloc de métal qui sert de puits thermique (voir figure 7). Des senseurs situés 

entre le puits thermique et les cellules captent les flux de chaleurs entre le bloc et 

l'échantillon et entre le bloc et la référence. 
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Figure 7: Représentation schématique du ose. 

b) Principe de l'appareil 
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Le calorimètre chauffe l'échantillon et la référence à une vitesse constante 

tout en maintenant la température de l'échantillon égale à la température de la 

référence. Si à une température donnée, il se produit une réaction dans la cellule 

échantillon, il peut y avoir absorption ou émission de chaleur. L'appareil peut 
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détecter cette quantité de chaleur en comparant les flux de chaleur entre le bloc 

de métal et l'échantillon et entre le bloc de métal et la référence. Les résultats 

nous sont donnés sous forme de thermogramme (voir figure 8). 

On peut déduire du thermogramme (voir figure 8): la température de 

transition thermique de la réaction, son enthalpie calorimétrique et la coopérativité 

de la réaction. La température de transition d'une réaction est la température au 

maximum de la courbe. Elle correspond à la température à laquelle la moitié des 

molécules ont réagi ou plus particulièrement à notre étude, où la moitié des 

protéines sont dénaturées. Cette donnée nous sera utile tout le long de cette 

étude car elle nous permettra de connaître la température de dénaturation de 

l'actine-F. L'enthalpie calorimétrique se calcule en mesurant l'aire totale sous la 

courbe et représente l'énergie nécessaire à la réaction . Le programme fourni par 

la compagnie Hart Scientific permet de calculer l'enthalpie calorimétrique d'une 

réaction. Pour ce faire, il suffit de fournir à l'appareil les températures initiale (Ti) 

et finale (Tf) de la réaction (voir figure 8) de même que la quantité de protéine 

dans l'échantillon. L'ordinateur trace une ligne droite entre la température initiale 

et finale et calcule l'aire sous la courbe. Il divise cette donnée par la quantité de 

protéine, ce qui donne l'enthalpie calorimétrique par mole de la réaction. Le 

thermogramme permet aussi de déterminer la coopérativité de la réaction. La 

coopérativité correspond à la quantité de molécules qui réagissent en même 

temps. Sur le thermogramme, plus la coopérativité est grande, plus la quantité de 

molécules qui ont réagi en même temps est grande, plus le pic de la réaction est 

étroit. Inversement, plus la coopérativité est faible, plus le pic de la réaction est 

large. Mais ce phénomène n'est valide que pour les réactions réversibles et ne 
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s'applique pas nécessairement à notre système. Il en sera discuté plus 

longuement dans la dernière partie de ce travail. 

En ajoutant différents nucléotides à la solution d'actine-F, nous pouvons 

étudier l'effet des nucléotides sur la transition thermique de l'actine. 
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Figure 8: Thermogramme idéal d'une réaction endothermique réversible. 
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c) Préparation des échantillons pour le ose 

- Un millilitre d'actine à 3 mg/ml est polymérisée par ajout de 2 mM de 

MgCI2 et de 100 mM de KCI (concentration finale). On laisse polymériser l'actine 

pendant 45 minutes à température ambiante. 

- Les nucléotides, à concentrations désirées, sont ajoutés à l'actine après 

25 minutes de polymérisation, et on laisse reposer à température ambiante pour 

terminer la polymérisation. La concentration des nucléotides varie entre 0 et 15 

mM selon l'expérience. Il est à souligner que les nucléotides sont ajoutés au 

tampon-G qui contient déjà 0.2 mM d'ATP. 

- Une fois la polymérisation de l'actine terminée, 0.900 ± 0.001 grammes de 

solution d'actine sont mis dans une cellule du calorimètre. 

Dans tous les cas, la vitesse de chauffe de l'appareil est de 40°C à 

l'heure. 

- Pour chaque échantillon, la ligne de base est obtenue avec le tampon 

correspondant et soustrait à l'aide d'un programme fourni par Hart Scientific. 

- Tous les thermogrammes obtenus ont été corrigés en température pour 

compenser le temps de réponse de l'appareil avec le programme fourni par Hart 

Scientific. 
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2.5.4 Mesure de la dénaturation de l'actine-F par FTIR 

a) Introduction 

Toutes les protéines sont des polymères d'acides aminés. Selon l'ordre et 

la nature des acides aminés, la protéine va se replier pour former différentes 

structures que l'on nomme structures secondaires. "existe trois types de 

structures secondaires: les feuillets-f3, les hélices-a et les stuctures désordonnées 

appelées aussi pelotes statistiques. Chacune de ces structures secondaires ont 

des vibrations dont la fréquence est caractéristique pour chaque type de structure 

secondaire. Le FTIR permet d'analyser ces fréquences. Cette technique donne la 

contribution relative des hélices-a, des feuillets-f3 et des structures désordonnées 

dans les protéines (77, 93, 109). On peut mettre en évidence les changements de 

la structure secondaire d'une protéine lorsqu'elle interagit avec un ligand ou 

lorsqu'elle est soumise à des conditions dénaturantes. 

Le FTIR à haute pression permet de suivre les changements de 

conformation de l'actine lorsqu'on la dénature en augmentant la pression. Le 

FTIR à température variable permet de suivre les changements de conformation 

de l'actine lorsqu'on la dénature par augmentation de température. 
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b) Préparation des échantillons pour l'étude, par FTIR, de la 

dénaturation de l'actine-F par les hautes pressions. 

- 10 ml d'actine-G à concentration de 3 mg/ml sont polymérisés par ajout de 

2 mM de MgCI2 et de 100 mM de KCI (concentration finale). La polymérisation se 

fait pendant 45 minutes. 

- On centrifuge la solution d'actine-F à 50 000 rpm (Beckman Rotor 70.1 Ti) 

pendant une heure. 

- Le culot d'actine-F est lavé deux fois avec du tampon-F préparé avec du 

020 afin d'éliminer la bande d'absorption de l'eau qui interfère avec la bande 

amide 1. 

- Le tampon-F °2° contient: 

Tris-HCI , 2 mM pH 8 

ATP, 0.2 mM 

CaCI2, 0.2 mM 

MgCI2, 2 mM 

KCI, 100 mM 

Azide de sodium, 0.01 % 

~- mercaptoéthanol , 0.5 mM 

- Les préparations d'actine qui contiennent de l'ATP sont préparées de la 

même manière. Après 25 minutes de polymérisation, de l'ATP est ajouté pour 
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obtenir une concentration finale de 3 mM. Les solutions de lavage contiennent 

aussi une concentration de 3 mM d'ATP. Il est à souligner gue l'ATP ajouté est 

de l'Arp supplémentaire. Le tampon-G contient déjà 0.2 mM d'ATP. 

- Le culot d'actine-F est placé dans une cellule en acier inoxydable de 0.23 

mm de diamètre, puis comprimé dans une enclume en diamant. La pression 

interne de la cellule est mesurée en suivant le déplacement de fréquence de la 

bande du quartz-a à 695 cm-1 (110). 

Les spectres infrarouges sont collectés avec un spectrophotomètre à 

transformée de Fourrier Modèle Michelson 110 équipé d'un détecteur au mercure­

cadmium-tellure refroidi à l'azote liquide. 

La déconvolution des spectres est faite à l'aide de programmes développés 

par P. Wong à Ottawa (62). 

c) Préparation des échantillons pour l'étude, par FTIR, de la 

dénaturation thermique de l'actine-F 

- 10 ml d'actine-G à une concentration de 3 mg/ml sont polymérisés par 

ajout de 2 mM de MgCI2 et de 100 mM de KCI (concentration finale) . La 

polymérisation se fait pendant 45 minutes à température ambiante. 
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- L'actine-F est centrifugée pendant une heure à 45 000 rpm (Seckman 

Rotor 70.1 Ti) . 

- Les préparations qui contiennent de l'ATP sont faites de la même façon, 

mais de l'ATP est rajouté après 25 minutes de polymérisation. Noter bien que 

l'ATP ajouté est de l'ATP supplémentaire. Le tampon-G contient déjà 0.2 mM 

d'ATP. 

- Les spectres infrarouges ont été enregistrés à l'aide d'un spectromètre 

infrarouge à transformée de Fourier Somen DA3-02. L'analyse des spectres a été 

faite selon la méthode Dousseau et Pézolet (27). 

