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"Les vrais philosophes, qui ne
recherchent gue la vérité et la
connaissance, ne se considérent
jamais suffisamment informés
pour ne pas accueillir des
informations complémentaires de
qui que ce soit et de quelque
source que ce soit; pas plus
gu'ils ne sont étroits d'esprit
au point d'imaginer qu'un art
ou une science qui nous ait été
transmis par les anciens soit
dans un tel état d'avancement
ou de finalité que 1'ingéniosité
et le travail des autres ne
puisse plus rien y ajouter. Au
contraire, beaucoup soutiennent
que tout ce gue nous savons
demeure une parcelle infinité-
simale a c8té de ce qui reste
a4 connaftre,”

William Harvey (1628)



RESUME

L'actine-G (globulaire) est une protéine contractile dont la
présence est déji fermement établie dans les cellules non musculaires. Cet-
te protéine posséde en outre la faculté de polymériser en un double filament
hélicoidal (actine-F), Malgréd le fait que plusieurs auteurs aient démontreé,
par différentes technigues microscopigques, une juxtaposition des microfila-
ments d'actine auprés des membranes plasmiques --suggérant ainsi une asso-
ciation probablement essentielle pour divers types de mouvements cellulaires--
il n'existe gque peu de données biochimigues relatives aux interactions
actine-membrane, En fait, la nature exacte des interactions de 1l'actine
avec les autres composants cellulaires, de méme gue son rSle dans les phéno-
ménes motiles non musculaires, ne sont pas trés bien définis. De plus, une
grande partie de l'actine cytoplasmigue demeure scus forme monocmérigue malgré
les conditions ioniques favorisant essentiellement sa forme F in vitre, ce
gqui suppose un important mécanisme de régulation cellulaire des deux

différentes formes.

2 la lumiére de ces faits, nous avons décidé d'étudier directement
l'effet des membranes plasmigues sur l'actine-G et-F des muscles sguelet-
tigues --1l'utilisation du foie comme la source de nos membranes nous est
apparue idéale puisgue ce tissu contient principalement des hépatocytes,

cellule hautement spécialisée dans les processus de sécrétion.

Nos résultats nous apportent des évidences concluantes concernant



iv

l'effet d'inactivation de notre fraction enrichie de membranes plasmiques
de foie (de rat ou de lapin) sur l'actine quant a ses propriétés de polymé-
risation et d'inactivation de la DNAse I pancréatique. Méme si la nature
exacte de l'action des membranes sur l'actine demeure difficile a cerner,
1'utilisation d'un témoin approprié nous a néammoins permis d'éliminer la
possibilité d'une phosphorylation de l'actine-G ou -F par nos membranes.
Ces derniers résultats sont par ailleurs en contradiction avec ceux présen-
tés par Grazi et Magri (55) qui font état de la perte de polymérisabilité
et de l'inhibition de la DNAse par l'actine-G en présence de membranes
plasmiques survenant suite a la phosphorylation de l'actine-G par les mem-
branes. A cet effet, nous croyons que la phosphorylation de l'actine telle
que décrite par ces auteurs représente un artéfact et qu'elle peut &tre
expliquée par la trés forte concentration de membranes qu'ils ont utilisée
pour leurs expériences. Les modifications des propriétés de l'actine qu'ils
décrivent sont en fait imputables a la présence de NPases membranaires qui
détruisent entiérement les nucléotides libres du milieu réactionnel et cau-

sent par le fait méme la dénaturation irréversible de 1'actine.

Nos études nous ont finalement permis de constater la co-centrifuga-
tion de l'actine-F avec les membranes, de méme que la gélification de l'acti-
ne, en leur présence, ce qui permet d'obtenir une nouvelle évidence d'un

lien direct de 1l'actine-F aux membranes.
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CHAPITRE I

1. INTRODUCTION

Le premier travail faisant état d'un phénoméne contractile, dans des
cellules autres gue les muscles, date du début des années 1950 alors que
Lowey (96) extrayait une protéine de type actomyosine du myxomycéte Physa-

rum polycephalum.

Mais depuis la purification quantitative d'actine et de myosine & peu
prés simultanément au Japon par Hatano et coll. (64, 65) et aux Etats-Unis
par Adelman et Taylor (1) vers la fin des années 60, il y a eu une rapide
expansion dans la compréhension de la fagon par laguelle l'actine, en con-
jonction & d'autres protéines, peut générer une force dans les cellules

non musculaires.

