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A COEUR VAILLANT RIEN D'IMPOSSIBLE 

CE QUE FEMME VEUT, DIEU LE VEUT 

A papa, pour m'avoir permis ~  là! 



RESUME 

Les interactions entre ~  et les membranes 

naturelles ont fait l'objet de nombreuses études. Il est 

généralement admis que ~  est liée aux membranes par 

l'intermédiaire de protéines membranaires. La littérature ne 

fait aucunement mention de la possibilité d'une interaction 

directe entre l'actine et les lipides membranaires. 

Dans ce projet de maîtrise nous avons montré qu'il 

existe, dans certaines conditions, une interaction entre 

~  et les lipides membranaires. 

Nous avons étudié le phénomène. l'aide d'un système 

composé d'actine-G ou F et de vésicules artificielles: les 

liposomes chargés positivement, négativement et neutres. 

L'interaction entre les liposomes et l'actine a été mesurée 

par viscosimétrie • faible taux de cisaillement, turbidimé-

trie, cosédimentation ainsi que par ~  électronique. 

Nos résultats nous ont montré qU'une interaction peut 

l'actine et les lipides chargés avoir lieu entre 

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

~  de liposomes maintenus ensembles par l'actine. 

Nous avons par la suite étudié ~  de certains 

facteurs physicochimiques susceptibles de modifier les 

interactions actine-lipides en particulier, la concentration 

la concentration d'ATP. 

Les résultats de la viscosimétrie à faible taux de 

cisaillement montrent ~  se forme un réseau entre l'actine 

et les liposomes chargés positivement. Les liposomes servent 

de point de pontage entre les filaments. 

Les expériences portant sur l'étude des ions monovalents 

CK+) et divalents (Mg2+ et Ca2+) confirment ~  que 

~  entre l'actine et les liposomes chargés positi-

vement est de nature électrostatique puisque ~  

est inhibée en présence de fortes concentrations de ces 

cations. 

En présence d'environ 10 mM 

observe aussi des interactions entre ~  et les liposo-

mes chargés négativement et neutres. Les cations bivalents 

servent à lier les liposomes et l'actine. 
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Des variations de ~ de température et ~ T  ne 

modifient pas les interactions entre ~  et les liposo-

mes et nous concluons que ces facteurs ~  aucune influence 

sur les interactions actine-lipides. 

Les photographies au microscope électronique montrent 

que les filaments d'actine se disposent de façon régulière à 

la surface des ~ ils forment des structures paracris 

tallines. Les filaments se disposent soit les uns parallèles 

aux autres avec une périodicité correspondant au pas de 

l'hélice de la ~ soit en "filet". Dans ce cas les 

filaments ~  aussi avec une certaine périodici-

té. 

Il est conclu que l'interaction de l'actine avec les 

charges positives des liposomes provoque un changement de 

conformation de l'actine-F qui induit la formation de para-

cristaux à la surface des liposomes. 

D'autre ~ l'existence d'une interaction entre 

l'actine et les lipides membranaires in vivo est à envisager 

puisque l'actine peut réagir avec les lipides chargés négati-

vement et neutres en présence de faibles concentrations 

d'ions bivalents, conditions qui devraient exister dans 

certaines cellules. 
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INTRODUCTION 

I-Historique 

L'origine des études sur le mouvement remonte à environ 

500 ans avant Jésus-Christ (voir revue dans 118). A l'époque, 

on ne parlait que de "c:hair" et non de musc:le, et toutes les 

théories proposées se rapportaient aux éléments naturels: eau 

terre-air-feu. La première théorie relative au mouvement se 

présentait c:omme suit: l'air entrant par la bouc:he et les na-

rines se mélange au sang par lequel il est transporté à la 

"c:hair", c:e qui produi,t le mouvement. Cette théorie de 

"l'air" (Pneuma theory) fut longtemps ac:c:eptée par les 

sc: i ent i f  i q\.tes. 

Au début du 3 ième sièc:le avant Jésus-Christ, Hérophilus 

d ~  ainsi que son c:ontemporain Erasistratus 

rec:onnaissent le musc:le c:omme l'organe du mouvement et 

proposèrent le premier méc:anisme de la c:ontrac:tion musc:ulai-

re. Selon eux, l'air respiré se rend aux poumons et de là au 

c:oeur, pour se c:hanger ou s'assoc:ier à une substanc:e. Le 

c:omplexe ainsi formé, le "vital spirit" se rend au musc:le par 

~  des nerfs pour produire le mouvement. 
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Cent ans plus tard, Rufus ~E ~  isole le muscle par 

dissection et en décrit pour la ~  fois la structure: 

le muscle est composé de fines particules de sang qui 

entourent les nerfs, ~  et veines. 

Galen (129 à 201 ~  Jésus-Christ) travaille à 

~  plusieurs types de muscles et c'est avec lui ~  

née la "myologie". 

Jusqu'à la Renaissance, peu de développements nouveaux 

ont eu lieu concernant la contraction et la physiologie 

musculaire. Vers 1540, Versalius propose que le muscle est 

composé de fines structures. Il contient plusieurs fibres 

qui sont retenues ensemble par la IIchairll• Par la sl.lite, 

Fabricius Ad ~  montre qu'il existe une différence 

entre la nature fibreuse du muscle et celle d'autres organes. 

William Croone, en 1664, observe que le muscle est constitué 

de fibres tendineuses entre lesquelles on retrouve la présen-

ce de IIchair" et que ces fibres sont réunies ensemble par 

leurs extrémités. A la mime époque, Nicholas Stensen montre 

que ces fibres peuvent itre séparées en minuscules fibrilles. 

Avec ~  du microscope optique, la structure 

fine du muscle sera précisée. Leeuwenhoek, en 1674, fait le 

premier examen microscopique du muscle et en 1682 décrit les 

striations transversales des fibres musculaires c'est-à-dire 
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~  de bandes sombres et de bandes claires. D'après 

lui, ces striations sont dues. des fibres disposées perpen-

diculairement aux fibres musculaires. Mais Bowman (1840) va 

•  l 'encontre des observations de Leeuwenhoek sur la striation 

du muscle. Selon lui, les fibrilles composant le muscle sont 

constituées de "grains" et la striation serait due. un ali-

gnement des grains des fibrilles adjacentes. Ainsi les bandes 

claires seraient formées par ~  des grains et les 

bandes sombres par l'espace entre les grains. Plus tard, 

Krause et Hensen décrivent une bande sombre (ligne Q) au mi-

lieu de la bande claire (bande 1), et de plus Hensen montre 

l'existence ~  région claire (bande H) au centre de la 

bande sombre (bande A). 

Au milieu du 19 ième siècle débutent les travaux sur la 

biochimie du muscle. KUhne isole une protéine. laquelle il 

donne le nom de myosine. A partir de cette époque, les re-

cherches se concentrent sur cette protéine. Halliburton 

(1887) découvre qu'en mélangeant une préparation de myosine 

avec de la poudre de muscle, il obtient un gel. Finck montre 

que la poudre fabriquée par Halliburton contient une autre 

protéine myofibrillaire ~  a appelé actine et que le 

complexe moins soluble obtenu par Halliburton était formé 

d'une combinaison d'actine et de myosine. 

Straub, en 1940, isole pour la première fois ~  et 
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en a découvert les principales propriétés. En 1952, on re-

connait que ~  est une des protéines responsables du 

mouvement. 

Au milieu des années 1950, on a montré par microscopie 

électronique que les fibrilles musculaires contiennent deux 

types de filaments. Des filaments fins composés ~  et 

des filaments épais composés de myosine. 

Depuis le commencement, les études portant sur le 

mouvement, ~  concerné que la cellule musculaire. 

Cependant, d'autres chercheurs ont eu un ~  marqué pour 

~  d'autres cellules motiles: en particulier pour le 

mouvement du cytoplasme des cellules végétales (cyclose). 

En 1952, Loewry fut le premier à isoler de l'actine chez 

un myxomycète Physarum polycephalum ce qui montrait une 

analogie biochimique entre le mouvement amiboïde et le 

mouvement musculaire. Depuis, l'actine a été identifiée chez 

de nombreuses cellules non-musculaires qui ont certaines 

formes de motilité. 

Puisque les recherches sur l'actine ont débuté dans les 

systèmes motiles, on avait tendance à lui attribuer un raie 

uniquement dans les mouvements cellulaires. Cependant, on 

reconnait maintenant que l'actine joue aussi un raIe de 
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constituant du cytosquelette qui permet le maintien de ~ 

forme et de la structure générale des cellules. 

II-Intéraction entre ~  et les membranes cellulaires 

Comme nous l'avons déjà souligné, il est possible de 

retrouver l'actine aussi bien dans les cellules musculaires 

que dans les cellules non-musculaires telles que les amibes 

(35, 50, 75, 135, 136, 153,  177, 180), les cellules de la 

cornée (10, 14,  16, 44, 72, 82), les cellules cancéreuses (11 

59, 63, 149), les fibroblastes (18, 63), les globules rouges 

(17, 33, 48, 64, 163), les hépatocytes (107, 122) , les cel-

Iules de l'intestin (56, 105, 115), certaines moisissures 

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

cell ul es nerveuses (8, 18, 28, 51, 92, 138, 139), chez 1 es 

oeufs d'oursins de mer (79, 97, 110, 164), les cellules pho-

toréceptrices (144) ,les lymphocytes (5), certaines plantes 

(1, 15, 36, 40, 90, 128,  129, 131) et les spermatozoïdes (54, 

161> • 

On attribue à l'actine deux r8les différents: 

1) Un premier raie dans les phénomènes motiles comme le 

mouvement des cellules par émission de pseudopodes (38, 50, 

159, 180), l'e>:ocytose (8, 25, 37, 167, 170), le déplace-

ment d'organites: granules de l'épithélium pigmentaire de la 

rétine chez la grenouille(116), lysosomes dans les leucocy-

tes polymorphonucléaires (111), diffusion latérale des molé-



-6-

cules de rhodopsine des photorécepteurs des écrevisses (42), 

déplacement des granules dans les cellules chromaffines (20, 

25). L'actine est aussi impliquée dans le phénomène de la 

cytokinèse (53, 67, 146), la production d'un courant cyto-

plasmique chez Nitella (15, 129), dans la régulation de la 

filtration glomérulaire (2), ainsi que dans la transmission 

synapti que (27). 

2) l..'actine 

cytosquelette: 

des cellules. 

a) Dans 

joue aussi un r81e dans l'élaboration du 

en particulier pour le maintien de la forme 

Citons deux exemples bien connus: 

le globule rouge (62, 147), c'est l'interac-

tion de l'actine avec d'autres protéines membranaires qui 

donne la forme biconcave aux érythrocytes. 

b) Les microvillosités qui tapissent l'épithélium intes-

tinal contiennent des faisceaux d"actine qui déforment la 

membrane (113). Comme on peut le voir dans la figure 1, 

l'actine contenue dans ces microvillosités est liée latéra-

lement all>: membranes par des protéines membranaires. 

D"autres protéines attachent aussi l"actine par l"extrémité 

dll "bundle" au niveau de la plaque terminale. 

Ces exemples ne sont pas limitatifs: 11 existe beaucoup 

d'autres cellules 00 l'actine joue un r8le de constituant du 

cytosquelette: cellules de la cornée (44), fibroblastes (62, 

76), cellules cancéreuses (13, 179), plaquettes sanguines 
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(56, 141, 160), les neutrophiles (14), les cellules pulmo-

naires du rat (169),etc •• 

~ ",-ACTININ 

I~ -r\ 
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1 1 
1 1 
1 - r- ~ 

1 1 
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: lJ - ~ ~ ~ 

~ 
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Figure 1: Modèle de la liaison de l'actine aux membranes des 

cellules épithéliales des bordures en brosse de 

l'intestin selon Mooseker et Tilney (113). 
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Dans la plupart des 

cas, ~  se retrouve à proximité des membranes, et il a 

été montré que les filaments d'actine sont souvent attachés 

aLlX membranes (12, 30, 62, 63, 71, 105, 108, 135, 160, 161, 

166) • 

La liaison de l'actine aux membranes peut se faire de 

deu): façons: 

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

mellaire, Nitella (129) où ~  retrouve un attachement 

latéral de l'actine aux membranes des chloroplastes. Ce 

m'me type de liaison est observé chez une amibe, 

Dictyostelium discoideum(95) , ainsi ~  dans les cellules 

sensorielles de 1 'oreille de poulet(69). 