2.6 Analyse statistique 

Les thermogrammes présentés au cours de ce travail correspondent aux 

résultats d'une seule expérience. Les résultats présentés dans le texte 

représentent la moyenne des résultats de plusieurs expériences. C'est pourquoi il 

peut y avoir des différences entre les températures de dénaturation présentées 

sur le thermogramme et celles indiquées dans le texte. 

Sur la majorité des graphiques et des histogrammes présentés, nous 

retrouvons des barres d'erreurs. Ces barres d'erreurs représentent l'écart-type 

calculé à l'aide du logiciel Criquet Graph de Maclntoch. Ces calculs se basent sur 

les résultats d'expériences variant entre trois et trente selon les expériences. À la 

fin de la section RÉSULTATS nous retrouvons un tableau complet des résultats 
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obtenus par OSC. Ce tableau comprend les concentrations, les écart-types, les 

températures de transition et les enthalpies calorimétriques obtenus pour chacun 

des nucléotides. 
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3. RÉSULTATS 

3.1 Effet de l'ATP sur la stabilisation thermique de l'actine-F 

3.1.1 Expériences préliminaires: effet de l'ATP sur la cinétique 
de dénaturation de l'actine-F. 

a) Résultats obtenus par turbidimétrie 

À l'aide d'une technique simple, la turbidimétrie, nous avons tout d'abord 

étudié l'effet de l'ATP sur la stabilisation de l'actine-F lorsqu'elle est soumise à des 

températures élevées. 

La figure 9 permet de comparer la cinétique de dénaturation de l'actine-F 

pour une température de dénaturation de 70°C. Trois concentrations d'ATP ont 

été testées: 0 mM d'ATP, 3 et 5 mM d'ATP. Comme on peut le constater sur la 

figure 9, plus la concentration d'ATP est élevée plus la dénaturation de l'actine-F 

est lente. 'En absence d'ATP, on observe que l'actine se dénature très 

rapidement. La dénaturation est complète en 2.5 minutes. Avec 3 mM d'ATP, la 

dénaturation est déjà moins rapide et prend environ 7 minutes En présence de 5 

mM d'ATP, il n'y a pas de dénaturation de l'actine-F et ce, après 30 minutes à 

70°C. Par conséquent, l'ATP stabilise l'actine-F contre la dénaturation thermique. 
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Figure 9: Courbes représentant la turbidité d'une solution d'actine en fonction du temps en 

présence de différentes concentrations d'ATP. La température de dénaturation est de 70°C, la 

concentration d'actine de 0.25 mg/ml. Les concentrations d'ATP supplémentaires utilisées sont: 0 

mM ( 0 ), 3 mM ( • ) et 5 mM ( • ). 
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b) Résultats obtenus par fluorimétrie 

Nous avons aussi suivi la cinétique de la dénaturation de l'actine-F en 

présence et en absence d'ATP en mesurant la quantité d'actine non-dénaturée par 

fluorimétrie . . 

La figure 10 montre les cinétiques de dénaturation thermique de l'actine 

soumise à une température dénaturante de 65°C, en absence et en présence de 

plusieurs concentrations d'ATP. Comme on peut le constater, plus la 

concentration d'ATP est élevée, plus la dénaturation de l'actine est lente. 

Le phénomène résumé à la figure 11 , représente le temps de demi-vie de 

l'actine en présence des différentes concentrations d'ATP. Le calcul du temps de 

demi-vie est fait comme indiqué à la figure 12. On peut remarquer que le temps 

de demi-vie augmente linéairement avec la concentration d'ATP. En absence 

d'ATP, le temps de demi-vie est de 3.9 minutes. En présence de 1 mM d'ATP, le 

temps de demi-vie est deux fois plus grand soit 7.1 minutes, en présence .de 3 mM 

d'ATP, il est de 45.7 minutes et pour 5 mM d'ATP, le temps de demi-vie est de 

80.6 minutes. 

Conclusion: La présence d'ATP stabilise l'actine-F contre la dénaturation 

thermique et cet effet augmente avec la concentration d'ATP. 
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Figure 10: Effet de l'ATP sur la cinétique de dénaturation thermique de l'actine-F. La quantité 

d'actine non-dénaturée est mesurée par fluorescence. La température de dénaturation est de 

65°C. La concentration de l'actine de 0.29 mg/ml. Les concentrations d'ATP supplémentaires 

utilisées sont: 0 mM ( 0 ), 1 mM (. ). 2 mM ( • ). 3 mM ( 0 ) et 5 mM ( 0 ). 
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Figure 11: Effet de la concentration d'ATP sur le temps de demi-vie de l'actine. 
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3.1.2 Effet de l'ATP sur la transition de phase de l'actine-F 
obtenue par ose 
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La figure 13 montre les thermogrammes de l'actine-F obtenus en présence 

de trois concentrations d'ATP: 0 mM, 2 mM et 5 mM. La température de transition 

passe de 69.6°C pour l'actine seule à 75.8°C pour l'actine en présence de 5 mM 

d'ATP. 

On peut aussi remarquer que l'allure du pic est modifié en présence d'ATP 

et que cette modification est fonction de la concentration d'ATP. Le pic est plus 

étroit lorsque la concentration d'ATP augmente. On peut aussi remarquer que la 

hauteur du pic augmente avec la concentration d'ATP. L'actine-F se dénature 

donc différemment en présence d'ATP. 

La figure 14 représente la température de transition de l'actine-F en 

fonction d'une concentration croissante d'ATP. On peut remarquer sur cette figure 

que la température de transition augmente avec la concentration d'ATP jusqu'à 

environ 3 mM, et que pour de plus fortes concentrations d'ATP, il ya un plateau. 

La figure 15 représente l'enthalpie calorimétrique de l'actine-F en fonction 

d'une concentration croissante d'ATP. On peut remarquer que l'enthalpie 

calorimétrique de l'actine-F est plus grande en présence d'ATP. Elle passe de 

163 kcallmol pour l'actine seule à 237 kcallmol pour l'actine-F en présence de 5 

mM d'ATP. 
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Figure 13: (page suivante) Thermogrammes d'actine-F en présence de différentes concentrations 

d'A TP. La concentration d'actine est de 3 mg/ml. Les concentrations d'A TP utilisées sont: 0 mM 

(en rouge), 2 mM ( en bleu) et 5 mM (en vert) . Le taux de chauffe du OSC est de 40°C/h. 
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Figure 14: Effet d'une concentration croissante d'ATP sur la température de transition de 

l'actine-F. La concentration d'actine-F est de 3 mg/ml. 
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Figure 15: Effet d'une concentration croissante d'ATP sur l'enthalpie calorimétrique de l'actine-F. 

La concentration d'actine est de 3 mg/ml. 
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Conclusion: L'ATP stabilise l'actine contre la dénaturation thermique. La 

température de dénaturation et l'enthalpie calorimétrique augmentent en présence 

d'ATP. 

* * * * * * * 

L'ATP provoque une stabilisation de l'actine. On peut se demander si 

l'augmentation de stabilité est accompagnée d'un changement de conformation de 

la protéine. Afin de déterminer si la structure secondaire de l'actine-F est modifiée 

en présence d'ATP, nous avons réalisé une étude par FTIR. 

3.1.3 Étude, par FTIR, de l'effet des hautes pressions sur la 
dénaturation de l'actine-F. 

a) Effet de l'ATP sur la conformation de l'actine-F à pression 
ambiante. 

Le FTIR permet d'étudier la structure secondaire des protéines par analyse 

de la bande amide 1. La figure 16 représente la bande amide 1 de l'actine-F. 

Cette bande est une bande assez large que l'on peut résoudre par déconvolution 

(trait plein). Après déconvolution, on peut distinguer deux pics et deux 

épaulements. Le pic à 1632 cm-1 représente les feuillets-f3, celui à 1660 cm-1 , 
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Figure 16: (Page suivante) Spectres FTIR de la bande amide 1 de l'actine-F avant (------) et après 

déconvolution (--). 
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les hélices-a. L'épaulement à 1610 cm-1 correspond aux interactions 

intermoléculaires et celui à 1675 cm-l, aux coudes. L'analyse de la bande amide 

1 de l'actine correspond bien à ce qui est connu de la structure de l'actine 

observée par diffraction des rayons-X (51). 