On sait maintenant que 1'actine et la myosine fournissent la base mo-
léculaire 4 de nombreux processus motiles dont 1'endocytose et l'exocytose,
la cytokinése et les mouvements chromosomigues, la distribution topographi-
gue de certaines protéines de surface membranaire, le courant cytoplasmi-
que, et mouvement amiboide et j'en passe... D'excellents articles et arti-
cles de revue ont d'ailleurs amplement discuté de ce sujet (27, 56, 78,

79, 103, 109, 127, 129, 152, 138).

Parmi les nombreuses protéines découvertes jusqu'ici en relation a-



vec la motilité non musculaire et ses mécanismes de régulation, 1l'actine
est jusqu'a présent celle qui se présente comme la plus abondamment carac-
térisée. Sa concentration varie selon les types de cellules mais elle de-
meure toujours une des plus, sinon la plus abondante des protéines cellu-
laires. Dans les cellules fortement motiles, elle peut méme constituer de

10 a 15% du total des protéines cellulaires (127).

On peut en fait parler de son ubiquité car elle a été retrouvée dans
toutes les cellules et tissus examinés jusqu'ici en passant méme par cer-

taines plantes supérieures, telle la tomate (159).

Malgré 1'accumulation toujours croissante des données relatives a la
motilité cellulaire non-musculaire, de nombreuses quéstions demeurent tou-
jours sans réponse. Quelles sont, par exemple, les structures protéiques
exactes nécessaires pour 1'élaboration cellulaire d'un phénoméne motile
dans les tissus non contractiles? Comment s'effectue le mouvement s'il n'y
a pas de structures comme on les connait dans les muscles? Comment les fi-
laments d'actine sont-ils reliés aux membranes dans les phénoménes ou ils
y paraissent associés? Quels sont les autres points d'ancrage des diverses
protéines contractiles? De quelle fagon les phénomenes motiles sont-ils i-
nitiés et réqularisés? On peut aussi se demander quel mécanisme de régula-

tion est a la base de 1'équilibre dynamique entre les formes -G et -F de

l'actine (Ces formes seront décrites en détail un peu plus loin)?

Le présent travail ne prétend nullement répondre a ces questions du
plus haut intérét, mais c'est a la lumiére des hypothéses que suscite prin-
cipalement la question relative a la régulation des différentes formes

d'actine cellulaire qu'il a été élaboré et mené a terme,



Mais avant de présenter les résultats que nos travaux nous ont permis
d'obtenir, il apparait souhaitable de rappeler briévement les quelques

points essentiels préalables & leur mise en chantier.

1.1 L'actine; propriétés physico-chimiques

L'actine-G du muscle squelettique est une protéine globulaire cons-
tituée d'une seule chaine de 374 résidus d'acides aminés dont la ségquence
compléte a été déterminée en 1973 par Elzinga et coll. (38) pour le lapin.
Selon ces résultats, son poids moléculaire calculé est de 41 785 daltons,
et, pour l'actine-G in vivo,de 42 300 daltons (ceci incluant une molécule

d'ATP et un ion calcium fermement lié comme groupes prosthétiques).

La propriété la plus remarquable de l'actine-G purifiée réside en sa

capacité de polymériser en un double filament hélicoidal 3 force ionique

physiclogique.

L'addition de sels a une solution d'actine-G-ATP induit sa polyméri-
sation simultanément & la déphosphorylation de 1'ATP 1ié en ADP. Ce phénoc-
méne est réversible in vitro par une dialyse envers un milieu a faible for-

ce ionique contenant de 1'ATP (146).

force ionigue .
physiologique ou ng

G-Actine-ATP > F-Actine-ADP+ Py
<

faible force
ionigue { ATP)



L'actine-G-ATP ainsi reformée conserve sa propriété de polymérisabi-

lité dans les conditions appropriées.

Outre sa faculté de polymériser, le point majeur concernant l'actine
est sa remarquable stabilité phylogénétique d'une source biologique a une
autre. On peut citer a titre d'intérét Ogievetskaya (120) qui calculait,

a l'aide de la composition en acides aminés d'actine de plusieurs sources,
un maximum de 3 changements d'acides aminés par 100 résidus et par 100 mil-

lions d'années.