2) De manière perpendiculaire: ~  est alors attachée 

aux membranes par une de ses extrémités. Une telle liaison 

se retrouve dans les ~  d'Invertébrés marins tels 

ceux des oursins de mer (7), la limule Limulus (162) et la 

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

cellules (150). 

Très souvent, on retrouve les deux types d'attachement 

dans une ~  cellule. Les exemples les plus connus sont 

ceux deé cellules épithéliales des bordures en brosse de 

l'intestin (113) et dans les fibroblastes (100). 
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L'étude détaillée de l'interaction entre l"actine et les 

membranes cellulaires a permis de découvrir des protéines 

servant d " intermédiaires dans la liaison actine-membranes 

( 17, 23, 29, 31, 41, 55, 57, 74, 86, 87, 94, 1 CIO, 106, 112, 

133, 140, 165). 

Jusqu'à maintenant plusieurs de ces protéines ont été 

identifées. Nous procèderons à la description des protéines 

qui sont les plus connues: 

1) La spectrine qui est un tétramère de 460 Kd fut découverte 

tout d"abord dans les érythrocytes. Dans les globules 

rouges, la spectrine n"est pas un intermédiaire direct entre 

l'actine et les lipides. Comme on peut le voir à la figure 

2, la spectrine est liée à une autre protéine. l'ankyrine ou 

bande 2.1, et le complexe actine-spectrine-ankyrine est lié 

dans la membrane par une autre protéine, la bande 3. (3, 32, 

126, 127, 182). 

Par la suite, la spectrine a aussi été identifiée dans 

d'autres cellules. Burridge et al. (24) ont montré la 

présence 

poulet, 

de la spectrine dans les fibroblastes de souris, de 

dans la membrane des cellules HeLa et dans les 

cellules chromaffines de la médullo-surrénale. Levine et 

Willard (93) l'ont extraite du cerveau de boeuf et de porc. • 

Ils lui ont donné le nom de fodrine mais on reconnait 
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maintenant ~  s'agit d'une spectrine (33, 56, 60, 168). 