La figure 17 montre deux spectres FTIR de l'actine. Le spectre en trait 

plein représente la bande amide 1 déconvoluée de l'actine-F en absence d'ATP et 

la courbe pointillée, la bande amide 1 de l'actine-F en présence de 3 mM d'ATP et 

ce, à pression ambiante. On peut remarquer que les deux courbes sont 

identiques. La présence d'ATP dans le milieu ne provoque donc pas, à pression 

ambiante, de changement de conformation de l'actine qui entraîne une 

modification de la bande amide 1. 

b) Effet des hautes pressions sur l'actine-F, en absence et 
en présence d'ATP. 

" est possible de dénaturer les protéines en les soumettant à de hautes 

pressions, supérieures à 10 Kbar. Nous avons déjà mis en évidence que l'ATP 

protège l'actine contre la dénaturation thermique. L'actine sera-t-elle aussi 

protégée contre la dénaturation par de hautes pressions? 
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Figure 17: (Page suivante) Spectres FTIR déconvolués de la bande amide 1 de l'actine-F à 

pression ambiante. Courbe pointillée: actine-F en présence de 3 mM d'ATP. Courbe pleine: 

actine-F seule. 



, , , , , ... 

, , .... .... , 

... 
" " , , 

, 
\ , 
1 

1 
\ , 

, , 

" 

, 
, , , 
, 

, , , 
" " 

, , , 
, 

, , , 

, 

, , 

, , , , 

........ 
" 

, 

... 
" " , , , , , , , 

, 

\ 
\ , , 
1 , 

1 , 
\ 
\ 
\ 
\ 

o 
(() 

LO 
~ 



50 

La figure 18 montre deux séries de courbes obtenues à l'aide du FTIR à 

haute pression. La première série de courbes (en haut) représente la bande 

amide 1 de l'actine-F, en absence d'ATP, lorsque la protéine est soumise à des 

pressions croissantes. La deuxième série de courbes (en bas) représente la 

bande amide 1 de l'actine-F lorsque la protéine est soumise à des pressions 

croissantes mais en présence de 3 mM d'ATP. 

En absence d'ATP (série du haut), on peut constater que lorsque la 

pression augmente, il se produit une hausse du pic à 1632 cm-1 ce qui signifie 

une augmentation de la contribution des feuillets-J3. Pour des pressions 

supérieures à 8 kSar, le pic des feuillets-J3 devient aussi élevé que celui des 

hélices-a, puis à partir d'environ 9 kSar, il y a la disparition brutale des deux pics 

qui fusionnent en un pic à 1640 cm-1. Ce pic correspond soit à une structure 

désordonnée soit à une combinaison du pic à 1632 cm-1 et celui à 1655 cm-1. Ce 

phénomène est mieux illustré à la figure 19, qui représente le maximum des 

fréquences de la bande amide 1 en fonction de la pression, où l'on voit que, à 9 

Kbar, il se produit une brusque transition caractérisée par une baisse des 

fréquences de la bande à 1655 cm-1 et un hausse des fréquences de la bande à 

1630 cm-1. 

En présence d'ATP (figure 18), nous remarquons une hausse très 

marquée du pic des feuillets-J3 à mesure que la pression augmente. La 

contribution des feuillets-J3 devient plus importante que celle des hélices-a. Cela 
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Figure 18: (Page suivante) Spectres FTIR de la bande amide 1 de l'actine-F pour des pressions 

croissantes. Série du haut: actine-F seule. Série du bas: actine-F en présence de 3 mM d'ATP. 

La pression est indiquée en kSar à la droite des courbes. 
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Figure 19: (Page suivante) Maximum de fréquence de la bande amide 1 en présence de 3 mM 

d'ATP (+ ) et en absence d'ATP ( * ) en fonction de la pression. Le maximum à 1655 cm-1 est la 

contribution des hélices-a. et à 1630 cm-1 des feui"ets-~ . 
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signifie que la présence d'ATP favorise ou stabilise la structure des feuillets-~ à 

de hautes pressions. 

Cependant, en présence d'ATP il n'y a pas de fusion des deux pics même à 

une pression de 10.2 kBar, qui est la pression maximale que l'on peut atteindre, 

ce qui signifie que l'actine, en présence d'ATP, n'est pas entièrement dénaturée à 

cette pression ou est dénaturée de manière différente. Donc les liens qui 

stabilisent les structures secondaires de l'actine-F sont modifiées en présence 

d'ATP. 

Conclusion: La présence d'ATP ne provoque pas de changement de 

conformation de la bande amide 1 de l'actine-F à pression ambiante, mais l'actine 

est plus stable aux hautes pressions et les mécanismes de dénaturation sont 

différents. 

3.1.4 Étude, par FTIR, de l'effet de la température sur la 
dénaturation de l'actine-F 

Cette partie du travail a été faite en collaboration avec la professeure 

Michèle Auger et M. Mario Bouchard du département de chimie, Université Laval. 

Le FTIR à température variable fonctionne sur le même principe que le FTIR à 

haute pression sauf que l'on fait augmenter la température et non la pression. On 

peut avec cet appareil comparer la stabilité thermique de l'actine-F, en présence, 

et en absence d'ATP. 
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Le tableau 1 et la figure 20 montrent le pourcentage des structures qui 

composent la bande amide 1 de l'actine-F en fonction de la température. On peut 

remarquer qu'à partir de 60°C, le pourcentage d'hélices ordonnées et d'hélices 

désordonnées diminue drastiquement (la somme des hélices ordonnées et des 

hélices désordonnées est considérée comme étant le pourcentage total des 

hélices-a) tandis que le pourcentage des feuillets-~ et des structures 

désordonnées augmentent rapidement. Ce changement brutal dans la structure 

secondaire de la protéine correspond à la dénaturation thermique de l'actine-F. 

Cependant, un excès d'ATP (10 mM) ne modifie pas le phénomène. 

Conclusion: Dans cette série d'expériences, le FTIR indique que, à 

température ambiante, l'ATP ne change pas la conformation de l'actine 

suffisamment pour modifier la bande amide 1 et ne semble pas stabiliser l'actine 

contre la dénaturation thermique. Ce résultat est en contradiction avec nos 

résultats de DSC. Dans la discussion nous essaierons d'expliquer cette 

contradiction. 

3.2 Spécificité du nucléotide sur la stabilisation de l'actine-F 

3.2.1 Effet de la substitution de la base du nucléotide 

Les résultats obtenus par DSC, par fluorimétrie et par turbidimétrie 

indiquent que l'ATP stabilise l'actine-F. Cette stabilisation est-elle spécifique à 

l'ATP ou bien peut-elle être produite par d'autres nucléotides? Dans une première 
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Température 

SIrUCN~ 25·C 30·C 35·C 40·C 45·C 50·C 55·C 

Hélice 24.0 23.9 24.1 
ordoMée 

24.3 23.5 24.9 24.0 

Hélice 11.7 10.9 11.2 11.3 10.3 10.9 9.6 
désordoMée 

Feuille! P 32.6 32.1 32.4 32.4 33.1 32.9 33.9 

SIrUCN~ 31.5 32.7 31.9 31.6 32.7 30.8 32.0 
désordonnée 

VALEUR 1.06 1.06 1.06 1.06 1.06 1.07 1.07 
DE k 

"ERREUR .69 .71, .81, .93 1.01 .99 1.19 

Température 

Slrucru~ 60·C 65·C 70·C 75·C 80·C 85·C 90·C 

Hélice 24.9 24.0 21.9 12.7 9.5 10.9 11.0 
OrdOMée 

Hélice 9.2 9.25 7.2 3.5 0.65 0.28 0.97 
désordolUlée 

'li 

Feuille! P '33.8 35.1 37.6 45.9 49.8 49.7 50.0 

StruC:N~ 31.3 30.9 32.2 35.9 37.8 36.8 35.4 
désordoDDée 

YAŒUR 1.08 1.09 1.09 1.10 1.08 1.10 1.11 
DE k 

roE.RREUR lAS 1.47 1.75 2.53 3.43 3.iO 3.79 
.. 

Tableau 1: Pourcentage des différentes structures secondaires de la bande amide 1 de l'actine-F en 

absence d'ATP. Les résultats sont les mêmes avec l'actine-F en présence de 10 mM d'ATP. 
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Figure 20: Pourcentage de différentes structures secondaires de la bande amide 1 de l'actine-F en 

fonction de la température obtenus par FTIR. Les symboles pleins représentent l'actine-F en 

absence d'ATP. Les symboles vides, l'actine-F en présence de 10 mM d'ATP. 
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série d'expériences, nous avons comparé l'effet, sur la stabilisation de l'actine-F , 

de nucléotides qui diffèrent seulement par leur base: le GTP, le CTP, l'ATP et 

l'UTP. 