La nature trés conservatrice de la séquence de l'actine pourrait €tre
expliquée par la richésse des centres biologiquement actifs situés sur cet-
te relativement petite molécule. Nous verrons d'ailleurs un peu plus loin
quelques exemples des interactions que l'actine entretient avec de nombreu-

ses autres protéines.

Mais malgré ce conservatisme, on a pu identifier, suite aux travaux

de Whalen et coll. (169) effectués en 1976, quatre types d'actine:co, B, Yy et
§.(52). Méme si ces différentes actines sont codées par plusieurs génes
différents (160, 161), et méme jusqu'a 20 génes pour un génome individuel
humain (39), jusqu'ici, outre une légére modification de leur point isoé-
lectrique et de leur composition en acides aminés (47, 48, 70, 76, 85, 90,
113, 160, 161), les propriétés importantes de tous les types d'actines é-
tudiées se sont révélées trés semblables, sinon identiques (4, 44, 52, 63,

162).

On peut donc considérer comme acquis le principe voulant que 1l'utili-

sation d'actine musculaire, beaucoup plus facilement disponible, soit ac-



ceptable pour les études in vitro des différentes propriétés des actines

de scurces diverses.

1.2 Importance de 1'actine dans les mécanismes de motilité

Les premiéres protéines dites contractiles ont d'abord été décou-
vertes suite 3 1'étude du fonctionnement du muscle., Depuis lors, ce champ
d'investigation s'est é&tendu aux nombreuses autres activités motrices non
musculaires. Il est donc peu étonnant que de nouvelles protéines aient é=
té découvertes relativement, surtout, au contrfle de ces derniéres activi-

tés.

Par contre, loin de simplifier l'explication des phénoménes eux-mémes,
ces découvertes ont ouvert toute grande la porte aux speculations, et les

hypothéses globales se raffinent de plus en plus avec les années,

Le but de cette section n'est donc pas de dresser un bilan complet de
toutes les protéines jouant un role dans les phénoménes motiles et de leurs
interactions réciprogues. Mais, gquoigu'il socit utile d'en glisser un mot,
une étude en profondeur de toutes ces protéines constituerait un éparpille-
ment inutile 4 la compréhension des résultats gui seront présentés plus

loin.

Nous limitercns ici notre approche i un trés bref résumé concernant
la fonction de l'actine et des guelgues protéines gui lui sont directement
reliées en débutant par un survol rapide du phénoméne de la contraction
musculaire gui, finalement, est toujours considérée comme le point de dé-

part pour l'élaboration des hypothéses relatives aux mouvements cytoplas-



miques.

Nous verrons ensuite l'importance de l'actine dans la motilité non
musculaire sous différents aspects pour en arriver de fagon plus précise

d 1l'objectif que s'est donné le présent travail.

1.2.1 Contraction musculaire; mécanismes de régulation

Les deux principales protéines impliquées dans la contrac-
tion musculaire sont l'actine et la myosine, formant chacune un type par-
ticulier de filaments. La contraction musculaire consiste en 1l'attachement
et au détachement cyclique de la portion globulaire de la molécule de myo-
s;ne aux filaments d'actine, ce qui résulte en un glissement des filaments
1'un envers l'autre. L'énergie nécessaire a ce glissement actine-myosine

est fournie par 1'ATP.

Les mécanismes de régulation rattachés a ce processus sont de trois
types, selon la provenance du muscle, mais chacun est directement relié a

la concentration en calcium du milieu.

Le premier, qu'on retrouve dans les muscles squelettiques des verté-
brés, consiste en l'inhibition, a faible concentration de calcium, de 1'in-
teraction de l'actine avec la myosine par le complexe protéique troponine-

tropomyosine rattaché aux filaments d'actine (2) (Voir figure 1).