! 
1 
o 
~ . 

~~~~  
~ I  T."._, 

Figure 2: Arrangement du complexe actine-spectrine-ankyrine-

bande 3 dans le globule rouge. 

5" : actine G 

2.1: Ankyrine 

3: bande 3 

.. ~~I :spectrine 

Pa 1 e k , J.; Sh i  h , C. L. <127 ) 



-11-

2) Le complexe 110 Kd-calmoduline: ce complexe a été trouvé 

dans les cellules épithéliales des bordures en brosse de 

~  (20, 34, 58, 70). Le raie de ce complexe serait 

de lier latéralement les filaments d'actine aux membranes. 

Des expériences montrent que le complexe 110 Kd-calmoduline 

est une protéine périphérique et non intégrale qui serait 

liée aux lipides par ~  d'une ou plusieurs 

autre(s) protéine(s) qui n'a (ont) pas encore été identi-

fiée(s) • 

3) L ~ cette protéine a été identifiée pour la 

première fois dans les lignes Z des myofibrilles musculaires 

associée à l"eu-actinine (103). Par la suite, elle a aussi 

été isolée dans les cellules intestinales de poulet par 

Mooseker et Tilney (113) et Schollmeyer et al. (145). Son 

raie dans la liaison de l'actine aux membranes est encore 

controversée. Certains auteurs affirment que cette protéine 

est responsable de l'attachement de l'actine aux membranes en 

autant que ces membranes contiennent des composantes particu-

lières soit du diacylglycérol et/ou de l'acide palmitique 

(21, 109). O"autres chercheurs comme Burridge et McCullough 

(22) , Small ( 151 ) et Mabuch i et al. (<;>6) Bout i ennent que 

~  ne sert qu'à lier les filaments d'actine paral-

lèlement entre eux pour former des faisceaux et ne joue aucun 

rSle dans l'attachement de l'actine ou des faisceaux aux 

membranes. 
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4) La vinculine: cette protéine de 130 Kd, mise en évidence 

pour la première fois par Geiger en 1979 (57) dans les 

fibroblastes, sert aussi d'intermédiaire dans la liaison de 

~  aux membranes (73). Elle possède aussi la propriété 

de lier les filaments d"actine pour former des faisceaux ou 

des paracristauM (76). La vinculine peut se retrouver seule 

(57) ou liée à une autre protéine: la taline (100). Cette 

association vinculine-taline sert de pont entre l'extrémité 

d"un faisceau d"actine et les membranes. 

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

et coll. (174) l'ont isolée des récepteurs cholinergiques de 

Torpedo marmorata. Cette protéine attache, de fa90n 

perpendiculaire, ~  filamenteuse aux membranes qui 

contiennent des récepteurs. Son rôle n'est pas encore bien 

défini mais elle contrôlerait la mobilité et la stabilité des 

récepteurs cholinergiques. 

6) D'autres protéines moins bien caractérisées seraient aussi 

impliquées dans l'attachement de l'actine aux membranes. 

Dans une récente étude de l"amibe Dictyostelium discoideum, 

Luna et coll. (95) ont isolé et identifié quatre protéines 

qui lient l'actine. Ces polypeptides de 180,  130, 86 et 77 

Kd sont, selon ces auteurs, des candidats pour une liaison 

membranaire des filaments d'actine. 
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joueraient. un rale fondamental en 

l'attachement de ~  aux membranes et par 

contraIent certains phénomènes biologiques qui 

la dépendance de l'attachement de l'actine aux 

membranes tels la ~ la pinocytose, la mobilité des 

récepteurs ~ etc ••• 

III-Objectif du projet de maîtrise 

Les études antérieures concernant les interactions entre 

l'actine et les membranes naturelles ont montré que les 

filaments d'actine sont liés dans les membranes par 

l'intermédiaire de protéines transmembranaires. Aucune 

étude n'a jusqu'alors suggéré qu'il pourrait exister une 

interaction directe entre l'actine et les lipides. 

Or, des expériences réalisées dans le laboratoire ~ 

j'ai fait ma maîtrise tendent à montrer qu'il pourrait 

exister une interaction directe entre l'actine et les lipides 

membranaires. Ce phénomène est nouveau et a de nombreuses 

implications en biologie cellulaire. Comme ces expériences 

ont été très ~ nous avons donc choisi, vu 

l'importance du phénomène, de l'étudier plus en détail. 

Le but de mon projet de maîtrise est donc de montrer par 

plusieurs méthodes s'il existe réellement une interaction 

entre l'actine et les lipides membranaires. 
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Pour proceder à cette etude, nous avons conçu un modèle 

experimental compose de membranes artificielles: les 

liposomes que nous avons mis en presence d'actine purifiee. 

Nous avons opté pour ce modèle ~  plusieurs raisons: 

1) Ce modèle n'implique que des liposomes et de l'actine, ce 

qui élimine toute autre possibilité ~  entre 

~  et d'autres constituants membranaires. 

2) Nous pouvons aussi varier à volonté la composition des 

liposomes en lipides. 

3) De plus, il est possible dans un tel système de contrSler 

les conditions physicochimiques du milieu comme le pH, la 

température, la force ionique, etc ••• 

L~  d'un tel système, nous assure donc que les 

interactions ne peuvent se produire qu'entre l'actine et les 

lipides et dans des conditions bien déterminées et facilement 

contrSlables. 

Avant de débuter l'analyse des résultats, nous allons 

décrire les deux composantes de notre modèle. Nous 

résumerons tout d'abord quelles ~ les principales 

propriétes de l'actine, puis par la suite, ce que sont les 

liposomes. 
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IV) L~  et ses propriétés physicochimigues 

L~  est une protéine que l'on retrouve dans la 

plupart des cellules eucaryotes. On sait qu'au cours de 

l'évolution, l'actine a été étonnamment bien conservée. Il Y 

a en effet très peu de différences entre l'actine d'une 

espèce et celle ~  autre espèce. Les variations peuvent 

se refléter au niveau du poids moléculaire et surtout du 

point isoélectrique (171). Par exemple, l'actine extraite de 

Physarum est plus acide que l"actine du muscle squelettique 

(172) et celle d'Acanthamoeba est plus acide que ~  

quelle autre  actine (61). 

Néanmoins, malgré ces variations, l'actine conserve ses 

principales propriétés quelle que soit son origine. 

L'actine existe sous deux formes: la forme monomérique 

ou globulaire encore appelée actine-G et le polymère qui a 

une structure filamenteuse, ~  

1) L'actine globulaire: le monomère d'actine contient en 

moyenne 375 acides aminés pour un poids moléculaire ~  

42000. Elle a une forme ovoïde de 3.5 sur 5.5 nm de diamètre. 

Le monomère possède une charge globale négative (173). 

Chaque monomère possède plusieurs sites d'affinités pour 

les ions, certains de haute affinité et d'autres de faible 

a.ffinité. On y retrouve a.ussi un site pour les nucléotides, 
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l'ATP ou ~  

2) L~  filamenteuse: un filament d'actine est ~ 

de deux brins. Chaque brin comprend un grand nombre de 

monomères ~  et les deux brins se torsadent pour 

former une double ~  Le pas de ~  est de 37.5 nm 

et contient 13 monomères chacun ~ de 5.5 nm. Un 

filament d'actine a un diamètre de 7 nm. (Voir figure 3) 

7.0 nm 

nm 

i 
~ 
5.5nm 

f 
a 

Figure 3: S ~  d'un filament d'actine 

De Rosier, D.J.; Tilney, L.G. (45) 
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A) Polymérisation de l"actine 

La polymérisation de l'actine est déclenchée par l"ajout 

d'ions qui vont se fixer sur les sites de hautes et faibles 

affinités (4, 102, 156, 157). Les sels les plus couramment 

utilisés sont le KC1, MgC12 et le CaC12 aux concentrations 

~  centaine de mM pour le KCl et de l'ordre du mM pour le 

MgCl2 et le CaCI2 • 

L'actine globulaire mise en présence de ces cations 

subit un changement de conformation (52, 142, 143), quoique 

cette hypothèse soit encore controversée, (6, 68) pour se 

transformer en IlF-monomèresli ou IIG*-actinell• Ces monomères 

activés ont la propriété de s'assembler pour former un noyau 

de 3 ou 4 monomèresl c'est l'étape de la nucléation. On 

assiste par la suite à l'addition de "F-monomères" au noyau: 

~  le processus d'élongation. L"ajout de IIF-monomèresll se 

fait aux deux extrémités du noyau, cependant, une extrémité 

polymérise plus rapidement que l'autre (99). 

les filaments ne demeurent pas 

dans un état statique, une extrémité du filament continue ~ 

polymériser tandis que l'autre extrémité ~ dépolymérise à la 

~  vitesse. Ce phénomène appellé IItreadmillingli permet un 

échange entre les monomères d"actine du filament et ceux du 

milieu (119, 175). 
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Au cours de la polymérisation, il se produit une 

hydrolyse de l'ATP liée aux monomères. Cependant cette 

hydrolyse ~  pas un prérequis pour la polymérisation, car 

le "F-monomère" sans ATP peut aussi former des filaments (39, 

130). Certains auteurs (119, 175) ont établi que les 

monomères qui composent un filament ont tous un ADP de lié. 

Il faut souligner le fait que ce sont toujours des ions 

positifs qui causent la polymérisation de ~  En 

conséquence, c'est la neutralisation de charges négatives de 

~  qui serait à l'origine de la formation des filaments 

(142). 

B) Paracristallisation 

Dans certaines conditions bien particulières, l'actine 

filamenteuse a la possibilité de s'assembler et de former des 

structures régulières appelées paracristaux. Jusqu'à mainte-

nant, plusieurs types de paracristaux ont été identifiés et 

on les regroupe en trois classes distinctes: 

i)les paracristaux de Hanson. Hanson en 1967 (65) a montré 

que l'actine pouvait s'organiser en structures régulières en 

présence de fortes concentrations d'ions ~ au minimum 25 

mM. Ces paracristaux sont produits lorsque les sites 

cationiques de très faible affinité de l'actine sont 

comblés (157). On obtient alors des structures paracristal-

lines composées de filaments d'actine, parallèles les uns aux 
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~ disposés de manière périodique. La périodicité des 

paracristaux équivaut à environ 37.5 ~ ce qui correspond au 

pas de l'hélice du filament. 

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

découvrent que la paracristallisation de l'actine peut se 

faire dans des conditions tout. fait différentes de celles 

de Hanson. Il met de l'actine en présence de 0.1-0.2 M de 

~ 0.4 mM d'ATP, au pHi de l'actine. Il observe alors 

trois types de paracristaux d'actine auquel il donne l'appel-

lation de types l, II, III. (Voir figure 4) 

Les types l et II consistent en un entrecroisement des 

filaments d'actinel "t ype fil et " • Le type II a une 

disposition plus ~  et donc une périodicité plus faible 

que le type 1. Le dernier type de paracristaux (type III), a 

un aspect similaire à ceux obtenus par Hanson. 

iii) les microcristaux de Gd3+. En mettant de l'actine 

globulaire en présence d'ions lanthanides tel le gadolinium 

(Gd3+), Dos Remedios et coll. (47) ont fabriqué d"autres 

types de paracristaux. Dans ce ~ ~  structures tubu-

laires et des microcristaux constitués par l'accolement 

latéral et régulier de monomères d'actine en monocouche sont 

formés. 

Il faut souligner que tous ces types de paracristaux se 



-20-

forment dans des conditions qui sont loin de celles 

retrouvées in vivo. Cependant des structures paracris-

tallines similaires ont aussi été observées lors de l'asso-

ciation de l'actine avec d'autres protéines (21, ~ ~ 

149). De telles structures pourraient donc aussi exister 

dans les cellules, mais leur existence in vivo nPa pas encore 

été démontrée. 
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Figure 4: Trois types de paracristaux d'actine-F obtenus par 

Kawamura et Maruyama (80). 
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V- Les liposomes 

Les membranes naturelles contiennent trois types de 

molécules: les lipides, les protéines et les glucides. Les 

lipides sont les constituants essentiels des membranes car 

ils composent la bicouche à la base de l'architecture membra-

naire. Les lipides se retrouvent en quantité variable selon 

le type de cellule. 

Les lipides, ces molécules amphiphiles, contiennent une 

partie hydrophile: "la të'te" et une partie hydrophobe" la 

queue" (178). (Voir figure 5). Lorsque ces molécules sont 

exposées à un solvant aqueux, elles se disposent de manière à 

ce que seule la partie hydrophile soit en contact avec le 

solvant aqueux, la partie hydrophobe se protégeant du 

solvant. 

Il est possible de fabriquer des membranes artificielles 

composées seulement de lipides. Il en existe trois sortes: 

les monocouches, les bicouches (BLM) et les liposomes. 

1) Les monocouches: comme leur appellation l'indique, ne 

comprennent qu'une seule couche de lipides dont la face 

hydrophile est en contact avec un solvant aqueux et la face 

hydrophobe en contact avec l'air. 

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

lipides dont les parties hydophobes se font face et les 
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parties hydrophiles ~  en contact avec le solvant aqueux 

(Voir figure 5). 

3) Les liposomes sont des structures vésiculaires composées 

d'une quantité variable de bicouches lipidiques séparées par 

des espaces aqueux (Voir figure 6). 