La figure 21 montre les thermogrammes de l'actine-F en présence de ces 

différents nucléotides. La figure 22 représente l'effet de différentes concentrations 

de ces nucléotides sur la température de transition de l'actine-F. 

En présence de 5 mM d'ATP, la température de transition de l'actine passe 

de 69.6°C pour l'actine-F seule à 75.8°C, ce qui donne une stabilisation de 6°C. 

Par contre, les autres nucléotides n'augmentent que de très peu la température de 

transition. Le GTP (5 mM) fait passer la température de transition de 69.6°C à 

70.8°C, l'UTP (5 mM), de 69.6°C à 72.2°C et le CTP (5 mM) ne change pas la 

température de transition. On peut remarquer sur la figure 21 que la présence 

des nucléotides modifie la forme du pic de transition qui devient plus étroit et plus 

élevé en leur présence. Par conséquent l'actine-F se dénature différemment en 

présence de ces nucléotides. 

N.B. les températures données dans le texte peuvent varier avec celles du 

thermogramme puisque le thermogramme représente une seule expérience tandis 

que les températures données dans le texte représentent une moyenne de 

plusieurs expériences. 
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Figure 21 : (Page suivante) Thermogrammes de l'actine-F en absence d'ATP supplémentaire 

(rouge) et d'actine-F en présence de différents nucléotides: CTP (bleu foncé), GTP (magenta) , 

UTP (bleu pâle) et ATP (vert). La concentration de l'actine-F est de 3 mg/ml. La concentration 

des nucléotides est de 3 mM. 
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Figure 22: Effet de différentes concentrations de nucléotides sur la température de transition de 

l'actine-F. La concentration de l'actine est de 3 mg/ml. Les concentrations de nucléotides sont 

indiquées dans le coin supérieur droit. 
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La figure 23 montre l'enthalpie calorimétrique de la réaction de dénaturation 

de l'actine-F en présence de différentes concentrations de nucléotides. On peut 

remarquer que l'enthalpie calorimétrique de l'actine-F est plus élevée en présence 

d'ATP. Elle passe de 163 kcal/mol en absence d'ATP à 237 kcal/mol en présence 

de 5 mM d'ATP. Par contre les autres nucléotides font baisser l'enthalpie 

calorimétrique de l'actine-F. Le GTP (5 mM) la fait passer de 163 kcal/mol (actine 

seule) à 112 kcal/mol, l'UTP (5 mM) à 101 kcal/mol et le CTP (5mM) à 110 

kcal/mol . 

Conclusion: La stabilisation thermique de l'actine-F est donc spécifique à 

la présence de l'adénine comme base du nucléotide. 

3.2.2 Effet du nombre de phosphates du nucléotide 

Nous avons établi que l'ATP stabilise l'actine contre la dénaturation 

thermique et que l'adénine est essentielle à son activité. Le nombre de 

phosphates est-il important dans l'activité de ce nucléotide? Nous avons 

comparé, dans une deuxième série d'expériences, l'activité de différents 

nucléotides: l'ATP (trois phosphates), l'ADP (deux phosphates), l'AMP et l'AMPc 

(un phosphate) et l'adénosine (aucun phosphate). 
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Figure 23: Effet de différentes concentrations de nucléotides sur l'enthalpie calorimétrique de 

l'actine-F. La concentration de l'actine-F est de 3 mg/ml. Les concentrations de nucléotides sont 

indiquées dans le coin supérieur droit. 
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La figure 24 montre les thermogrammes de l'actine-F en présence de 3 mM 

de ces différents nucléotides. La figure 25 représente l'effet de différentes 

concentrations de ces nucléotides sur la température de transition. 

On peut remarquer sur les figures 24 et 25, que l'ADP et l'AMP ont un effet 

beaucoup plus faible que l'ATP sur le changement de la température de transition 

de l'actine-F. En effet, l'ATP (5 mM) fait passer la température de transition de 

l'actine-F de 69.6°C ( actine-F seule) à 75.8°C, soit une stabilisation de 6°C. Par 

contre, la présence d'ADP (5 mM) ou l'AMP (5mM) n'augmente la température de 

transition de l'actine-F que de 2°C. Elle passe de 69.6°C en absence de 

nucléotide à 71 .rC en présence d'ADP ou d'AMP. L'AM Pc et l'adénosine 

provoquent une baisse de la température de transition qui passe de 69.9°C à 

68.rC pour de faibles concentrations (5 mM) et de 69.6°C à 66°C pour de fortes 

concentrations de ces nucléotides (15 mM). Cette baisse de la température de 

transition indique que les nucléotides rendent l'actine-F plus sensible à la 

température. Le nombre de phosphate est donc important dans le phénomène de 

stabilisation de l'actine-F. On peut remarquer sur la figure 24 que ces nucléotides 

(ADP, AMP, AMPc et adénosine), mais non l'ATP, ne modifient pas ou très peu le 

pic de transition thermique de l'actine-F. 

N.B. les températures données dans le textes peuvent être différentes de celles 

du thermogramme puisque le thermogramme représente une seule expérience et 

les températures données, une moyenne de plusieurs expériences. 
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Figure 24: (Page suivante) Therrnogrammes d'actine-F seule (rouge) et d'actine-F en présence de 

différents nucléotides: adénosine (bleu foncé) , AM Pc (magenta) , ADP (bleu pâle), AMP Oaune) et 

ATP (vert) , La concentration de l'actine-F est de 3 mg/ml. La concentration'des nucléotides est de 

3mM, 
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Figure 25: Effet de différentes concentrations de nucléotides (ATP, AOP, AMPc, AMP et 

adénosine) sur la température de transition de l'actine-F obtenue en ose. La concentration de 

l'actine est de 3 mg/ml. Les concentrations de nucléotides sont indiquées dans le coin supérieur 

droit. 
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La figure 26 montre l'effet de différentes concentrations de ces nucléotides 

sur l'enthalpie calorimétrique de l'actine-F. En présence d'ATP, l'enthalpie 

calorimétrique de l'actine-F est plus élevée, elle passe de 163 kcallmol à 237 

kcal/mol. On note aussi une légère augmentation en présence d'ADP, elle passe 

de 163 kcal/mol à 169 kcal/mol et avec l'AMP (5 mM), elle passe de 163 kcal/mol 

à 177 kcal/mol. L'AMPc (5 mM) et l'adénosine (5 mM) font baisser l'enthalpie 

calorimétrique de l'actine-F qui passe de 163 kcal/mol à 147 kcallmol pour l'AMPc 

et à 128 kcal/mol pour l'adénosine. À plus forte concentration, l'AMPc (15 mM) et 

l'adénosine (15 mM) font baisser l'enthalpie calorimétrique de façon encore plus 

marquée, de 163 kcal/mol à 89 kcal/mol pour l'AMPc et à 112 kcal/mol pour 

l'adénosine. 

Conclusion: La présence des trois phosphates de l'ATP est essentielle 

pour obtenir une stabilisation de l'actine-F. 

3.2.3 Effet du phosphate inorganique et de ses analogues 

Comme nous l'avons vu dans l'introduction, l'hydrolyse de l'ATP par 

l'actine-F se fait en deux étapes. La première étape, qui consiste en un clivage de 

l'ATP, est irréversible tandis que la deuxième étape qui est réversible est le 

relargage du phosphate inorganique dans le milieu (figure 5). C'est ce relargage 

de phosphate qui diminue l'interaction entre les monomères du filament (15). 
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Figure 26: Effet de différentes concentrations de nucléotides (ATP, ADP, AM Pc, AMP et 

adénosine) sur l'enthalpie calorimétrique de ,'actine-F. La concentration de l'actine-F est de 3 

mg/ml. Les concentrations de nucléotides sont indiquées dans le coin supérieur droit. 
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Nous avons montré que la présence des trois phosphates de l'ATP est 

essentielle à l'activité du nucléotide. Lors de l'hydrolyse de l'ATP par l'actine-F le 

lien du troisième phosphate est hydrolysé. Nous avons alors la formation de 

l'intermédiaire ADP*Pi. Cet intermédiaire possède aussi trois phosphates. Le 

troisième phosphate n'est plus lié au nucléotide mais reste dans le site du 

monomère d'actine. Ce phosphate est ensuite libéré dans le milieu. En 

augmentant la concentration de phosphate inorganique, on peut diminuer la 

libération du phosphate du monomère d'actine (16, 22, 65, 108) et ainsi vérifier si 

le complexe actine ADP*Pi est aussi stable que le complexe actine-ATP. 