Un second type de régulation se retrouve dans les mollusques. Dans
ce cas, une augmentation de la concentration de calcium permet l'interac-
tion actine-myosine par le biais d'une liaison de 1l'ion calcium & une pai-

re de chalnes légéres de la myosine.
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FIGURE 1: Diagramme représentant chacun des trois systeémes
majeurs de régulation jouant un role dominant dans
différents types de muscles. A noter la forme hélicoi-
dale en double hélice de 1l'actine-F et la position de
lz tropomyosine et du complexe troponine le long du
filament d'actine, A noter aussi que la position
exacte des chaines légeres de la téte de la myosine
n'est pas connue, Cette figure a &té tirée intégra-

lement d'un article d'Adelstein (2) page 925,



Le troisiéme type de régulation est retrouvé entre autre dans les mus-
cles lisses des vertébrés. De facon similaire au second type, une augmenta-
tion de la concentration en calcium permettra l'interaction de 1'actine et
de la myosine. Cette interaction se produit suite a la liaison de 1'ion cal-
cium a une protéine, la calmoduline, qui pourra ensuite se lier a la myosi-
ne kinase. Ce dernier enzyme activera finalement la myosine par une phos-

phorylation de ses chafnes légeres.

La figure 1 nous montre un schéma représentant les différents types
de régulation ainsi que la forme et la position respective des filaments

d'actine et des protéines qui y sont rattachées dans les muscles.

I1 aurait été bien s{ir possible d'élaborer trés longuement sur ce su-
jet a peine effleuré, mais il existe déja d'excellentes revues générales
sur la contraction musculaire (103), sur la régulation et la cinétique de
1'interaction actine-myosine (2) de méme que sur la phosphorylation des

protéines contractiles en relation avec la fonction musculaire (149).

Ce qu'il importe de rappeler ici, c'est que toute l'activité motrice
génératrice de force au niveau des muscles est basée sur 1l'interaction en-
tre 1'actine et la myosine, quel que soit le ou les mécanismes de régula-
tion utilisés. Nous verrons plus loin que cette interaction est aussi per-

cue comme étant primordiale dans les phénoménes non musculaires.

1.2.2 Phénoménes motiles non musculaires

Plusieurs exemples de phénoménes motiles ont déja été men-

tionnés plus tOt. Il est grandement intéressant de constater que plusieurs



évolutions distinctes autant par leur ultrastructure, leur biochimie que
leurs mécanismes sont observables dans le domaine de la motilité cellulai-

re.

Notre attention ne se concentrera toutefois que sur les mécanismes

concernant les mouvements a 1'intérieur du cytoplasme.

Dans cette section, nous ferons un survol rapide des protéines inter-
agissant avec 1'actine de fagon a percevoir la complexité de 1'ensemble

des interactions auxquelles elle prend part.

1.2.2.1 Interaction actine-myosine, génération de force

Contrairement aux muscles, ou elle est une
protéine majeure, la myosine n'est présente qu'a trés faible concen-
tration dans les cellules non-musculaires (Voir tableau I). Pollard (127)
explique cette faible concentration de la myosine par la différence d'or-
dre de grandeur des faibles forces requises pour la motilité cellulaire

.

par rapport a celles développées par les muscles.

Contrairement aux actines, les myosines de diverses sources non mus-
culaires apparaissent comme étant remarquablement variables. Méme dans dif-
férents muscles, ou elles possédent une forme et une grandeur équivalente,
on peut observer des différences importantes au niveau de leur structure
primaire ainsi que dans leur activité enzymatique (49). Les cellules non
musculaires peuvent méme posséder plusieurs myosines de ta%lle et de for-

me différentes(Voir tableau II).

Etant donné cette diversité, Pollard (127) nous propose une défini-



Tableau I

Contenu cellulaire en actine et en myosine
pour différents tissus et cellules

Actin:
Total pro-  Concentra- myosin ra-
tein tion tio
% {umol/ kg)
Actin
Rabbit muscle 19 900 6
Human platelet 10 240 110
Acanthamoeba 14 250 70
Myosin
Rabbit muscle 35 144
Human platelet 1 22
Acanthamoeba-i 03 13
-1l 12 2.3

N.B.: Ce tableau a été tiré intégralement d'un article

de Pollard (127), page 157s



Tableau IT

Classeés de myosines cytoplasmiques

Molecular
weight Polypeptides

Metazooan ~470,000 2 X 200,000
2 X 18,000
2 X 16,000
Slime mould ~500,000 2 %X 210,000
18,000
16,000
Acanthamoeba ~180,000 1 % 130,000
myosin-| or 125,000
1% 17,000
or 25,000
71 X 14,000
Acanthamoeba ~420,000 2 X 175,000
myosin-11 2 X 16,500
2% 17,500

N.B.: On peut voir ici le nombre de chafnes d'acides aminés ainsi que
la taille de différentes myosines non musculaires. Ce tableau
a été tiré d'un article de Pollard (127), page 159 S,
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tion générale du terme myosine: soit la capacité de se lier réversiblement
aux filaments d'actine et la possession d'une activité ATPasique induite

par l'actine.