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,. - }PARTIE HYDROPHILE , '1""1 

Il 1 

PARTIE HYDROPHOBE 

... ... .l.I /1 }PARTIE HYDROPHILE - -
Figure 5: Modèle d"une bicouche lipidique selon Weissmann 

(178) • 

Figure 61 Schéma d"un liposome unilamellaire selon Weissmann 

( 178) • 
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Pour étudier l' i nterac:ti on entre les lipides et 

l'ac:tine, nous avons opté pour l'utilisation des liposomes, 

c:ar le liposome est le modèle qui se rapproc:he le plus des 

membranes naturelles. En effet, le liposome est un système 

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

De plus, les tec:hniques de fabric:ation des liposomes 

possèdent l'avantage ~  très accessibles et fac:iles à 

utiliser. Ils sont "mobiles" contrairement aux B.L.M. qui 

sont fixés dans l'appareil servant à leur fabric:ation. 

Plusieurs types de liposomes peuvent itre fabriqués. On 

les regroupe en trois c:atégories: petites vésic:ules unilamel-

laires (SUV), (88,104) diamètre variant -entre 20 et 50 nm; 

les vésicules unilamellaires larges (LUV) (98,132) de 220-

10(10 nm et les vésic:ules multilamellaires (MLV) (83, 121, 

137) de 400-3500 nm de diamètre. 

Cette variabilité dans le diamètre des liposomes dépend 

de plusieurs fac:teurs: la tec:hnique de fabric:ation, la 

quantité et la nature des lipides ainsi que la c:omposition 

ionique du milieu. 
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Dans ce travail, nous avons mis en évidence l'existence 

d'une interaction directe entre l'actine et les liposomes 

sans l'intermédiaire d'une protéine membranaire qui lie 

l'actine. Pour ce faire, nous avons utilisé principalement 

quatre technique.: 

la turbidimétrie qui permet de mesurer la formation 

d'agrégats entre l'actine et les liposomes 

la cosédimentation des mélanges actine-liposomes 

la viscosimétrie à faible taux de cisaillement qui permet 

de mesurer la formation de gel 

la microscopie électronique qui permet dans certains cas 

de voir directement les structures formées 
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MATERIEL ET METHODES 

1-Liste des produits chimiques 

Stéarylamine (SA) S-6755 

Acide oléique (AO) 0-0750 

Phosphatidylcholine (PC) P-5763 

Ces lipides proviennent de Sigma Chemical Co. ~ L  

Mo.), ils sont dissous dans du chloroforme et conservés sous 

azote pendant au maximum 1 mois. Aucun contrale de pureté 

n"a été fait sur ces lipides. 

Les autres produits sont de grade analytique. 

II-Solutions tampons 

Trois solutions tampons ont été utiliséesl 

A) Tampon GI Tampon Tris-HCl pH 8.0 (2mM). Cac12 (0.2 mM); 

a-mercaptoéthanol (0.5 mM); et de l' ATP (0.2 

mM). Ce tampon sert à diluer l'actine-G et 

pour préparer des liposomes qui réagissent 

avec l'actine-G. 

B) Tampon DI Tampon Tris-HCl pH 8.0 (10mM). CaC12 (0.1 

mM). a-mercaptoéthanol (0.5 mM) et de l'ATP 

(0.2 mM), KCl (40 mM); MgCl2 (2 mM). Ce 

tampon est utilisé pour la préparation des 
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liposomes mis en contact avec l'actine-F et 

aussi pour diluer ~  F. 

C) Tampon E: Tampon Tris-HCl pH 8.0 (18 mM); ATP (0.2 mM) 

B-mercaptoéthanol (0.5 mM); KCl (80 mM) et 

du MgCl2 (2 mM). Ce tampon sert à polymériser 

l'actine-G en actine-F en mélangeant 1 

volume dPactine-G dissoute dans le tampon 

Gavee 1 volume de tampon E. On obtient 

ainsi la composition du tampon D. 

III-Préparation des liposomes 

Les liposomes sont préparés en utilisant la technique de 

renversement de phase de Szoka et Papahadjopoulos (158). 

Cette technique comporte 2 étapes principales: tout 

d'abord la formation, par sonication, de micelles inversées 

constituées de gouttelettes de phase aqueuse entourées de 

lipides le tout en suspension dans une phase organique. 

L~  suivante consiste à faire évaporer lentement la phase 

organique. Cette étape amène à l'obtention d'un "gel" 00 les 

micelles sont si près les unes des autres que la friction 

entre elles cause la rupture de quelques uries, et par le fait 

mime, la libération de la phase aqueuse de ces micelles 

brisées. On assistera alors à IPorganisation en bicouche des 

lipides et à la formation de liposomes. 
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Les lipides (72 ~  en solution dans du 

chloroforme, sont mis dans un ballon rodé de 50 ml et le 

solvant est évaporé, 

rotoévaporateur Büchi 

sous pression réduite, à l'aide ~  

modèle R 110. Les lipides sont 

redissous dans 3 ml d'éther, après quoi on ajoute 1 ml de 

phase aqueuse, du tampon G ou D selon les cas. Le mélange 

est soumis aux ultrasons à l"aide d'un appareil Mégason modè-

le P-300 fonctionnant à ~  moyenne, pendant 5 minutes 

ou ~ ~  la formation ~  suspension homogène. L'éther 

est ensuite évaporée à l'aide du rotoévaporateur en 

respectant les conditions décrites par Szoka et 

Papahadjopoulos (158). Les liposomes obtenus sont resuspendus 

selon les expériences dans 2 ml de tampon G ou D. On récolte 

environ 3 ml de liposomes à la fin de la préparation. 

Les liposomes chargés positivement sont composés de 90h 

PC et 10% SA, les liposomes chargés négativement, 90% PC et 

10% AO, et les liposomes neutres, 100% PC; en poids. 

IV-Préparation de l'actine 

L'actine du muscle de lapin est purifiée à partir de la 

poudre acétonique par la méthode de Sptidich et Watt (155) 

modifiée par Nonomura et al. (120). 

La concentration de l'actine est déterminée par mesure 

de l'absorbance à 290 nm, ~  (91). 
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L'actine-G est dissoute dans le tampon G. L'actine-F 

est préparée en mélangeant des volumes égaux ~  et de 

tampon E, qui induit la polymérisation. L'actine-F est par 

la suite diluée aux concentrations désirées avec du tampon D. 

La préparation de l'actine-F subit quelques modifications 

selon les conditions expérimentales. Par exemple, dans 

l'étude de ~  du sur l'interaction 

actine-liposomes, ~  est obtenue dans des solutions 

de tampons D et E dans lesquelles on exclut le MgCl2 • 

V-Techniques de mesure de l'interaction entre l'actine et les 

liposomes 

A.l)Turbidimétrie 

entre l'actine L~  

produisant presque instantanément, 

et les liposomes se 

la formation d"agrégats 

entre l"actine et les liposomes est mesurée quelques minutes 

après le mélange par turbidimétrie à 556 nm à l'aide d'un 

spectrophotomètre. Cette longueur d'onde à été choisie en 

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

Certains résultats sont exprimés en turbidité 

différentielle c'est-à-dire en soustrayant de la turbidité du 

mélange actine-liposomes, la turbidité des liposomes et de 

l'actine seule. Ces valeurs de turbidité différentielle 

représentent donc la turbidité qui résulte seulement de 
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l'interaction entre l'actine et les liposomes. 

A.2)Cosédimentation 

L~  entre l'actine et les liposomes est aussi 

mesurée par cosédimentation. La méthode consiste à 

centrifuger un mélange d'actine et de liposomes. une vitesse 

qui sédimente les agrégats d'actine et de liposomes, mais peu 

l'actine et les liposomes seuls. Les composants qui demeu-

rent dans le surnageant sont quantifiés par turbidimétrie ~ 

550 nm. 

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

cosédimentation 

Un volume égal d·actine et de liposomes (3 ml au total) 

sont déposés dans un tube à centrifugation. On laisse reposer 

10 minutes. température ambiante ou autre selon l'expérience 

tel que précisé dans les résultats. Un ml est prélevé et la 

turbidité de la solution lue au spectrophotomètre à 550 nm. 

Le volume restant (2 ml) est centrifugé à 3700 g  X 10 minutes 

à 4°C. Le surnageant est recueilli et sa turbidité mesurée à 

550 nm. 

B)Mesure de la viscosité à faible taux de cisaillement 

La viscosité du mélange actine-liposomes est mesurée à 

faible taux de cisaillement selon la technique de Pol lard 

(134). Un volume égal d'actine et de liposomes sont mélangés 
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dans un tube conique. Après avoir brassé le mélange au 

vortex, ce dernier est immédiatement mis dans un capillaire 

gradué. Le mélange est laissé 1 heure à température de la 

pièce. La viscosité du mélange est déterminée en mesurant le 

temps que met une bille d'acier de 0.16 mm de diamètre pour 

descendre dans le capillaire. Plus la substance est 

visqueuse, plus la bille prend du temps à descendre. 

C)Microscopie électronique 

Une goutte du mélange actine-liposomes est déposée sur 

une grille recouverte de formvar-carbone. Le surplus du 

mélange est enlevé à l'aide d'un papier filtre. La 

préparation· est colorée négativement avec de l'acétate 

d'uranyl lX en solution aqueuse. Les préparations· sont 

observées à l'aide d'un microscope ~  Phillips 201 

fonctionnant à 80 Kv. 
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RESULTATS 

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

l'actine-F 

Lorsque l'on mélange de l'actine-F avec des liposomes 

chargés positivement, en 

solution change d'aspect. 

IIfloconneLt>(1I (fig 7A). 

l'espace de quelques secondes, la 

Dans le tube apparait un précipité 

Par contre, ce ~  ne se produit pas quand on 

mélange de l'actine avec des liposomes chargés négativement 

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

Cette expérience montre donc, qu'il se produit une 

interaction entre l'actine et les liposomes chargés positive-

ment. 

NOLIS 

mesurant 

pouvons quantifier l'intensité 

la turbidité de la solution. 

du ~  en 

Ces résultats sont 

illustrés à la figure 8. Ce graphique ~  les pour-

centages de turbidité de mélanges actine-liposomes compara-

tivement aux témoins de liposomes seuls. Une forte hausse de 

la turbidité se produit lorsque l'actine est mise en présence 

de liposomes chargés positivement (fig. 8A). 
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Aucune augmentation de turbidité n'est enregistrée pour 

les mélanges d'actine avec des liposomes chargés négativement 

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

Examen des préparations des mélanges actine-liposomes au 

microscope électronique 

L'examen du précipité obtenu en mélangeant de l'actine 

avec des liposomes chargés positivement montre que ce 

précipité est formé d'agrégats de liposomes et de filaments 

d'actine (fig. 9). A plus fort grossissement, on peut voir 

que les liposomes sont maintenus ensemble par des filaments 

d'actine (fig 11). 

filaments d'actine, 

une forme allongée. 

Sous la contrainte imposée par ces 

les liposomes sont déformés et prennent 

De tels amas ne s'observent pas dans un mélange d'actine 

avec des liposomes chargés négativement ou neutres (fig. 10). 

Dans ce cas, les liposomes et l'actine se cotôient mais rien 

n'indique une interaction quelconque. L'actine s'y retrouve 

dispersée et les liposomes qui sont à proximité ont une forme 

généralement sphérique et ne semblent nullement influencés 

par la présence d'actine. 

En conséquence, les agrégats qui se forment entre 

l'actine et les liposomes chargés positivement ne sont pas 

dus à un artéfact de suspension, mais résultent bien d'une 
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interaction entre l'actine et les liposomes. 

A fort grossissement, on observe que l'actine ne se dis-

pose pas au hasard sur les liposomes mais plutat en structu-

res régulières très caractéristiques. On note que trois 

types de structures cristallines peuvent se former: 

1) les filaments se juxtaposent les uns parallèlement 

au>: autres. Il se forme alors une couche d'actine avec 

des striations transversales ayant une périodicité longitudi-

nale d'environ 37.5 nm. Cette structure est semblable aux 

paracristaux qu'ont obtenus Hanson(65) et Smith et al. (152) 

par un excès de Mg2+ (voir fig. 12). 

2) les filaments peuvent s'entrecroiser pour former une 

structure en "filet". Ces structures ressemblent au>! 

paracristaux de type II de Kawamura (fig. 13). 

3) Quelques fois, l'actine s'arrange de façon moins bien 

ordonnée. Il ne s'agit toutefois pas d'une disposition au 

hasard car on observe souvent une certaine régularité (fig. 

14) • 

Souvent, ces 

peuvent coexister 

trois types d'organisation de l'actine 

dans une m'me préparation. Sur la figure 

15, on voit deux types de structures paracristallines formées 

par les m'mes filaments d"actine mais sur différents 

liposomes. Nous n'avons pas pu déterminer les conditions 

expérimentales qui nous permettraient de ne former qu'un seul 
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type de 6tructure cri6talline. 

En ~ la précipitation ~  mélange ~  et de 

lip060me6 chargé6 p06itivement ré6ulte ~  agrégation des 

liposome6 par l'actine, ce qui provoque, par le fait m@me, la 

hausse de turbidité. 

Ces agrégat6 60nt 'formés en raison de l'attraction de 

~  et des liposomes chargé6 positivement car l'actine 

possède une charge globale négative. Cependant, le phénomène 

ob6ervé est plus complexe qu'une simple attraction électro-

statique entre ~  et les liposomes, car il se forme des 

structures paracristallines, phénomène qui implique une réor-