D'autre part, les fluorures de béryllium et d'aluminium sont des analogues 

structuraux du phosphate inorganique (figure 27) qui ont la propriété de se fixer à 

la place du Pi dans le monomère d'actine-ADP*Pi et donner ainsi un monomère 

d'actine-ADP*BeF3 ou d'actine-ADP*AIF4. Cette affinité est beaucoup plus forte 

que celle du phosphate inorganique (22). 

La figure 28 représente les thermogrammes de l'actine-F en présence 

d'ATP, de phosphate inorganique, de fluorure de béryllium et de fluorure 

d'aluminium. La figure 29 représente l'effet de différentes concentrations de ces 

complexes sur la température de transition de l'actine-F. 

On peut remarquer sur les figures 28 et 29, que l'ajout d'ATP (5 mM) fait 

passer la température de transition de l'actine-F de 69.6°C (actine seule) à 75.8°C 

soit une stabilisation de 6°C. La présence de phosphate inorganique n'a pas 
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Figure 28: (Page suivante) Thermogrammes d'actine-F seule (rouge) et d'actine-F en présence de 

5 mM de phosphate inorganique (bleu foncé) , de 3 mM d'ATP (vert) et de ses analogues 

structuraux (0.1 mM): fluorure d'aluminium (magenta) et fluorure de béryllium (bleu pâle) . La 

concentration de l'actine-F est de 3 mg/ml. 



6200 

3780 -

l ~l60 

-0' -1060 
""--, 
-" 
::;l 

"--' -34-ElO Q) 
::;l 
I:l'" .-...... 

-5900 .-:... 
0 -ro 
u 
<l.J -·8320 -' .-u 
ro 
0.. 

~1074-0 crJ 
u 

-13160 

-15580 -

-18000 
55 58.5 62 65.5 69 72 .5 76 79.5 83 86.5 90 

Temperature (C) 



90 

-(.) 
0 - 85 c 
0 ;; 
en c 
~ 80 

G> 
~ 

~ 75 ~ .. 
i! 

-G> 
Q. 
E 70 
t! 

65 
0 2 5 025 o 0.1 

Concentration (mM) 

o 0.1 

[3 Pi 

rzI BeF 

E3 A1F 

[) ATP 

70 

Figure 29: Effet de différentes concentrations d'ATP, de phosphate inorganique, de fluorure de 

béryllium et de fluorure d'aluminium sur la température de transition de l'actine-F obtenu par ose. 

La concentration de l'actine-F est de 3 mg/ml. Les différents composés sont identifiés dans le coin 

supérieur droit. 
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d'effet sur la température de transition. Par contre, la présence de fluorure de 

béryllium ou de fluorure d'aluminium augmente la température de transition de 

l'actine-F de façon très importante. Elle passe de 69.6°C pour l'actine-F seule à 

84°C pour l'actine en présence de fluorure de béryllium et à 80AoC pour le 

fluorure d'aluminium 

La figure 30 nous montre l'effet des fluorures de béryllium et des fluorures 

d'aluminium sur l'enthalpie calorimétrique de l'actine-F. On peut remarquer que 

seul l'ATP fait augmenter l'enthalpie calorimétrique. Par contre, le phosphate (5 

mM) fait passer l'enthalpie calorimétrique de 163 kcal/mol à 135 kcal/mol , le 

fluorure de béryllium (0.1 mM) de 163 kcal/mol à147 kcal/mol et enfin le fluorure 

d'aluminium (0.1 mM) de 163 kcal/mol à 139 kcal/mol. 

N.B.: nous avons utilisé des concentrations de fluorure d'aluminium et de béryllium 

(0.1 mM) plus faibles que celles des nucléotides tel que recommendé par Bigay et 

al (6) pour obtenir les complexes AIF 4 et BeF3 qui sont des analogues du P04. 

Si on augmente les concentrations d'aluminium ou de béryllium, il se forme des 

complexes AI(n)F et Be(n)F qui ne sont plus des analogues du phosphate. 

Conclusion: La présence du phosphate inorganique n'a pas d'effet sur la 

température de transition de l'actine-F. Par contre la présence des analogues 

structuraux du phosphate inorganique augmente de façon très importante (+ 14°C) 

la température de transition de l'actine. Ils stabilisent donc très fortement l'actine-F 

contre la dénaturation thermique. 



72 

300 l2J P; 

=::::- fZJ BeF 0 
E S A1F == 
~ 

1]] u ATP :w: - 200 
~ = C'" 
:6 
.~ 

E 
'C: 
.2 
~ 100 
u 
,! 
.9-
~ 

oC 
~ 

C 
W 

o 
02:5 o 2 :5 0 0.1 o 0.1 

Concentration (mM) 

Figure 30: Effet de différentes concentrations d'ATP, de phosphate inorganique, de fluorure de 

béryllium et de fluorure d'aluminium sur l'enthalpie calorimétrique de l'adine-F. La concentration 

d'actine-F est de 3 mg/ml. Les différents composés sont identifiés dans le coin supérieur droit. 
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3.3 Effet de l'hydrolyse de l'ATP sur la stabilisation thermique de 
l'actine-F. 

La stabilisation de l'actine est spécifique à l'ATP. Ce nucléotide est une 

molécule dont la fonction est surtout de céder de l'énergie lors de l'hydrolyse du 

troisième phosphate. On peut se demander si l'hydrolyse de l'ATP joue un rôle 

dans la stabilisation thermique de l'actine-F. Nous avons donc comparé l'activité 

de l'ATP à celle d'analogues structuraux non-hydrolysables de l'ATP: l'AMP-PNP 

et l'E-ATP. 

La figure 31 montre les thermogrammes d'actine-F en présence d'ATP et de 

ses analogues non-hydrolysables et la figure 32 représente l'effet de différentes 

concentrations de ces nucléotides sur la température de transition de l'actine-F. 

On peut remarquer que l'AMP-PNP et l'E-ATP sont aussi actifs que l'ATP. 

L'ATP (2 mM) fait passer la température de transition de 69.6°C à 74.9°C, l'AMP­

PNP (2 mM) de 69.6°C à 73.9 oC et l'E-ATP (2 mM) de 69.6°C à 74.6°C soit une 

stabilisation d'environ 4°C. On note aussi un changement dans la forme des 

thermogrammes lorsque l'actine-F est en présence d'ATP ou de ses analogues 

non-hydrolysables. L'ATP et l'E-ATP donnent un pic de transition plus étroit et 

plus élevé que l'actine-F seule. L'AMP-PNP donne un pic plus large, ce qui 

indique que l'actine se dénature différemment en présence de ces nucléotides. 
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Figure 31 : (Page suivante) Therrnogrammes de l'actine-F seule (rouge) et d'actine-F en présence 

d'ATP (vert) et de ses analogues non-hydrolysables: f;-ATP (bleu) et AMP-PNP (magenta) . La 

concentration des nucléotides est de 3 mM et la concentration de l'actine-F est de 3 mg/ml. 



33500 

31:150 

28800 

,,--.. 26,!50 Cl 
~, 
:z 

"'--' 2·4100 -<l.l :z 
0'" 
~ .... 21750 t... a ..... 

r:tl 
<:..> 

<l.l 19,WO 
-' .-(.l a 

r:tl 17050 (.l 

14700 

12350 

10000 
55 58 61 64· 67 70 73 76 79 82 85 

Temperature (C) 



75 

80 
EJ OmM -0 ~ 1 mM 

0 -
C ËJ 2mM 
0 .-
!::: 
fn 75 
C 
ca ... -
Q) 
'tJ 

Q) ... 
~ -ca 70 ... 

'CD 
a. 
E 
Q) 
~ 

65 
ATP AMP-PNP E-ATP 

Nucléotides 

Figure 32: Effet de différentes concentrations d'ATP et de ses analogues non-hydrolysables sur la 

température de transition de l'actine-F. La concentration de l'actine-F est de 3 mg/ml. Les 

concentrations de nucléotides sont indiquées dans le coin supérieur droit. 
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La figure 33 montre l'effet de ces nucléotides sur l'enthalpie calorimétrique 

de l'actine-F. La présence d'ATP (2 mM) augmente l'enthalpie calorimétrique de 

l'actine-F de 163 kcal/mol à 227 kcal/mol. Par contre, l'AMP-PNP (2 mM) et l'f:­

ATP (2 mM) font baisser l'enthalpie calorimétrique de 163 kcallmol à 129 kcallmol 

pour l'AMP-PNP et de 163 kcal/mol à 124 kcal/mol pour l'E-ATP. 