L'établissement de mécanismes généraux pour la génération de la force
motile cellulaire n'est pas encore terminé. Méme si la similitude des pro-
priétés biochimiques des actines et myosines non musculaires avec leurs
homologues musculaires suppose un mécanisme générateur de force basé sur
l'interaction actine:myosine, beaucoup de travail reste a faire pour en ar-

river a une compréhension plus claire du phénomeéne.

Il semble aussi que la tropomyosine peut jouer un rdle de régulation
dans les systémes non musculaires, puisqu'elle peut interférer lor; des ré-
actions entre les filaments d'actine et certaines protéines qui peuvent
s'y associer, telles 1'a-actinine, la filamine, la spectrine et méme la

myosine (56).

Il faut de plus souligner l'importance du calcium dans la régulation
de tous les phénomeénes motiles. Méme si la présence du complexe troponine
dans le cytoplasme des cellules non musculaires suscite une certaine dis-
cussion, nous verrons que plusieurs des protéines qui peuvent s'associer
a 1'actine possedent déja une sensibilité au calcium, cette sensibilité

étant en mesure de contrdler leurs effets sur l'actine.

1.2.2.2 BAutres protéines impliquées

Une publication récente de Schliwa (138) nous dres-

se un bilan des protéines pouvant s'associer avec l'actine dans le cyto-
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plasme.

Le tableau III a été tiré de cet article sans modification et nous pré-
sente en bref le résumé des connaissances ramassées au fil des vingt der-
. N\ 7/ o . 1 7/ z
nieres années sur ces protéines. Aucun commentaire n'est réellement néces-
saire suite a la présentation de cette table sauf pour y ajouter certaines

protéines n'y figurant pas.

Les auteurs ont volontairement omis les protéines musculaires dont les
interactions avec 1l'actine sont bien connues et qui ont été retrouvées en
plus ou moins grande quantité dans les tissus non musculaires, telles la

myosine et la tropomyosine.

De méme, la spectrine, protéine majeure associée a l1l'actine dans les
érythrocytes, a été omise. Une excellente revue de Brandon et coll. (17)

récapitule d'ailleurs les connaissances actuelles sur ce dernier sujet.

La brevine (60), protéine de 90 000 daltons récemment purifiée du sé-
rum, peut s'ajouter a la liste du tableau III, quoiqu'elle puisse s'appa-
renter a la protéine dépolymérisante de l'actine (# 15 sur le tableau) et
a la gelsoline (170, 171), autant en ce cui a trait A son poids moléculai-
re qu'a sa capacité de se lier a un bout du filamen£ d'actine, ce qui pro-

duit cdes filaments de plus faible longueur.

Récemment, Glenney (50) a purifié une protéine, nommée TW 260/240 as-
sez semblable a la fodrine(91), protéine du cerveau agissant au niveau de
l'organisation sub-membranaire et interagissant avec la F-actine. La TW
260/240 se lie aussi aux filaments d'actine de méme qu'elle interagit a-

vec la calmoduline.



Protéines pouvant s'associer a l'actine dans le

Tableau III

cytoplasme des cellules non musculaires

Mo

Subunat
MY (kd)