ganisation de l'actine au niveau moléculaire. Nous aborde-

rons ce point au cours de la discussion. 

Maintenant que nous avons montré que l'actine intéragit 

avec les liposomes chargés positivement, nous allons amorcer 

une étude de certains facteurs physicochimiques qui peuvent 

influencer cette interaction. 



Figure 7. Effet de l'actine-F sur les liposomes. 

Mélange d'actine-F et de liposomes chargés 

positivement (fig. ~ liposomes chargés 

négativement (fig. 7C), et liposomes neutres 

(fig. 7E). Témoins: liposomes chargés posi-

tivement (fig. 7B), négativement (fig. 7D) 

et neutres (fig. 7F). 

Concentration d'actine-F, 0.1 mg/ml 

Concentration de lipides lmM 

liposomes chargés positivement: (90XPC+10XSA) 

liposomes chargés négativement: (90XPC+l0XAO) 

liposomes neutres: (lOOXPC) 
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Figure 8. Changement de la turbidité à 550 nm ~  solution 

de liposomes avant------et apres .. ---

ajout d'actine-F. Liposomes chargés 

positivement(fig. 8A), négativement (fig. 8B), 

et neutres (fig. 8C). 

Concentration de lipides 1mM 

Concentration d'actine-F 0.3 mg/ml 

liposomes chargés positivement: (90XPC+10XSA) 

liposomes chargés négativement: (90XPC+l0XAO) 

liposomes neutres: (100XPC) 
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Figure 9. Vue au microscope électronique d'agrégats 

obtenus en mélangeant des liposomes chargés 

positivement et de ~  Les agré-

gats de liposomes ont des formes et tailles 

variables. Les liposomes sont fortement 

allongés par les filaments ~  

Coloration à l'acétate d'uranyl 1% 

Grossissement: 15000X 
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Figure 10. Vue au microscope électronique d'un mélan-

ge de liposomes neutres et ~  

Les liposomes neutres gardent leur forme 

sphérique et les filaments ~  sont 

libres dans le milieu. Aucune interaction 

ne se produit entre l'actine et "les lipo-

somes. 

Coloration à ~  d'uranyl lX 

Grossissement: 63000X 
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Figure 11. Amas de liposomes chargés positivement et 

~  L~  se dispose de 

façon ~  à la surface du liposome. 

On peut voir la disposition ~  et 

entrecroisée des filaments. Sous la 

contrainte de ~  les liposomes 

prennent une forme allongée. 

Coloration à ~  ~  lï. 

Grossissement: 29000X 
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Figure 12. Interaction actine-F-liposomes chargés 

positivement. A la surface du liposo-

~ les filaments se disposent les uns 

~  aux autres et forment des 

paracristaux avec une périodicité dPen-

viron 37.5 nm. A lPextérieur du lipo-

some, les filaments s'orientent au 

hasard. 

Coloration à l'acétate d'uranyl Ir. 

Grossissement: 124000X 
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Fgure 13. Arrangement en "filet" de l'actine-F Sl..lr 

un liposome chargé positivement. Les 

filaments s'entrecroisent de manière ré-

gulière, et en dehors du liposome, les 

filaments sont désordonnés. Le liposome 

prend une forme allongée. 

Coloration à l'acétate d'uranyl lX 

Grossissement: 92000X 
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Figure 14. Disposition plus ou moins irrégulière des 

filaments à la surface drun liposome chargé 

positivement. On peut apercevoir pour cer-

tains filaments une périodicité qui nrest 

pas constante et n'apparaît pas sur toute 

la surface du liposome. 

Coloration à l'acétate d'uranyl 1% 

Grossissement. 92000X 
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Figure 15. Disposition dans une ~  préparation de 

filaments parallèles et entrecroisés à la 

surface des liposomes chargés positivement. 

Les ~  filaments ~  peUvent former 

des structures différentes sur deux liposomes. 

Coloration à l'acétate d'uranyl 1% 

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

~  entre l'actine et les liposomes 

A) Influence du pourcentage de stéarylamine dans les 

liposomes sur l'interaction actine-liposomes 

i) avec l'actine-G 

La figure 16A montre les valeurs de turbidité de 

mélanges composés ~  et· de liposomes chargés 

positivement et contenant des quantités croissantes de SA. 

Pour de faibles concentrations d'actine c"est-à-dire 

entre 0.1 et 0.3 mg/ml, la turbidité augmente avec le pour-

centage de SA constituant les liposomes, puis elle se 

stabilise pour des quantités de SA supérieures à 5%. 

Cependant, pour de fortes concentrations d'actine 

c'est-à-dire supérieures à 0.5 mg/ml, le phénomène est 

différent. Tout d'abord, la turbidité du mélange actine-

liposomes augmente avec le pourcentage de SA incorporée dans 

les liposomes, pour atteindre un plateau et finalement 

diminuer. 

li)avec ~  

Les valeurs de turbidité des mélanges actine-F-liposomes 

chargés positivement constitués d'un pourcentage croissant de 

SA sont représentées à la figure 16B. 



La turbidité des 
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mélanges croit en fonction du 

pourcentage de SA composant les liposomes. On atteint un 

quasi plateau à partir dPun pourcentage dPenviron 5% de SA. 

Les courbes ont le ~  aspect quelle que soit la concentra-

tion ~  en solution. Il faut noter que les valeurs 

de turbidité sont semblables pour des concentrations ~  

situées entre 0.3 et 1.0 mg/ml. 

Ces expériences nous montrent que IPintensité 

~  entre ~  et les liposomes chargés positi-

vement varie en fonction de la concentration d'actine et du 

pourcentage de SA contenue dans les liposomes. La turbi-

dité maximale est obtenue pour un mélange de 0.3 mg/ml 

d'actine G ou F et de liposomes contenant 10 % de SA. Pour 

les expériences suivantes, nous utiliserons donc ces valeurs. 



Figure 16. Variation de turbidité ~ 550 nm de mélanges 

~ ~ différentes concentrations, et 

de liposomes constitués dPun pourcentage 

croissant de stéarylamine. 

Figure A: Mélange actine-G-liposomes 

Figure B: Mélange actine-F-liposomes 
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B)Influence de la concentration de liposomes sur ~

tion actine-liposomes 

La figure 17 montre la turbidité avant et après 

sédimentation obtenue ~  mélange d'actine et de liposomes 

chargés positivement pour des concentrations croissantes de 

liposomes. Tout ~  la turbidité des mélanges actine-

liposomes est mesurée quelques minutes après addition de 

l'actine aux liposomes, puis ceux-ci sont centrifugés, afin 

de sédimenter les gros agrégats et la turbidité est mesurée 

à nouveau dans le surnageant. 

i)avec l'actine-G 

Lorsque de ~  est mélangée avec des liposomes 

chargés positivement, la turbidité augmente en fonction de la 

quantité de liposomes dans la solution (fig. 17A), ce qui 

signifie que les agrégats formés sont plus gros et/ou plus 

nombreux • mesure que l'on ajoute des liposomes. Les expéri-

ences de cosédimentation montrent une légère hausse de tur-

bidité dans le surnageant suivie immédiatement d'une baisse 

jusqu'à une concentration de lipides de ImM. Cette diminu-

tion est due à la formation de plus gros agrégats d'actine et 

de liposomes qui sédimentent. Pour des concentrations supé-

rieures •  1 mM de lipides, la turbidité du surnageant après 

sédimentation augmente graduellement en fonction de la 

concentration de liposomes Cette hausse n'est pas due à la 

présence de liposomes non liés à l'actine mais plutat à la 
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formation d'agrégats plus petits et plus dificilement 

sédimentables. 

ii)avec l'actine-F 

Des résultats similaires sont obtenus pour des mélanges 

d'actine-F et de liposomes chargés positivement (fig. 178). 

Ces expériences nous montrent qu'à une concentration de 

1 mM de lipides, il se produit la plus forte agrégation des 

liposomes aussi bien par l'actine-G que F. Ainsi pour les 

expériences futures, nous utiliserons cette concentration de 

lipides. 

Les résultats préliminaires nous ont montré qu'il se 

produit une interaction entre l'actine et les liposomes 

chargés positivement, et que cette interaction est 

probablement de nature électrostatique. De cette conclusion, 

on peut présumer que la variation de ~  facteurs physi-

cochimiques comme la force ionique du milieu, le pH, la tem-

pérature peuvent modifier cette interaction actine-liposomes. 

Ces facteurs physicochimiques peuvent influencer l'interac-

tion actine-liposomes de deux ~ 

l)en agissant directement sur l'interaction c'est-à-dire 

en s'interposant entre l'actine et les liposomes. 

2) de fa90n indirecte, en modifiant l'un ou l'autre ou 

mime les deux composants du milieu:l'actine et les liposomes. 
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Nous avons donc choisi ~  l'influence de certains 

facteurs sur ~  actine-liposomes en particulier, 

la concentration ~  KCl, MgCl2 , CaCl2, ATP, le pH, et 

la température. 

Bien que nous avons démontré que seuls les liposomes 

chargés positivement peuvent réagir avec l'actine, nous con-

tinuerons à étudier ~  des facteurs physicochimiques 

sur les systèmes faits d'actine et de liposomes chargés 

négativement ou ~  car il se pourrait qu'il se produise 

une interaction entre ces liposomes et l'actine dans ~  

conditions expérimentales. 



Figure 17. Turbidité des mélanges d 'actine-liposomes 

en fonction de la concentration de lipo-

somes chargés positivement avant et 

~  • 3700 g 'X 10 minutes. 

Figure A: Mélange actine-G-liposomes 

Figure BI Mélange actine-F-liposomes 

Concentration d'actine 0.3 mg/ml 
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C)Mise en évidence de ~  actine-liposomes par 

viscosimétrie à faible taux de cisaillement 

La figure 18 montre les mesures de viscosité des 

mélanges actine-liposomes en fonction de la concentration de 

liposomes. 

Pour un mélange ~  1.0 mg/ml et de liposomes 

chargés positivement, la viscosité change en fonction de la 

concentration de liposomes. A une concentration d'environ 1 

mM de lipides, là où la viscosité est la plus élevée, il y a 

formation ~  gel composé de filaments ~  "pontés" par 

des liposomes. Pour des concentrations plus faibles de 

liposomes, la viscosité du mélange est plus faible car il y a 

diminution des points de pontage entre les filaments d'acti-

ne. Pour des concentrations plus fortes de liposomes, il y a 

aussi une baisse de la viscosité du mélange actine-liposomes 

car il se forme des agrégats qui précipitent. 

Dans le cas des mélanges actine-F-liposomes chargés 

négativement ou neutres, aucune variation de viscosité ne se 

produit quelque soit la concentration de liposomes. 

Cette expérience confirme donc qu'il y a une interaction 

entre l'actine et les liposomes chargés positivement mais 

~  ne se produit aucun phénom.ne semblable avec les lipo-

somes chargés négativement ou neutres. 



Figure 18. Viscosité à faible taux de cisaillement de 

mélanges ~  et de liposomes en 

fonction de la concentration de lipides. 
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----liposomes chargés positivement (90%PC+l0%SA) 

•••••. liposomes chargés négativement (90%PC+l0%AO) 

. __ .. liposomes neutres (100%PC) 

Concentration d'actine-F, 1.0 mg/ml 
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D)Influence de la concentration d'actine sur l'interaction 

actine-liposomes 

i) avec l'actine-G 

La figure 19 représente les turbidités avant et après 

sédimentation à 3700g X 10 minutes, de solutions de liposomes 

mis en présence de concentrations croissantes d'actine-G. La 

turbidité après sédimentation est mesurée dans le surnageant 

des solutions. 

Sur la figure 19A, nous avons les résultats des 

turbidités pour des mélanges actine-G-liposomes chargés 

positivement. La turbidité avant sédimentation augmente pour 

des concentrations variant entre 0 et 0.1 mg/ml d'actine-G. 

Pour des concentrations supérieures à 0.1 mg/ml, la turbidité 

diminue légèrement. 

La hausse de turbidité s'explique par la formation 

d'agrégats de liposomes et d'actine de plus en plus gros. 

Comme l'actine possède plusieurs sites chargés négativement, 

elle peut lier plusieurs liposomes, et les liposomes ayant 

aussi de nombreuses charges positives peuvent réagir avec 

plus d'une molécule .d'actine. Il en "résulte donc une 

agrégation des liposomes et de l'actine-G. 

Cependant, pour de fortes concentrations d'actine il se 

produit un phénomène de saturation, puis d'inhibition. En 
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effet, lorsque tous les sites positifs des liposomes sont 

~  par des monomères ~  il ne peut plus ~~  

de liens entre un monomère d"actine et plusieurs liposomes, 

réduisant ainsi la formation ~  

Ces ~  sont ~  par les ~  de 

cosédimentation. Pour de faibles concentrations ~  

entre 0 et 0.1 mg/ml, il se forme de gros ~  qui ~

dimentent et la ~ du surnageant diminue. Aux plus 

fortes concentrations, la ~ du surnageant augmente 

pour atteindre un plateau, ce qui signifie qu"il se forme 

moins d'agrégats. 

Les mimes ~  effectuées avec des liposomes 

~  ~  (fig. 19B) et neutres (fig. 19C) 

montrent qu"il n"y a aucune interaction entre l'actine et ces 

liposomes puisque les valeurs de ~ restent constantes 