Conclusion: Les analogues non-hydrolysables de l'ATP sont aussi actifs 

que l'ATP lui-même. Par conséquent, l'hydrolyse du phosphate-y ne semble pas 

jouer de rôle dans le phénomène de stabilisation de l'actine-F. 
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Figure 33: Effet de différentes concentrations d'ATP et de ses analogues non-hydrolysables sur 

l'enthalpie calorimétrique de l'actine-F. La concentration de l'actine-F est de 3 mg/ml. Les 

concentrations de nucléotides sont indiquées dans le coin supérieur droit. 
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3.4 Résumé des résultats 

Nous présentons ici un tableau qui donne l'ensemble des résultats obtenus 

par calorimétrie différentielle à balayage et qui permet de comparer l'effet des 

différents nucléotides et leurs analogues, sur l'actine . 

Nucléotide conc. (mM) Tm (OC) .1H (Kcal/mol) 

ATP 0 69.6 ± 0.4 163 ± 28 
1 73.1 + 1.7 171 + 20 
2 74.9 + 0.4 227 + 31 
5 75.8 ± 0.2 237 + 21 
15 75.3 ± 0.2 211 ± 10 

GTP 0 69.6 + 0.4 163 + 28 
2 70.3 + 0.1 127± 1 
5 70.0 ± 0.1 112 ± 2 

CTP 0 69.6 ± 0.4 163 ±28 
2 70.3 ± 0.1 88 ± 1 
5 70.3 + 0.1 110 + 2 

UTP 0 69.6 ± 0.4 163 ± 28 
2 71 .8 ± 0.1 107 ± 6 
5 72.2 + 0.1 101 + 1 

AMP 0 69.6 ± 0.4 163 ± 28 
2 71 .9 + 0.2 184 ± 4 
5 71.2 ± 0.1 177 ± 13 
15 69.5 ± 0.1 109 ± 4 

AMPc 0 69.6 + 0.4 163 + 28 
2 69.2 ± 0.1 139 ± 23 
5 68.8 + 0.1 147 + 30 
15 66.0 ± 0.1 89 ±5 

Adénosine 0 69.6 + 0.4 163 ± 28 
2 69.2 ± 0.1 132 ± 5 
5 68.7 ± 0.1 128 + 2 
15 66.2 ± 0.1 112 ± 4 
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Nucléotide conc. (mM) Tm (OC) ~H (Kcal/mol) 

ADP 0 69.6 ± 0.4 163 ± 28 
2 71 .1 + 0.9 170 + 24 
5 71.7 ± 1.0 169 ± 8 
15 70.9 + 0.2 157 ± 11 

AMP-PNP 0 69.6 ± 0.4 163 ± 28 
1 74.0 + 1.1 129 + 11 
2 73.9 ± 0.3 120 ± 21 

r:;-ATP 0 69.6 ± 0.4 163 ± 28 
1 73.5 ± 0.2 112 ± 50 
2 74.6 ± 0.2 124 ± 30 

Phosphate inorganique 0 69.6 + 0.4 163 + 28 
2 70.7 + 0.1 121 ± 4 
5 70.5 ± 0.1 135 ± 3 

Fluorure de Be 0 69.6 + 0.4 163 ± 28 
0.1 84 ± 0.4 147 ± 17 

Fluorure d'AI 0 69.6 + 0.4 163 ± 28 
0.1 80.4 ± 0.1 139 ± 1 
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4. DISCUSSION 

4.1 Introduction 

La principale contribution de notre travail est d'avoir établi que l'ATP 

stabilise l'actine contre la dénaturation thermique ainsi que contre l'effet de 

hautes pressions. Cette stabilisation est spécifique à l'ATP et la présence du 

troisième phosphate est essentielle à cette stabilisation. 

4.2 Critique de certaines techniques 

4.2.1 Le FTIR 

À l'aide du FTIR à température variable nous avons montré que l'ATP ne 

stabilisait pas l'actine-F contre la dénaturation thermique. Ce résultat est en 

contradiction avec les résultats obtenus par OSC qui ont montré que l'ATP 

stabilise l'actine-F contre la dénaturation thermique. 

Une différence importante entre les deux méthodes est que pour le OSC, 

nous devons utiliser des solutions d'actine peu concentrées (3 mg/ml), tandis que 

le FTIR implique l'emploi de culots d'actine obtenus par centrifugation. Ce culot 

est très concentré. Nous l'estimons à 100 à 200 mg d'actine/ml. Ces hautes 
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concentrations sont nécessaires car les cellules du FTIR ont un parcours optique 

très faible. 

Or l'actine est une ATPase. Plus la concentration d'actine est élevée, plus 

l'hydrolyse de l'ATP est rapide (2, 113). De plus, comme dans toute réaction 

enzymatique, la réaction est plus rapide si on augmente la température. 

Asai et Tawada (2), qui ont étudié l'activité ATPasique de l'actine-F, ont 

trouvé que 2.5 mg/ml d'actine hydrolysait 4 IlM d'ATP par minute et ce, à 53°C. À 

partir de ce résultat, on peut estimer, qu'aux concentrations d'actine et d'ATP 

utilisées pour le FTIR (de l'ordre de 100 mg d'actine/ml et 10 mM d'ATP), tout 

l'ATP est complètement hydrolysé en moins d'une heure. 

Or, dans les expériences faites par FTIR à température variable, on trace 

une série de spectres infrarouge à une température donnée. Chaque tracé dure 

environ 2 minutes et 2 autres minutes sont nécessaires pour équilibrer la 

température. Il faut donc plus de 3 heures pour atteindre la température de 

dénaturation de l'actine-F (70°C) et près de 5 heures pour faire l'expérience au 

complet. Il est donc très probable que tout l'ATP ait été hydrolysé bien avant que 

l'on atteigne la température de dénaturation. En conséquence, on ne peut pas 

voir de stabilisation de l'actine par l'ATP avec cette technique puisqu'il n'y a plus 

d'ATP lors de la dénaturation. Nous ne nous sommes rendus compte de ce 

problème que lors de l'analyse des résultats. En principe, il aurait été possible de 

répéter l'expérience, mais en commencant à tracer les spectres infra-rouges un 

peu avant la température de dénaturation de l'actine soit 55°C. Ceci n'a pas été 
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possible car cette expérience a été faite à Québec et l'appareil n'est plus 

disponible. 

Par contre, le FTIR à haute pression a permis de mettre en évidence une 

stabilisation de l'actine par l'ATP alors que cette technique utilise aussi des culots 

d'actine dont la concentration est très élevée. Il se produit donc sûrement 

l'hydrolyse d'une partie importante de l'ATP au cours de cette expérience en FTIR 

à haute pression. Cependant l'expérience est beaucoup plus rapide (2 heures au 

lieu de 5 heures pour le FTIR à température variable) et elle se fait à température 

ambiante. L'hydrolyse d'ATP est donc plus lente. Il est donc probable qu'il reste 

assez d'ATP pour pouvoir stabiliser l'actine au moment de la dénaturation. S'il n'y 

avait pas eu d'hydrolyse d'ATP au cours de cette expérience, la stabilisation de 

l'actine aurait été probablement beaucoup plus marquée puisque les 

concentrations d'ATP auraient été plus élevées. 

4.2.2 Le ose 

Le OSC est une technique relativement récente dont les fondements 

théoriques ont été développés pour des réactions réversibles. De la 

thermodynamique de réactions réversibles, il a été défini certains paramètres tels 

que l'enthalpie calorimétrique qui est l'énergie nécessaire à la réaction, la 

coopérativité qui représente la quantité de molécules qui réagissent 

simultanément au cours d'une réaction, et la température de transition qui 

représente la température à laquelle la moitié des molécules ont réagi. 
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Or, la dénaturation de l'actine est une réaction irréversible. Certains 

paramètres, en particulier l'enthalpie calorimétrique et la coopérativité n'ont plus 

nécessairement la même signification que pour les réactions réversibles. Il 

n'existe que peu d'études sur la calorimétrie des systèmes irréversibles (5, 30, 61) 

et la signification physique de ces paramètres n'a pas encore été établ ie de 

manière satisfaisante. Il nous est donc difficile de préciser quelle est la 

signification physique de certaines de ces valeurs thermodynamiques. 