250

250

250

23, 28,
32,38

220

s

95

@1

Actim-Bnd-
Gela-  Ca™’ ing Capac
Mabve tion Sensi-  lsolaled Also Pres- ity {protein:  Proposed Funchionia) and
MW (kd) Name Activity  Hivity fram ent in acting Properties Remarks Selected Relerences
SO0 (di- Bctin-Eand- s Mo Magcro- Many ather 1:14 Crosshinks F actin into isolropic Waary similar ta, but nat Hartwig and Slossel. JBC
mf) rod- g profein phages, cell Types gel, cauvses Dranching polymern whentical with, protens 2 250 568968-5703, 1974,
shaped leukocyles zathon and 3 Hariwig and Stossel, JMB
145 S563-581, 1981
500 (di Filamin Yes Moy Smooih Many olher 113 Crosshnks F aclin inlo isalropic Wang. Biochemistry 186,
mer); rod- muscle cell lypes gel 1857 - 1864, 1977, Wang
shaped and Singer, PNAS 74
2021-2025, 1977
HMW pro- Yes Mo BHE cells Crosshnks F aclin into isolropic Farms reguiaf arrays Schloss and Goldman,
tain el along F-actin bundles PHAS 76, 4484-4488,
1979
Fasoin Yes Mo Sea wrchin  Coelomo- 1:a-% Forms crosshanded needles Bryan and Kane, JMB
Bggs cyles with F actin 125, 207-220, 1978
21, 55, Gelalion Yes Mo Acantha- Causes rapid gelalion of actin Maruta and Korn, JBC
‘B4, 78 tactors miizba 252, 399-402, 14977
Yes Mo Sea urchin Links needles formed Dy fascin Bryan and Kane, op. cil.
and F actin inlo a 3-D gel
Actimogelin 1Yes) Yes Ehirlich as- Macro 1 10-12 Gelahion Tactiar, forms weak gels Mimura and Asandg, MNa
ciles tumar  phages (7) wilh actin filamenis ture 282, 44-48, 1979
cells
95; globu 'l.|'|II||'|_ 1Yeq) Yes Intesiinal 1.2 o Grosshinks actin lilaments in the Promaies nucleation Braltscher angd Webher, Cell
lar epilhalial cromolar microvillus core, bundles F actin 200, BA9-H4T, 1980,
cells Ca®'; 1:9- im the absence of micromolarn Craig and Powell, Cell 22,
12 in iso- Ca®'; at mucromolar Ca®' it re- 739-746, 1980
lated Brush siricls actn polymenzation and
borders breaks F actin into small irag-
mants
91, globu-  Gelsolin Mo Yirs Macro- Binds 10 and shartens F acting Binds 2 Ca®"; accounts i and Stoasel, Mature
lar phages mbubils getation by actin-binding for most of the Ca®" sen- 281, S83-586, 1979 Yin

protain

sitivily of gelation in
madc rnphaga extracts

and Stossel, JBC 255,
G490-9493, 1980



Tableau IIT

(suite)
Actin-Bind-
Gela- Ca®* ing Capac-
Subunit Native tion Sensi- lIsolated Also Pres- ity (protein:  Proposed Function(s) and
No. MW (kd) MW (kd) Name Activity tivity from entin actin) Properties Remarks Selected References
10 42 42 Fragmin No Yes Physarum 1:1 Breaks F actin into small frag- Accelerates initial viscos- Hasegawa et al., Bio-
(AM pro- ments: inhibits polymerization ity increase (promotes chemistry 19, 2677-
tein) nucleation) 2682, 1980, Hinssen,
EJCB 23, 225-240, 1981
11 28 and 120-160 Capping No No Acantha- Reduces low-shear viscosity of F Promotes nucleation, but  Isenberg et al., Nalure
31 (7) (two protein moeba actin; inhibits gelation by Acan- inhibits rate of growth of 288, 455-459, 1980
copies of thamoeba gelation tactors; F actin
each) blocks monomer addition at
barbed end; inhibits annealing
12 65 (?) No No Platelets Has cytochalasin B-like activity; Does not induce break- Grumet and Lin, Cell 27,
reduces viscosity of F actin or F age of F actin 439-444, 1980
aclin plus crosslinkers; blocks
elongation at barbed end
13 16 16 Protilin No No Spleen, Many tis- 11 Forms a stable compiex with G Does not depolymerize F Karlsson et al., JMB 115,
platelets sues and actin, maintains monomeric state  aclin 465-483, 1977 Harris
cell types and Weeds, FEBS Letf.
90, 84-89, 1978
14 62 and 62 and 65  Actin inhibi- No No Human 1:7 Prevents actin polymerization; Is inactivated by 0.6 M Southwick and Stossel,
65 (mono- tor PMN causes small reduction of vis- KCI; difters from f3-ac- JBC 256, 3030-3036,
mers); cosity when added lo F actin; tinin of skeletal muscle 1981
globular maintains large pool of unpoly-
merized actin in PMNs
15 92 98-110 Actin-depo- No No Blood 11 Depolymerizes F actin released Is stabilized by millimotar ~ Norberg et al., Eur. J. Bio-
lymerizing plasma into plasma by cell damage; Ca?"; similar factors of chem. 100, 575-582,
protein forms a stable complex with other species may differ 1979; Harris and Gooch,
actin in size FEBS Lelt. 123, 49-53,
1981
I4 7z a 4 » 4 = .
N.B.: Ce tableau a été tiré intégralement d'un article de Schliwa (138), p. 588-589,
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Bref, la liste impressionnante des protéines interagissant avec 1l'ac-
tine n'est pas encore complétée. Plusieurs autres protéines viendront pro-
bablement s'y ajouter dans les prochaines années pour finalement améliorer

la vue d'ensemble qu'on posséde des phénoménes motiles 1iés a l'actine.