Un ~  est à remarquer. Les valeurs de ~ 

avant et après ~  d'un ~  d'actine et de 

liposomes chargés négativement sont presque semblables. Par 

contre, il y  a une grande ~  entre les valeurs de 

turbidité avant et après ~  pour les solutions 

d'actine et de liposomes neutres. Ce ~  s'explique 

par le fait que les liposomes neutres sont plus gros que les 

liposomes ~  négativement et par ~  ~  
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en partie à 3700g X 10 minutes. 

Les photographies (fig. 20) prises au microscope 

électronique d'un mélange de liposomes chargés positivement 

et ~  0.1 mg/ml montrent de gros amas de liposomes. 

Il ne nous est pas possible de voir l'actine car les monomè-

res d'actine-G ne sont pas visibles au microscope électroni-

que. Il faut noter néanmoins que les liposomes conservent en 

général leur forme sphérique. 

ii) avec l'actine-F 

La figure 21 illustre l'effet de la concentration 

~  sur ~  actine-liposomes. 

Les résultats sont similaires à ~ obtenus avec les 

mélanges actine-G-liposomes. La turbidité d'un mélange 

actine-liposomes chargés positivement augmente en fonction de 

la concentration d'actine-F. A partir de 0.2 mg/ml d'actine 

elle se stabilise. Cette hausse de turbidité ~ ~  par 

la formation d'agrégats de liposomes et d'actine de plus en 

plus gros. Le plateau indique ~  se produit une 

saturation. 

La turbidité mesurée dans le surnageant après centrifu-

gation des mélanges actine-liposomes diminue jusqu'à une 

concentration de 0.2 mg/ml d'actine, puis elle augmente avec 

la concentration d'actine. C'est à la valeur minimale de 
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turbidité du surnageant après centrifugation que les plus 

gros agrégats se forment. 

La turbidité des mélanges actine-F-liposomes chargés 

négativement (fig. 21B) ou neutres (fig. 21C) reste à peu 

près constante en fonction de la concentration ~  Par 

~ la turbidité mesurée dans le surnageant après sédi-

mentation augmente en fonction de ~ concentration ~  

On peut expliquer ce résultat par ~  de la den-

sité et de la viscosité du milieu due à ~  toujours en 

plus grande quantité ~  Ces hausses de densité et 

viscosité empichent les liposomes de sédimenter. Ils restent 

en suspension dans le surnageant ce qui en augmente la turbi-

dité. Le phénomène est plus prononcé pour les liposomes 

~ car ceux-ci sont plus gros, et sédimentent moins en 

présence d'actine contrairement aux liposomes chargés négati-

~ qui sont plus petits. 

En microscopie ~ on aper90it sur la figure 9 

la formation d'amas de liposomes et d'actine. Les liposo-

mes ont tendance à se disposer en ~ les uns à la 

suite des autres. Souvent, ils prennent une forme allongée, 

imposée par ~  

De ces expériences, nous pouvons conclure que seuls les 

liposomes chargés positivement interagissent avec l'actine G 
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ou F, dans les conditions expérimentales utilisées. L'inten-

sité maximale d'agrégation entre l'actine et les liposomes 

se produit entre 0.1 et 0.3 mg/ml d'actine. Au-delà de ces 

concentrations, les sites positifs des liposomes sont tous 

saturés par l'actine ce qui ~  la formation d'amas et il 

y a saturation du phénomène. 



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

en fonction de la concentration d'actine 

avant- et a'près---sédimentation à 

3700 9 X 10 minutes. 

Figure AI Mélange actine-G-liposomes 

chargés positivement(90XPC+l0XSA) 

Figure B: Mélange actine-G-liposomes 

chargés négativement(90XPC+l0XAO) 

Figure C: Mélange actine-G-liposomes 

neutres (100XPC) 

Concentration de lipides 1 mM 
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Figure 20: Agrégats de liposomes chargés positi-

vement par ~  Les liposomes 

forment des agrégats mais conservent leur 

forme sphérique. 

Coloration à l'acétate d'uranyl 1Y. 

Grossissement: 32000X 
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Figure 21. Turbidité du mélange actine-F-liposomes 

en fonction de la concentration d'actine 

avant-et après---sédimentation à 

3700 g X 10 minutes. 

Figure A: Mélange actine-F-liposomes 

chargés positivement (90ï.PC+l0ï.SA) 

Figure B: Mélange actine-F-liposomes 

chargés négativement(90ï.PC+l0ï.AO) 

Figure CI Mélange actine-F-liposomes 

neutres (l(10ï.PC) 

Concentration de lipides 1 mM 
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E)Influence des ions K+ sur ~  actine-liposomes 

La figure 22 illustre l'effet des ions K+ sur 

l'interaction actine-liposomes chargés positivement, 

négativement et neutres. 

La turbidité différentielle mélange 

actine-liposomes chargés positivement augmente en fonction de 

la concentration de KCl, ~  une valeur de 25 mM. Cette 

hausse de ~  montre que la présence de faibles 

quantités d'ions K+ favorise les interactions actine-lipo-

somes chargés positivement. 

Par contre, une hausse de la concentration de 

KCl de 25 à 200 mM cause une diminution de la turbidité 

différentielle. Le phénomène peut s'expliquer par une 

inhibition de l'interaction entre l'actine et les liposomes 

chargés positivement. La présence de fortes quantités d'ions 

K+ et CI- neutralisent les charges de ~  et des 

liposomes ce qui diminue ainsi leur interaction. 

A la figure 23B, qui représente l'influence du KCl sur 

une solution de liposomes chargés ~  seuls, on re-

marque que la turbidité des liposomes augmente en fonction de 

la concentration de KCl. Par contre, le KCI ne semble pas 

avoir d'influence sur l'actine seule. 
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Pour des concentrations ~  à 200 mM de KCI, la 

~ ~  du ~  actine-liposomes ~  

positivement est nulle, montrant ainsi qu'aucune liaison ne 

se produit entre l'actine et les liposomes ~  positive-

ment en ~  de concentrations de KCI ~  à 200 

mM. 

Ces conclusions sont ~  par la microscopie 

~  où les photographies d 'un ~  actine-

liposomes ~  positivement en ~  de 25 mM de KCI 

(fig. 24) montrent la ~  de filaments d'actine ~  

à la surface des liposomes. 

Par contre, dans une solution contenant 300 mM de KCI 

(fig. 25) aucune interaction n'est ~  entre l'actine et 

les liposomes. 

Pour ce qui est des ~  actine-liposomes ~ ~  

~  et neutres, les valeurs de ~ ~

elle sont nulles quelle que soit la concentration de KCI. 

Donc, le KCI n'a aucun effet sur l'interaction de l'actine 

avec des liposomes ~  ~  et "neutres. 



Figure 22. Turbidité différentielle à 550 nm des mé-

langes ~  et de liposomes en 

fonction de la concentration de KCl 

Figure A: Mélange actine-F-liposomes 

chargés positivement (90XPC+l0XSA) 

Figure Et: Mélange actine-F-liposomes 

chargés négativement (90XPC+l0XAO) 

Figure C: Mélange -actine-F-liposomes 

neutres ( 100XPC) 

Concentration d'actine-F 0.3 mg/ml 

Concentration de lipides 1 mM 
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Figure 23. Turbidité de mélanges d'actine-F-liposomes 

chargés positivement (90XPC+l0XSA) en fonc-

tion de la concentration de KCl avant-----

et après---- sédimentation à 3700 9 X 10 

minutes. 

Figure AD Mélange actine-liposomes 

Figure B: Liposomes seuls 

Figure CD Actine seule 

Concentration d'actine-F 0.3 mg/ml 

Concentration de lipides 1 mM 
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Figure 24. Vue au microscope électronique d'un lipo-

some chargé positivement(90XPC+l0XSA) avec 

de l'actine-F en présence de 25 mM de KCl. 

L'actine-F est disposée de façon régulière, 

lien filet" cà la surface du liposome. Les 

filaments cà l'extérieur du liposome sont 

désordonnés et le liposome prend une forme 

allongée. 

Coloration cà l'acétate d'uranyl lX 

Grossissement: 83000X 
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Figure 25. Inhibition de l'interaction entre l'ac-

tine-F et les liposomes chargés positi-

vement en présence de 300 mM de KCl. 

Il y  a beaucoup de filaments dans le 

milieu mais aucune interaction n'est 

observée entre l'actine-F et les liposomes. 

Coloration à ~  d'uranyl lX 

Grossissement: 107000X 
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F)Influence des ions divalents sur ~  actine-F 

liposomes 

Les figures 26 et 27 montrent ~  des ions Mg2+ et 

Ca2+ sur ~  actine-liposomes chargés ~ 

négativement et neutres. Ces graphiques sont exprimés en 

turbidité différentielle en fonction de la concentration de 

MgCl2 ou de CaCl2 selon le cas. Nous traiterons les deux 

figures simultanément puisque le phénomème est le ~  pour 

les deux cations. 

Lorsque ~  mélange de ~  et des liposomes 

chargés positivement, en absence d'ions divalents, on observe 

une interaction entre l'actine et les liposomes puisque la 

turbidité différentielle du mélange est élevée. En présence 

de concentrations supérieures à 10 mM de Ca2+ et Mg2+, la 

turbidité différentielle diminue continuellement en fonction 

de la concentration et devient nulle pour des concentrations 

d'ions divalents supérieures à 70 mM. Cette baisse de la 

turbidité différentielle signifie que l'interaction entre 

~  et les liposomes diminue en présence de fortes 

concentrations d'ions divalents. Cette inhibition d'interac-

tion entre ~  et les liposomes chargés positivement 

peut itre due à deux causes: 

1) les ions neutralisent les charges positives des 

liposomes et négatives de ~  diminuant l'attraction 

électrostatique entre les deux. La situation est semblable à 
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celle avec le KC1. 

de 

2) les 

l'actine. 

ions bivalents induisent la paracristallisation 

Ce phénomène provoque l'agrégation de l'actine 

en paracristaux, ce qui par conséquent, diminue physiquement 

la possibilité pour l'actine d'interagir avec les liposomes. 

Les figures prises au microscope électronique montrent 

qu'en présence de faibles concentrations de Mg2+, il Y a 

phénomène d'agrégation entre l'actine et les liposomes 

chargés positivement (fig. 28). A plus fort grossissement 

(fig. 29), l'arrangement en structures cristallines de 

l'actine à la surface des liposomes est observé. 

En ce qui concerne les mélanges actine-liposomes chargés 

négativement et neutres, les valeurs de turbidité différenti-

elle augmentent jusqu'à des concentrations d'environ 20 mM 

d'ions Mg2+ ou Ca 2 + , au-delà de ces concentrations, elles 

diminuent, ce qui suggère qu'une interaction se produit entre 

l'actine et les liposomes en présence de faibles concentra-

tions d'ions divalents. Cette interaction n'est pas cepen-

dant aussi forte qu'avec les liposomes chargés positivement. 

Nous savons que l'actine est chargée négativement et que 

les liposomes neutres possèdent des groupements phosphates 

chargés négativement. Les ions bivalents Ca2 + et Mg2+ servi-

raient d'intermédiaire entre les charges négatives de l'ac-
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et des liposomes. C'est un effet de "pontage" pa.r les 

divalents. A 

di spara'i't 

l"actine 

en raison 

fortes concentrations d'ions, le ponta.ge 

de la saturation des sites négatifs de 

et des liposomes par ces ions. 

En microscopie électronique, on peut voir qu"en absence 

de Mg2+, aucune interaction ne se produit entre l'actine et 

les liposomes neutres (fig. 30). Actine et liposomes se 

côtoient dans le milieu. Cependant, en présence de 15 mM de 

Mg2+, on peut observer, sur certains liposomes, que l'actine 

se dépose de façon régulière à la surface des liposomes 

neutres (fig. 31). On remarque aussi la présence de 

"bundles" d'actine dans le milieu. 

Ainsi, des concentrations de Ca2 + et de Mg2+ de l'ordre 

de 10 mM favorisent l'interaction entre l'actine et les 

liposomes chargés négativement ou neutres. 



Figure 26. Turbidité différentielle à 550 nm de mélan-

ges actine-liposomes en fonction de la con-

centration de MgCI 2 • 

Figure A: Mélange actine-F-liposomes 

chargés positivement (90ï.PC+l0ï.SA) 

Figure B: Mélange actine-F-liposomes 

chargés négativement (90ï.PC+l0ï.AO) 

Figure C: Mélange actine-F-liposomes 

neutres ( 100ï.PC) 

Concentration d'actine-F 0.3 mg/ml 

Concentration de lipides 1 mM 
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Figure 27. Turbidité différentielle à 550 nm de mélan-

ges actine-liposomes en fonction de la con-

centration de CaC1 2 

Figure AI Mélange actine-F-liposomes 

chargés positivement (90'l.PC+10'l.SA) 

Figure B: Mélange actine-F-liposomes 

chargés négativement (90'l.PC+10'l.AO) 

Figure C: Mélange actine-F-liposomes 

neutres ( lOO'l.PC) 

Concentration d'actine-F 0.3 mg/ml 

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

liposomes chargés positivement et d'ac-

tine-F formés en présence de 15 mM de 

MgCl2 • L~  relie entre eux les 

liposomes qui sont allongés. Les fila-

ments sont disposés parallèlement sur la 

surface des liposomes. On remarque un 

bundle ~ l'extérieur des liposomes. 

Coloration à l'acétate d'uranyl 1% 

Grossissement: 34000X 
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Figure 29. Liposomes chargés positivement (90%PC+10%SA) 

sur lequel sont disposés des filaments 

~  Solution contenant 15 mM de MgCI2• 

Les filaments ont une disposition parallèle 