Dans plusieurs cas, nous avons mentionné un changement dans la forme 

du termogramme de l'actine-F lorsque celle-ci est en présence d'un nucléotide. 

Nous serions tenté de faire intervenir un changement de la coopérativité de la 

réaction de dénaturation de l'actine-F. Or la coopérativité d'une réaction ne peut 

pas s'appliquer à notre système. La notion de coopérativité est utilisée pour des 

systèmes réversibles et concerne seulement les petites molécules. La réaction de 

dénaturation de l'actine-F est une réaction irréversible. De plus, l'actine est une 

grosse molécule. La notion de coopérativité n'est donc pas applicable. On se 

contentera donc de dire qu'un changement de la forme du pic de dénaturation de 

l'actine-F signifie que l'actine-F se dénature différemment. 

Cependant, les résultats que nous avons obtenus sont surtout comparatifs. 

C'est-à-dire que nous avons comparé la température de transition et l'enthalpie 

calorimétrique de l'actine-F en présence et en absence de nucléotides. Toute 

modification en présence de nucléotide signifie que ce nucléotide interagit avec 

l'actine. La température de transition de l'actine représente la température à 

laquelle se fait la dénaturation de l'actine-F. Elle peut donc être utilisée pour 
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évaluer la stabilité de la protéine. Une hausse de la température de transition 

signifie une plus grande stabilité de la protéine et une baisse, une moins grande 

stabilité. Certains nucléotides, comme l'ATP augmentent l'enthalpie 

calorimétrique de l'actine, d'autres nucléotides la diminuent. Une augmentation de 

l'enthalpie calorimétrique signifie qu'il faut fournir plus d'énergie pour dénaturer la 

protéine, une baisse de l'enthalpie calorimétrique signifie qu'il faut fournir moins 

d'énergie. Pouvons-nous associer une hausse de l'enthalpie calorimétrique avec 

la stabilisation thermique d'une protéine? Nous allons tenter de répondre à cette 

question dans la prochaine section. 

4.2.3 Analyse des résultats 

À l'aide de différentes techniques, nous avons montré que la présence 

d'ATP augmente la température de transition thermique de l'actine-F, c'est-à-dire 

stabilise la protéine. Cet effet est spécifique à l'ATP car les autres nucléotides 

(GTP, CTP, UTP, ADP, AMP, AMPc et adénosine) ne provoquent que peu 

d'augmentation de la température de transition de l'actine-F. 

La présence du phosphate-y de l'ATP est nécessaire à la stabilisation de 

l'actine-F. Ce résultat est celui obtenu avec les nucléotides ADP, AMP, AMPc et 

adénosine. Ces nucléotides ont la même base que l'ATP, mais le nombre de 

phosphate varie. Moins le nucléotide est phosphorylé, moins il stabilise l'actine-F. 

" est donc évident que le nombre de phosphate du nucléotide joue un rôle 

fondamental dans la stabilisation de l'actine. 
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Un deuxième résultat obtenu avec les fluorures de béryllium et d'aluminium 

permettent de conclure que le phosphate-y de l'ATP, c'est-à-dire le troisième 

phosphate du nucléotide, est nécessaire à la stabilisation de l'actine. En effet, les 

fluorures de béryllium ou d'aluminium, qui sont des analogues structuraux du 

phosphate inorganique qui occupent la place du phosphate-y, ont aussi une action 

stabilisante. 

Les résultats obtenus avec les analogues non-hydrolysables de l'ATP 

soulèvent certaines questions. Pourquoi ne stabilisent-ils pas l'actine-F plus 

fortement que l'ATP? On devrait s'attendre à des résultats semblables à ceux 

obtenus avec les fluorures de béryllium et d'aluminium. Si les fluorures de 

béryllium et d'alumium sont plus efficaces pour stabiliser l'actine que l'ATP, c'est 

probablement parce que l'ATP, contrairement aux fluorures de béryllium et 

d'aluminium, subit une hydrolyse. Pourquoi est-ce que l'AMP-PNP et l'e-ATP ne 

sont-ils pas plus efficaces que l'ATP? Deux explications peuvent être avancées: 

premièrement, que l'hydrolyse de l'ATP ne joue aucun rôle dans le phénomène de 

stabilisation de l'actine-F et deuxièmement, l'affinité de l'AMP-PNP et de l'e-ATP 

pour le site du nucléotide est plus faible et ne peut compétitionner avec l'ADP ou 

l'ATP qui reste lié au filament et ne protège que partiellement l'actine contre la 

dénaturation. 

En analysant les résultats, nous remarquons que nous avons trois sortes de 

nucléotides. Premièrement, l'ATP et, dans une moindre mesure, l'ADP et l'AMP, 

font augmenter la température de transition et augmenter l'enthalpie 

calorimétrique de l'actine-F. On peut donc dire qu'ils stabilisent l'actine-F. 
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Deuxièmement, nous avons l'AMPc et l'adénosine qui diminuent la 

température de transition et l'enthalpie calorimétrique de l'actine-F, ainsi que le 

GTP, le CTP, l'AMP et le Pi qui ne modifient pas la température de transition mais 

font diminuer l'enthalpie calorimétrique de l'actine-F. On peut affirmer que ces 

nucléotides destabilisent l'actine-F. 

Troisièmement, l'AMP-PNP, l'g-ATP et les fluorures de bérillium et 

d'aluminium font augmenter de façon importante la température de transition mais 

par contre font diminer l'enthalpie calorimétrique de l'actine-F. Cela signifie que la 

dénaturation de l'actine-F, en présence de ces nucléotides, se fait à plus haute 

température mais demande moins d'énergie pour se dénaturer. Ces nucléotides 

stabilisent-ils ou déstabilisent-ils l'actine-F? 

La stabilité d'une protéine dépend plutôt de l'énergie libre (.~G) . Comme on 

ne peut pas calculer l'énergie libre avec la technique utilisée, nous ne pouvons 

pas répondre de manière précise à cette question en ce qui concerne cette 

troisième carégorie de nucléotides. 

4.3 Quel site du nucléotide est impliqué dans la stabilisation de 

l'actine-F? 

Selon la littérature, il existe deux sites pour les nucléotides dans le 

monomère d'actine: un site de haute affinité et un site de basse affinité. 
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1) Le site de haute affinité se situe à l'intérieur du sillon entre les deux 

domaines du monomère. Ce site a une haute affinité pour l'ATP et l'ADP (4) et il 

est très spécifique car il ne lie aucun autre nucléotide. La présence d'ATP ou 

d'ADP à l'intérieur de ce site est nécessaire pour maintenir le monomère d'actine 

sous sa forme native (89). C'est à l'intérieur de ce site que se produit l'hydrolyse 

de l'ATP au cours de la polymérisation. 

2) Le site de basse affinité a été caractérisé par Kiessling et al (53) et par 

Hozumi (42, 43, 44). Il s'agit d'un site peu spécifique. D'après Hozumi , l'affinité 

de ce site serait plus grande pour l'ADP. On peut classer l'affinité des nucléotides 

pour ce site dans l'ordre suivant: ADP> ATP»IDP>GDP=UTP. L'AMP et le PPi 

ne se lient pas à ce site (42,43,44). 

Kiessling et ses collaborateurs (53) arrivent à une conclusion semblable. 

Ce site aurait plus d'affinité pour le CTP et l'ITP que pour l'ADP et l'ATP (53). On 

ne connaît pas de fonction à ce site et il ne semble pas intervenir dans l'hydrolyse 

d'un nucléotide. 

On peut se demander lequel de ces deux sites est impliqué dans la 

stabilisation de l'actine-F contre la dénaturation thermique et la dénaturation aux 

hautes pressions. Nos résultats montrent que l'ATP stabilise l'actine-F contre la 

dénaturation. Cette stabilisation ne se produit qu'avec l'ATP et non avec d'autres 

NTP, tels que le GTP, l'UTP et le CTP. De plus, en testant les différents dérivés 

de l'ATP tels que l'ADP, l'AMP, l'AMPc et l'adénosine, nous avons établi que la 
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présence du troisième phosphate est nécessaire à l'activité du nucléotide. En 

conséquence, nous pouvons conclure que le site impliqué dans la stabilisation de 

l'actine-F correspond davantage au site de haute affinité. 