1.2.3 Régulation de la polymérisation cytoplasmique de 1l'actine

On sait déja que l'actine constitue la protéine majeure
des microfilaments cytoplasmiques, et cela méme si une grande partie de
toute l'actine cellulaire est présente sous forme monomérique (14, 18, 22,
52, 61, 108, 132), et ce malgré des conditions ioniques favorisant essen-

tiellement la forme filamenteuse in vitro.

Cette constatation est trés importante, surtout si on la joint au fait
gue toutes les actines suffisamment purifiées, de quelques sources qu'el-

les soient, polymérisent complétement dans ces conditions.

On croit généralement que cette actine non polymérisée constitue une
forme de réserve qui pourrait, au moment voulu polymériser en fonction des

besoins physiologiques cellulaires.

Dans la présente section nous verrons deux protéines qui ont été soup-
gonnées de posséder ce rble. Tout d'abord la DNAsa I pancréatique, sera
décrite avec beaucoup d'intérét puisqu'elle a été
utilisée dans le présent travail. Nous verrons ensuite avec beaucoup
moins de détails le rdle important de la profiline dans ce mécanisme de

régulation,

Il est a noter qu'un article de revue récent (77) traite en profon-
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deur de la polymérisation de 1l'actine et de sa régulation par des protéi-
nes d'origine non musculaires. On peut par ailleurs y retrouver un tableau
du méme type que celui présenté au tableau III, mais ol les protéines sont
détaillées différemment. Ce tableau de Korn pourra compléter la vue d'en-

semble déja présentée par Schliwa (138).

1.2.3.1 DNAse I

La désoxyribonucléase I (DNAse I) est une endonu-
cléase participant a une variété de fonctions métaboliques telles la recom-
binaison génétique (133), la réparation du DNA endommagé dans les cellules

procaryotes (57) ou encore la restriction de DNA étrangers (5),

Plusieurs DNAses ont été identifiées de différentes sources, mais les
mieux caractérisées semblent revétir un caractére important principalement

au niveau des fonctions digestives (83).

La mieug connue et»isolée pour la premiére fois sous forme cristalli-
ne par Kunitz en 1948 (82) est la DNAse I pancréatique bovine. D'un poids
moléculaire de 31 000 daltons (95), cet enzyme, dont la structure primaire
a été déterminée par Liao (92) posseéde des caractéristiques enzymatiques

déja bien établies (81).

C'est en 1950 que Cooper et coll. (34) enregistraient, a partir de

nombreux types de cellules eucaryotes, la présence d'un inhibiteur protéi-

que spécifique a 1'action de la DNAse I pancréatique sur le DNA.

Les travaux successifs de Lindberg et coll. & partir de 1963 (88, 93,

94, 105, 137) ont finalement permis de caractériser cet inhibiteur et de
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1'identifier comme étant de l'actine monomérique.

L'interaction de ces deux protéines méne 3 la formation d'un com-
plexe 1:1 (101) trés stable dont la constante de liaison a été évaluée a
5 x 10 8 M-l, Suite & la formation du complexe, chacun des deux constitu-
ants perd ses propriétés biologiques, soit la polymérisabilité pour 1'acti-
ne et la capacité d'hydrolyser le DNA pour la DNAse I. De plus, mise en
présence d'actine-F, la DNAse I dépolymérise lentement cette derniére

pour, de nouveau former le complexe actine-DNAse I (101).

Contrairement & la profilactine, dont il sera guestion & la section
suivante, le complexe actine-DNAse I contient une mole 4'ATP 1lié (17)
dont le taux d'échange avec 1'ATP du milieu est diminué d'environ un fac-

teur 20 en comparaison avec celui de la G-actine (68, 100, 104).