et montrent des striations transversales 

avec une périodicité longitudinale de 37.5 nm. 

Coloration à l'acétate d'uranyl 1% 

Grossissement. 137000X 
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Figure 30. Mélange ~  et de liposomes neutres 

(100XPC) en absence de MgCI2 • L~

tine-F et les liposomes se c8toient dans 

le milieu mais aucune interaction nPa lieu 

entre les deux. 

Coloration à l"acétate d'uranyl lX 

Grossissement: 152000X 
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Figure 31. Interaction entre l'actine-F et les lipo-

somes neutres (100XPC) en présence de 15 

mM de MgCl2• Les filaments sont dispo-

sés parallèlement sur le liposome et le 

liposome a pris une forme allongée. Des 

bundles ~  présents dans le 

milieu. 

Coloration à l'acétate ~  lX 

Grossissement: 141000X 
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G)Influence du pH sur ~  actine-liposomes 

La figure 32 montre l'influence du pH sur des mélanges 

d'actine-F et de liposomes chargés positivement, négative-

ment et neutres. La figure 33 illustre aussi l'influence du 

pH mais pour des mélanges actine-G-liposomes. Les graphiques 

sont exprimés en turbidité différentielle en fonction du pH. 

Les valeurs de turbidité différentielle sont élevées 

pour des mélanges actine-liposomes chargés positivement aussi 

bien avec ~  ~  l'actine-F, mais elles sont 

nulles pour des mélanges actine-liposomes chargés négative-

ment et neutres, ce ~ confirme nos résultats antérieurs 

selon lesquels l'actine n'interagit qu'avec les liposomes 

chargés positivement. 

De plus, les valeurs de turbidité différentielle 

demeurent constantes en fonction du pH de 6.0 à 8.0 et quel 

que soit le mélange impliqué. En conséquence, les variations 

de pH de 6.0 à 8.0 n"influencent aucunement les interactions 

actine-liposomes chargés positivement et ne favorisent pas 

les interactions actine-liposomes chargés négativement ou 

neutres, du moins dans les conditions expérimentales étudiées 



Figure 32. Turbidité différentielle des mélanges 

actine-F-liposomes en fonction du pH. 

Figure A: Mélange actine-F-liposomes 

chargés positivement (90XPC+l0XSA) 

Figure B: Mélange actine-F-liposomes 

chargés négativement (90XPC+l0XAO) 

Figure C: Mélange actine-F-liposomes 

neutres ( 100XPC) 

Concentration ~  0.3 mg/ml 

Concentration de lipides 1 mM 
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Figure 33. Turbidité différentielle des mélanges 

actine-G-liposomes en fonction du pH 

Figure A: Mélange actine-G-liposomes 

chargés positivement (90XPC+l0XSA) 

Figure B: Mélange actine-G-liposomes 

chargés négativement (90XPC+l0XAO) 

Figure C: Mélange actine-G-liposomes 

neutres ( 100XPC) 

Concentration d"actine-G 0.3 mg/ml 

Concentration de lipides 1 mM 
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H)Influence de la température sur 

liposomes 

i)avec ~  
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~  actine-

La figure 34 illustre ~  de la température sur 

~  entre ~  et les liposomes chargés 

positivement, négativement et neutres. 

Les valeurs de turbidité différentielle d'une solution 

~  et de liposomes chargés positivement sont élevées 

mais demeurent constantes quelle que soit la température du 

mélange. Ces valeurs élevées confirment l'existence d'une 

interaction entre l'actine et les liposomes chargés positive-

ment. Nos résultats indiquent que la température ~  aucun 

effet sur le phénomène du moins dans la gamme des températu-

res étudiées soit de Oà 50°C. 

En ce qui concerne les liposomes chargés négativement et 

neutres, les graphiques montrent qu'il n'y a pas d'interac-

tion entre l"actine et les liposomes puisque les valeurs de 

turbidité différentielle sont presque nulles. De plus, les 

valeurs restent constantes en fonction de la température. 

ii)avec l'actine-G 

Les variations de turbidité différentielle d'un mélange 

actine-G-liposomes chargés positivement, négativement et 

neutres en fonction de la température sont illustrées à la 
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figure 35. 

Pour un mélange actine-G-liposomes chargés positivement, 

la turbidité différentielle augmente en fonction de la 

température, ce qui suggère que le phénomène d'interaction 

entre l'actine et les liposomes chargés positivement est in-

fluencé par la température. Cependant, comme on peut le voir 

à la figure 368, la turbidité des liposomes seuls mesurée 

avant centrifugation et après centrifugation varie aussi en 

fonction de la température. Compte tenu de l'intensité moyen 

ne du phénomène et de ~  de la technique utilisée, 

nous ne pouvons conclure s'il y  a un effet de la température 

sur ~  actine-liposomes ou si cet effet résulte de 

l'action de la température sur les liposomes seuls. 

La turbidité différentielle des mélanges actine-G-

liposomes chargés négativement et neutres est nulle et 

demeure constante en fonction de la température. La tempéra-

ture ne modifie aucunement le phénomène. 



Figure 34. Turbidité différentielle des mélanges 

actine-F-liposomes en fonction de la tem-

pérature 

Figure A: Mélange actine-F-liposomes 

chargés positivement (90%PC+l0%SA) 

Figure B: Mélange actine-F-liposomes 

chargés négativement (90%PC+l0%AO) 

Figure C: Mélange actine-F-liposomes 

neutres ( 100%PC) 

Concentration ~  0.3 mg/ml 

Concentration de lipides 1 mM 
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Figure 35. Turbidité différentielle des mélanges actine-

G-liposomes en fonction de la température 

Figure A: Mélange actine-G-liposomes 

chargés positivement (90XPC+10XSA) 

Figure BI Mélange actine-G-liposomes 

chargés négativement (90XPC+10XAO) 

Figure C: Mélange actine-G-lipo50mes 

neutres (lOOXPC) 

Concentration d'actine-G 0.3 mg/ml 

Concentration de lipides 1 mM 
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Figure 36. Turbidité à 550 nm d'un mélange actine-G 

et de liposomes chargés positivement (90%PC+ 

10%SA) en fonction de la température. 

avant- et après .. -- .. sédimentation à 37(10 g 

X 10 minutes. 

Figure AI Mélange actine-G-liposomes 

Figure B: liposomes seuls 

Figure CI actine seule 

Concentration d'actine-F 0.3 mg/ml 

Concentration de lipides 1 mM 
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I)Influence de le concentration ~ T  sur ~  

actine-liposomes 

i)avec ~  

La figure 37 montre les valeurs de turbidité différenti-

elle obtenues en mélangeant de l'actine-F avec des liposomes 

chargés ~ négativement et neutres en fonction de 

la concentration ~ T  

Les valeurs de turbidité différentielle pour un mélange 

actine-F-liposomes 

des concentrations 

chargés positivement, diminuent lorsque 

supérieures à 5 mM ~ T  sont dans le 

milieu. Il semble que ce soit l'effet de l'ATP sur les lipo-

~  seuls qui soit responsable de cette baisse de turbidité 

différentielle. En effet, on remarque sur la figure 38B qui 

montre l'action de l'ATP sur les liposomes seuls ~  des 

concentrations supérieures à 5 mM ~ T  la turbidité d'une 

solution de liposomes seuls ~ ce qui indique soit une 

fusion, soit une agrégation des ~ phénomène qui 

diminue par 

Pour 

négativement 

nulle dans 

les 

et 

les 

conséquent l'interaction actine-liposomes. 

mélanges 

neutres, la 

deux cas, et 

actine-F-liposomes chargés 

turbidité différentielle est 

ceci quelle que soit la 

concentration d"ATP (fig. 37). L'ATP n'a donc aucun effet et 

n'induit aucune interaction entre l'actine et ces liposomes 

chargés négativement et neutres. 



-87-

ii)avec l"actine-G 

Le graphique 39 illustre l"influence de concentrations 

croissantes ~ T  sur l'interaction entre l"actine-G et les 

liposomes chargés ~ négativement et neutres. 

Pour un mélange actine-G-liposomes chargés positivement, 

les valeurs de turbidité différentielie décroissent 

rapidement puis se stabilisent, en fonction de la 

concentration d"ATP. Pour expliquer cette forte diminution 

de la turbidité différentielle, nous devons nous référer à la 

figure 40 qui illustre l"effet de I"ATP sur les liposomes 

seuls. En présence T ~ les liposomes subissent une 

influence marquée qui se traduit par une ~  de la 

turbidité. Ceci peut ~  du à la fusion ou l'agrégation 

des ~ diminuant ainsi la surface de contact avec 

l"actine et par conséquent les interactions actine-liposomes 

Les valeurs de turbidité différentielle d"un mélange 

actine-G-liposomes chargés négativement (fig 39) demeurent 

constantes et nulles en fonction de la concentration d"ATP ce 

qui signifie qu'aucune interaction n'a lieu entre l'actine 

et ces liposomes chargés négativement et que l'ATP n"a aucune 

influence sur ce système. 

Les valeurs de turbidité différentielle pour les 



-88-

mélanges actine-G-liposomes neutres varient en fonction de la 

concentration d'ATP (fig 39). Sur la figure 41 qui montre 

l"influence de l'ATP sur un mélange actine-G-liposomes neutre 

(41A), liposomes seuls (418) et actine seule (41C), on 

remarque que l'ATP a un effet très marqué sur les liposomes 

seuls ayant pour résultat une augmentation de la turbidité 

due à la fusion ou l'agrégation des liposomes. Dans ce cas, 

on peut dire que les variations de la turbidité 

différentielle sont dues au moins en partie à un effet de 

I"ATP sur les liposomes. Cependant, il ne s'agit sans doute 

pas de la seule raison. En effet, on remarque que les 

valeurs de turbidité différentielle sont négatives ce qui 

signifie que la turbidité du mélange a une valeur inférieure 

à la somme des turbidités des constituants seuls. Nous 

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



Figure 37. Turbidité ~  des mélanges ac-

tine-G-liposomes en fonction de la concen-

tration ~ T  

Figure A: Mélange actine-F-liposomes 

chargés positivement (90ï.PC+l0ï.SA) 

Figure B: Mélange actine-F-liposomes 

chargés négativement (90ï.PC+l0ï.AO) 

Figure CI Mélange actine-F-liposomes 

neutres ( 100ï.PC) 

Concentration d'actine-F 0.3 mg/ml 

Concentration de lipides 1 mM 
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Figure 38. Turbidité à 550 nm d'un mélange actine-F 

et de liposomes chargés positivement (90XPC+ 

10XSA) en fonction de la concentration d'ATP 

avant-et aprèsr---sédimentation à 3700 g 

X 10 minutes. 

Figure A: Mélange actine-F-liposomes 

Figure B: liposomes seuls 

Figure C: actine seule 

Concentration d'actine-F 0.3 mg/ml 

Concentration de lipides 1 mM 
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Figure 39. Turbidité différentielle des mélanges ac-

tine-G-liposomes en fonction de la con-

centration dPATP 

Figure AI Mélange actine-G-liposomes 

chargés positivement (90XPC+10XSA) 

Figure BI Mélange actine-G-liposomes 

chargés négativement (90XPC+10XAO) 

Figure CI Mélange actine-G-liposomes 

neutres ( 100XPC) 

Concentration d'actine-G 0.3 mg/ml 

Concentration de lipides 1 mM 

-91-



E 
c 
0 
Ln 
Ln 

Q) 

Q) 

';; 
c 
Q) ... 
'G) .... 
:!: 
"0 

'G) 

~ 
"0 --oC ... 
:l .... 

1,2 

1,0 

0,8 

0,6 

0,4 

0,2 

0 

-0,2 

"0,4 

A 

Influence de l'ATP sur l'interaction 

actine-liposomes 

B c 

024 6 8 o 2  4  6  8 o 2  4  6  8 

Concentration d'ATP (mM) 



Figure 40. Turbidité à 550 nm d'un mélange actine-G 

et de liposomes chargés positivement (90XPC+ 

10XSA) en fonction de la concentration d'ATP 

avant---et aprèsr---sédimentation à 3700 9 

X 10 minutes. 

Figure A: Mélange actine-G-liposomes 

Figure B: liposomes seuls 

Figure CD actine seule 

Concentration d'actine-G 0.3 mg/ml 

Concentration de lipides 1 mM 
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Figure 41. Turbidité à 550 nm d'un mélange d'actine-G-

liposomes neutres en fonction de la concen-

tration d'ATP avant- et après.--- sédi-

mentation ~ 3700 g X 10 minutes. 

Figure A: Mélange actine-G-liposomes 

Figure B: liposomes seuls 

Figure C: actine seule 

Concentration d'actine-G 0.3 mg/ml 

Concentration de lipides 1 mM 
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III-Conclusion générale 

En ~ il existe une interaction directe entre 

l'actine-G et F avec les lipides chargés positivement. Cette 

interaction serait de nature électrostatique puisque des 

concentrations élevées d'ions monovalents et divalents 

inhibent cette interaction. 

Par ~ l'ATP, le pH et la température n'ont que peu 

d"influence sur les interactions entre l'actine et les lipo-

somes chargés positivement. 

Les interactions actine-liposomes chargés négativement 

et neutres sont aussi possibles mais seulement en présence 

d'ions divalents. Cependant l'intensité de l'agrégation est 

faible. 

Lorsque l'actine se dépose à la surface d'un liposome il 

se forme des structures cristallines de deux types: 

1) des structures paracristallines de type de Hanson 

2) des structures en "filet". 
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DISCUSSION 

Beaucoup de travaux ont été antérieurement faits en ce 

qui concerne ~  entre le cytosquelette, en 

particulier l'actine, et les membranes cellulaires (12, 30, 

62, 63, 7 1, 105,  108, 135,  160, 161 , 166). Il est général e-

ment admis que ~  se lie aux membranes par ~

diaire de protéines membranaires(17, 23, 29, 31, 41, 55, 56, 