Cette conclusion est confirmée par le fait que le phosphate inorganique n'a 

pas d'activité. Par contre, le fluorure de béryllium et d'aluminium, analogues 

structuraux du phosphate inorganique, entraînent une très grande stabilisation de 

l'actine-F. Les analogues structuraux du phosphate inorganique agissent , selon 

Carlier, au niveau du site de haute affinité (22). Le filament d'actine, après 

hydrolyse de l'ATP va se retrouver avec des monomères contenant un ADP, le site 

du phosphate inorganique étant libre pour fixer le fluorure de béryllium ou le 

fluorure d'aluminium (voir la figure 26). Ces composés restent fortement liés au 

site de liaison et miment l'effet qu'aurait le phosphate inorganique s'il avait la 

même affinité que les fluorures de béryllium ou d'aluminium pour ce site . 

D'autre part, Hozumi (42, 43) mentionne un changement de conformation 

de la molécule d'actine lorsque la protéine est liée au site de basse affinité 

(deuxième site) (42, 43). Ce changement de conformation a été mis en évidence 

par un changement de susceptibilité de l'actine-F à la protéolyse. 

Nos résultats en FTIR ne montrent pas de changement de conformation de 

l'actine-F lorsqu'elle est en présence d'ATP. Ce résultat nous porte à croire que le 

site impliqué n'est pas le site de basse affinité mais celui de haute affinité. 

Cependant, cela n'est pas une certitude car on peut envisager un changement de 
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conformation qui ne modifierait pas la proportion d'hélices-a et de feuillets-B donc 

de la bande amide 1. 

4.4 Hypothèses sur le mécanisme de stabilisation de l'actine 

On peut émettre deux hypothèses pour expliquer la stabilisation de l'actine­

F par l'ATP. 

4.4.1 Déplacement de l'équilibre actine-F _ .. G 

Il existe l'équilibre suivant entre l'actine-F et l'actine-G . 

actine-F .:;;;ji .. ;::::::=~-~ actine-G 

L'actine-G se dénature à 60°C (61). Lorsque l'actine est en filament elle se 

dénature à plus haute température c'est-à-dire à 70°C. En conséquence, les 

monomères d'actine-G vont se dénaturer avant les monomères qui composent le 

filament. Ceci entraîne un déplacement de l'équilibre vers la dépolymérisation de 

l'actine comme suit: 

actine-F __ .. actine-G --. actine-D 
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La stabilisation de l'actine-F par l'ATP peut s'expliquer par le fait que la 

présence d'une grande concentration d'ATP augmente la stabilité des extrémités 

du filament et retarde ainsi la dépolymérisation (13, 15), donc sa dénaturation. 

actine-F _ -- actine-G ... actine-D 

Cette hypothèse est confirmée par les résultats obtenus avec les analogues 

structuraux du phosphate. Ces composés ont une très grande affinité pour le site 

du phosphate inorganique situé près de l'ADP dans le site de haute affin ité et 

restent fortement liés à l'intérieur de ce site simulant l'intermédiaire ADp·Pi. Le 

monomère ayant son site du phosphate inorganique occupé, stabilise aussi les 

extrémités du filament d'actine, ce qui retarde sa dépolymérisation entraînant une 

plus grande stabilité thermique du filament d'actine. 

4.4.2 Changement de conformation du filament d'actine 

La deuxième hypothèse pour expliquer la stabilisation thermique de 

l'actine-F par l'ATP serait que l'ATP stabilise l'ensemble du filament. 
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En effet, Janmey et ses collaborateurs (49) ont rapporté que l'actine-F­

ADP, fait à partir de monomères d'actine ADP, est plus flexible que l'actine-F-ADP 

obtenue par polymérisation d'actine-G-ATP, et hydrolyse subséquente de l'ATP. 

Ces résultats sont essentiellement obtenus par l'observation des filaments au 

microscope électronique. D'autres chercheurs, Frieden et Patane (34), Hill et 

Kirschner (40) et Oosawa (72) ont aussi observé, par fluorescence, des 

changements de conformation de l'actine en présence d'ATP. Ils concluent que 

l'ATP induirait un changement de conformation du filament d'actine qui serait alors 

plus stable. Le changement de conformation de l'actine-F provoqué par l'ATP est 

assez important puisqu'il peut être observé par microscope électronique (49) et 

par des changements de fluorescence du filament (34). 

Au cours de nos expériences, nous n'avons pas observé de changement de 

conformation important de l'actine-F détectable à l'aide du FTIR, ce qui signifie 

que le changement de conformation que nous avons observé en présence d'ATP 

est différent de celui reporté par les auteurs précédents et que, par conséquent, la 

stabilisation de tout le filament, dans nos conditions expérimentales, est peu 

probable. 

4.5 La stabilisation de l'actine-F par l'ATP joue-t-elle un rôle in 

vivo? 

Nous avons montré que la stabilisation de l'actine-F par l'ATP se fait à des 

concentrations de l'ordre du millimolaire, c'est-à-dire des concentrations qui 



92 

existent dans les cellules. On peut donc envisager la possibilité que l'actine soit 

stabilisée, in vivo , par l'ATP et que cela puisse correspondre à une fonction. 

Aucun rôle de la stabilisation de l'actine-F par l'ATP n'a été proposé 

précédemment. Nous avons mis en évidence que l'actine est plus résistante à la 

dénaturation thermique et à la dénaturation aux hautes pressions en présence 

d'ATP. Ce phénomène nous permet d'émettre l'hypothèse que l'actine existe sous 

deux états différents: 

- Un état "plus stable" en présence d'ATP. 

- Et un état "moins stable" en absence d'ATP. 

Dans les cellules, l'actine se retrouverait dans l'état "plus stable" puisque la 

concentration d'ATP cellulaire est élevée. L'actine serait alors en état d'éffectuer 

un travail mécanique. Une hypothèse séduisante serait de relier la stabilisation 

de l'actine par l'ATP aux travaux de Schutt et Lindberg (84). Ces auteurs ont émis 

l'hypothèse que le filament d'actine peut jouer un rôle actif dans la contraction 

musculaire. Ceci implique que l'actine-F existe sous deux états conformationnels. 

La première conformation est dite hélicoïdale. C'est sous cette conformation que 

l'on retrouve généralement le filament d'actine. La deuxième conformation est dite 

en ruban qui serait une double hélice détortillée. Le filament d'actine, en passant 

de la configuration hélicoïdale à la configuration en ruban crée un mouvement de 

vis qui va faire se déplacer le filament sur les têtes de myosine et provoquer ainsi 

la contraction musculaire. L'ATP pourrait jouer un rôle dans le changement de 
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conformation de l'actine en fournissant l'énergie nécessaire à cette transformation. 

La base de leur théorie repose sur l'observation de cristaux d'actine filamenteuse 

au moyen de la diffraction des rayons X. 

Par contre, cette hypothèse n'a jamais reçu de confirmation et notre travail 

ne permet pas d'appuyer directement l'hypothèse de Schutt et Lindberg. 
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5. CONCLUSIONS 

Les résultats présentés dans ce travail montrent que: 

1) L'actine est stabilisée par l'ATP. En effet, en présence d'ATP, l'actine 

possède une plus grande résistance à la dénaturation thermique et à la 

dénaturation aux hautes pressions. 

2) La stabilisation de l'actine est spécifique à l'ATP. Les autres 

nucléotides (GTP, CTP, UTP, ADP, AMP, AMPc et adénosine) sont moins 

efficaces que l'ATP sur la résistance à la dénaturation de la protéine. 

3) La présence du phosphate-y de l'ATP est nécessaire à la stabilisation 

de l'actine mais l'hydrolyse de l'ATP ne joue aucun rôle. 

4) Le site de liaison du monomère d'actine impliqué dans cette stabilisation 

correspond d'avantage au site de haute affinité des nucléotides plutôt qu'au site 

de base affinité identifié par Hozumi (42, 43, 44) et Kiessling (53) car ce dernier 

n'est pas spécifique à l'ATP. 

5) La stabilisation de l'actine par l'ATP ne semble pas provoquer de 

changement au niveau de la structure secondaire de la protéine. 
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6) Enfin, la stabilisation se fait à des concentrations compatibles avec 

celles in vivo . On peut donc envisager la possibilité que cet effet de l'ATP soit 

relié à une fonction cellulaire. 
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