74, 87, 94, 100, 106, 112, 133, 140, 165). Par contre, la 

littérature ne fait aucunement mention de la possibilité 

d'une interaction directe entre l'actine seule et des lipides 

membranaires. Plusieurs études ont été effectuées sur 

l'interaction entre les liposomes et la tubuline(26, 77, 84, 

85, 89) car on lui attribue aussi un rale dans les mouvements 

cellulaires (9, 81, 90, 176) et le maintien de la forme de la 

cellule (101). Jamais une étude semblable avec l'actine n'a 

été amorcée. Dans ce projet de recherche, nous avons mis en 

évidence ~  d'une interaction directe entre l'actine 

et les lipides. Nos résultats remettent donc en cause 

certaines conclusions de la littérature. 

Critique des techniques utilisées 

1)Méthode de préparation des liposomes 

La technique de renversement de phase mise au point par 
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Szoka et Papahadjopoulos (158) possède l'avantage ~  

reproductible: les liposomes préparés dans des conditions 

données sont très semblables d"une préparation à l'autre. De 

plus, cette méthode donne des liposomes très concentrés et on 

peut utiliser une grande variété de lipides. Les liposomes 

obtenus sont presque tous unilamellaires et peu sont plurila-

mellaires. 

Cependant, cette technique présente certains inconvéni-

ents: les populations de liposomes ont une taille très 

variable. Leur diamètre varie entre 200 et 1000 nm. Or, 

comme l"actine et les liposomes n'ont pas une flexibilité 

illimitée, l'actine n'a tendance à se fixer que sur les gros 

liposomes. Il aurait été possible de séparer les liposomes 

selon leur taille par des techniques connues de centrifuga-

tion, de chromatographie ou d'ultrafiltration (114, 123), 

mais une fois fractionné, il aurait été nécessaire soit de 

doser les lipides dans les fractions obtenues soit de compter 

-
les liposomes. Or, cela nécessite des manipulations supplé-

mentaires qui sont une source d"erreur et d'imprécision. En 

effet, les techniques de numération des liposomes en 

microscopie électronique sont très imprécises. Quant aux 

techniques de dosage de lipides, elles reposent sur la 

minéralisation du spécimen et le dosage du phosphore ce qui 

nécessite un gros échantillon et dont le résultat est plus ou 

moins précis surtout lorsque l'on travaille en présence d 'ATP 
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qui contient du phosphore. 

Un autre inconvénient est que la technique de Szoka et 

Papahadjopoulos forme des liposomes de tailles différentes en 

fonction des conditions dans lesquelles on les prépare. En 

particulier, la quantité, la nature des lipides et les 

conditions ioniques modifient la taille des liposomes. Nous 

avons ainsi remarqué que les liposomes neutres composés de 

100XPC sont plus gros que les liposomes chargés positivement 

ou négativement composés de 90XPC+l0XSA et 90XPC+l0XAO 

respectivement. Il est donc quelques fois difficile de 

comparer quantitativement les résultats obtenus avec deux 

préparations de liposomes différents puisque leur taille 

n'est pas la ~  De ~  la taille des liposomes varie 

suivant que les liposomes aient été préparés avec du tampon D 

ou E. Là aussi l"alternative serait de séparer les liposomes 

selon leur taille, puis de les doser, mais nous venons de le 

dire, ces méthodes sont longues et entraînent de nombreuses 

incertitudes. 

Il n"existe pas de techniques qui permettent de former 

de gros liposomes de taille uniforme et uni lamellaires. Pour 

les études que nous avons entreprises, cette méthode de 

renversement de phase est celle qui nous a paru la meilleure. 

Signalons que de nouvelles techniques de préparations de 

liposomes viennent ~  publiées: la technique de déshydra-
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tation-réhydratation (83) et de lyophilisation qui pourraient 

itre une alternative intéressante pour ces études. 

2)Technigues de turbidimétrie et de cosédimentation 

Les interactions entre ~  et les liposomes se 

traduisent souvent par la formation ~  ce qui peut 

~  quantifié par turbidimétrie et cosédimentation. Cepen-

dant les valeurs de turbidité sont fonction de la taille et 

du nombre ~  formés ce qui n'est pas toujours 

proportionnel à lPintensité de l'interaction entre l'actine 

et les liposomes. 

Il se pourrait que, dans certaines conditions, il y ait 

des interactions entre l'actine et les liposomes sans 

nécessairement qu'il ne se produise une agrégation des deux 

constituants. La formation d'agrégats est en effet dépen-

dante de certaines conditions expérimentales. Ainsi dans 

leurs travaux Ostlund et al. (125), Oplatka et al., (124) et 

Howell et al. (71) ont étudié l'interaction entre l'actine-F 

et les granules de sécrétions ou d'autres types de vésicules 

membranaires. Ils ont montré par centrifugation que ~

ne-F inhibait la sédimentation des granules. Ces expérien-

ces montrent bien qu'une interaction entre l'actine et des 

membranes ne conduit pas nécessairement à la formation 

d'agrégats et par conséquent • une hausse de turbidité. 

Aussi, il ~  pas impossible que certains phénomènes ou 
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certains aspects du phénomène soient passés inaperçus par 

cette technique. 

3)Technique de microscopie électronique 

La microscopie électronique est une méthode qui ~  

pas quantitative mais qui permet de visualiser certains 

phènomènes. ~  ici une technique qui est donc complémen-

taire aux autres. 

Elle comporte néanmoins certains problèmes qui lui sont 

propres. On peut se demander si les paracristaux formés à la 

surface des liposomes ne sont pas causés par la réaction 

entre l'actine et le colorant: l'acétate d'uranyl. Quoique. 

peu probabl e pui sque 1 ~ apparence tIf 1 oconne\,I)(" observé dans 

les mélanges actine-liposomes montre bien la formation d'une 

structure entre l'actine et les liposomes, cette possibilité 

n'est cependant pas à écarter totalement et nous n'avons pas 

eu de moyen de le vérifier. 

Nous avons montré par turbidimétrie et cosédimentation 

~  existe une interaction entre l'actine et les liposomes 

chargés négativement et neutres mais dont ~  est 

faible. Cette interaction est difficilement observable en 

microscopie électronique. Il se peut en effet, ~  une des 

étapes de la coloration, soit au moment 00 l'on enlève les 

surplus de solution ou de colorant sur la grille, les 
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courants appliqués dissocient ~  des liposomes. De 

plus ~  ~  uranium à forte concentration 

pourrait fort· bien dissocier de faibles interactions élec-

trostatiques. 

Nos résultats laissent supposer que la forte interaction 

qui se produit entre ~  et les liposomes chargés posi-

tivement est de nature électrostatique en raison du fait que 

les charges négatives de l'actine et positives des liposomes 

~  et que cette interaction est inhibée par des ions 

qui probablement neutralisent les charges de ~  et des 

liposomes. Cette hypothèse aurait été à confirmer par une 

expérience 00 ~  serait chargée positivement, ~

dire. un pH inférieur à son point isoélectrique, pour savoir 

avec quel type de liposomes cette actine aurait réagit. Mais 

• un pH inférieur à son pHi, ~  se dénature et 

précipite. Cette expérience ~  donc pas possible. 

Nos résultats ont mis en ~  un phénomène 

intéressant et inattendu. L~  en présence de liposomes 

chargés positivement ~  le plus souvent, de façon 

régulière • la surface des liposomes et forme des structures 

paracristallines. Deux types de structures paracristallines 



ont été observées. 

-101-

Les structures de type de Hanson 

(alignement parallèle) et les structures en "filetll• Ces 

deux types de structures peuvent ~  présentes dans une ~  

préparation. Nous n'avons pas déterminé quelles conditions ou 

facteurs induisent un type plut8t qu'un autre. 

Egelman et de Rosier (49) ont aussi formé des "filetsll 

en présence ~  de Mg2+. Selon ces auteurs ainsi que 

d"autres(154, 157), ces structures en "filetll sont un état 

transitoire lors de la formation de paracristaux. C"est à 

notre avis ce qui pourrait se produire dans notre système, 

car souvent les deux types de structures cristallines coexis-

tent dans une ~  préparation. La figure 42 illustre ce 

phénomène. A une ~  du liposome on observe la dispo-

sition des filaments en "filet" et partout ailleurs on 

aperçoit les paracristaux de type de Hanson, ce qui suggère 

que les "filetsll sont des structures de type de Hanson en 

formation. 

Des structures semblables ont déjà été étudiées par 

Hanson(65) 

al. (181) , 

al • (157) 

Kawamura(80) , ~~  et al. (66) Yamamoto et 

Spudich et Cooke(154) et Strzelecka-Golaszewska et 

mais elles étaient formées en présence de fortes 

concentrations d"ions Mg2+ ou à pH acide. Par contre, nos 

paracristaux ont été obtenus à de faibles concentrations de 

cations divalents et à un pH neutre. 
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Selon Harwell et al. ~ il existe trois états confor-

mationnels différents de l"actine: ~ l'actine-F et 

l"actine-P. Lorsque les monomères d'actine, après avoir 

formés des filaments parviennent à l'état conformationel II I~ 

ils s'organisent en paracristaux. Il se peut qu'un mécanisme 

semblable se produise dans notre système. Dans l'introduc-

tion, nous avons souligné que le phénomène de paracristalli-

sation avait lieu lorsque des sites cationiques de très 

faibles affinités étaient comblés sur le monomère d'actine 

par des ions divalents. Dans notre cas, il se peut que les 

charges positives des liposomes réagissent avec ces sites de 

très faibles affinités de l'actine. Il s'en suivrait donc un 

changement de conformation de l'actine en P-actine et appari-

tion de paracristaux d'actine mais seulement à la surface des 

liposomes. 

Les paracristaux formés à la surface du liposome se 

disposent en monocouche et jusqu'à présent peu de chercheurs 

ont obtenu de telles structures en monocouches Smith (152) 

et Egelman et al. (49). On peut se demander comment, dans de 

telles monocouches, les filaments interagissent avec les 

liposomes. Engelman et al. (49) soutiennent que les filaments 

composant un paracristal ne sont plus en hélice. On peut 

alors supposer que tous ~  monomères sont en contact avec 

les lipides mais dans ce cas, la périodicité du paracristal 



disparaîtrait 

le filament 
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ce qui ~  pas le cas. Il se peut aussi que 

reste en double hélice. Dans ce ~ seuls 

certains monomères sont en contact avec les lipides. Mais 

~ est-ce que les monomères qui ne sont pas en contact 

avec la surface du liposome et dont le site anionique n'est 

pas neutralisé par la charge positive du liposome sont dans 

l"état conformationel P ou F? 

Une question reste à poser: est-ce que les charges 

positives des liposomes restent réparties régulièrement après 

interaction avec les filaments ou se répartissent-elles 

autour des filaments? On ne ~ à partir de nos résultats, 

répondre à cette question, mais il nous semble probable que 

l'interaction de l'actine avec les lipides doit entraîner une 

nouvelle répartition des lipides dans le liposome. 

Nous avons mis en évidence une interaction directe entre 

l'actine et les lipides membranaires à l'aide d'un système in 

vitro. On peut se demander si un tel phénomène existe 

également in vivo et quel pourrait ~  son importance sur le 

plan biologique. 

L'interaction directe entre l'actine et les lipides 

membranaires se produit surtout avec des lipides chargés 

positivement. Or, l'analyse de nombreuses membranes naturel-

les a montré ~  sont surtout composées de lipides 
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neutres ou chargés négativement. Ce type d"interaction est 

donc peu probable dans les cellules ou se trouve limité à des 

structures bien particulières. 

Cependant, il se produit généralement une interaction 

entre les lipides chargés négativement et neutres et l"actine 

en présence de quantités millimolaires d"ions bivalents. De 

telles conditions peuvent prévaloir dans les cellules. En. 

~ 1 "existence d'une interaction actine-lipides est 

un phénomène à envisager in vivo. 

Une telle interaction pourrait jouer deux raies: 

l)d"une part, l'attachement latéral de l"actine aux membranes 

doit augmenter la rigidité membranaire et donner aussi plus 

de résistance à ces membranes. 

2)d"autre part, l'interaction entre l'actine et la membrane 

des organites cellulaires pourrait servir à maintenir les 

organites attachés au cytosquelette et contribuer ainsi à 

maintenir la structure de la cellule. 



figure 42. Arrangements para.llèle et en "filet" des 

filaments à la surface d'un liposome 

chargé positivement. L~  en 

"filet" des filaments est observée AI la 

partie supérieure du liposome. Au milieu 
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et à l'extrémité inférieure, "des filaments 

sont parallèles. 

Coloration AI ~  d'uranyl 1% 

Grossissement: 93000X 
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