La stabilité biologique remarquable du complexe actine:DNAse I est
telle que, méme si Zechel (172) démontrait que l'actine pouvait &tre libé-

rée d'une colonne d'affinité DNAse I-agarose par un lavage avec 35 a 40%

de formamide, il n'en demeure pas moins que, jusqu'd récemment, aucune mé-
thode physiologique n'était encore connue touchant la réversibilité da la
formation du complexe. Cette irréversibilité représente certainement 1'ob-
jection la plus sérieuse & un mécanisme de régulation de la polymérisation

de l'actine par la DNAse I.

La signification physiologique de cette interaction demeure toujours
obscure, et une étude récente de Lacks (83) sur la distribution de la
DNAse I et de sa réactivité face a& l'actine a encore affaibli la double
possibilité gque l'actine soit 1'agent régulateur de l'activité de nucléa-

se de la DMAse I, ou encore gue cette derniére agisse au niveau de la ré-
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gulation intracellulaire de la polymérisabilité de l'actine. En effet, les
DNASeS cytoplasmiques de différentes sources n'interagissent avec 1'acti-
ne gque trés peu, sinon aucunement. Il semble y avoir un lien entre l'espé-

ce et la spécificité de la DNAse I envers l'actine,.

Le mangue de généralité, donc, de cette interaction nous améne a la
rejeter comme étant une forme répandue de régulation de 1'équilibre G et
F pour l'actine cytoplasmique, et ce, malgré des articles récents de Mann-
herz et coll. (106, 107, 136) ou l'on fait état pour la premiére fois d'u-
ne possibilité physiologique de séparation du complexe et de la réactiva-

tion de chacun de ses constituants.

1.2.3.2 Profiline

La profiline, d'abord isolée en 1976 par Carlsson
et coll. (21) sous forme d'un complexe 1l:1 avec l'actine nommé profilacti-
ne (117), est une petite p?ntéine d'un poids moléculaire de 15 220 daltons
(22) dont la séquence de 142 acides aminés est connue (118), Jusqu'a pré-
sent, la profiline a eté retrouvée a partir de plusieurs sources (15, 61,

lo8, 134, 155).

La profiline inhibe le taux de polymérisation de l'actine lorsque pré-
sente sur une échelle de concentration s'étendant de 0,2 4 1 mole de profi-
line par mole d'actine (77). Son action semble se situer au niveau de 1'in-
hibition de la nucléation de l'actine (134). De plus, cette protéine inhi-
be l1'activité ATPasique résiduelle de 1'actine monomérique (157), ce qui

a pour effet de préserver la cellule contre une perte d'ATP inutile,
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Il est intéressan; de noter gqu'a l'état naturel, la profilactine ne
contient que 0,02 & 0,04 mole d'ATP par mole de complexe (22) alors que le
complexe synthétigue en contient 1 mole par mole d'actine (110). Notons
aussi que le taux d'échange du nucléotide 1ié & 1l'actine avec 1°'ATP libre

du milieu se trouve augmenté d'un facteur 17 en présence de profiline (110).

Méme s'il est difficile de réconcilier ces deux derniers facteurs, il
n'en demeure pas moins que la profiline se dégage de plus en plus comme &-
tant d'une grande importance dans le mécanisme de régulation de la polymé-
risation de l'actine cytoplasmigue. La profiline doit canstituer; par sa
capacité de s'y lier réversiblement, une forme de "stockage" inactivé,

pour l'actine.

Il n'est bien siir pas exclu gu'une autre protéine, ou encore un ensem-
ble de protéines puisse €tre impligué directement ou non dans la régulation
des formes polymérisée et dépolymérisée de 1'actine. Le mécanisme ultime

est encore loin d'étre complétement élucidé.

1.2.4 Interaction de l'actine avec les membranes biologigques

Nous avons mentionné plus tot que l'actine est une protéi-
ne contractile retrouvée dans toutes les cellules étudiées. La nature exac-
te de ses interactions avec les autres composants cellulaires de méme que
son réle précis dans les phénoménes motiles non musculaires sont toutefois

loin d'étre aussi bien documentés.

Des cbservations utilisant diverses techniques, telle la microscopie

électronigque ou encore l'immunofluorescence, sur divers matériaux cellulai-
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res ont par ailleurs clairement montré une juxtaposition des microfilaments

d'actine et des membranes’ cytoplasmiques (128, 151),

Une excellente revue non spécifique a l'actine présente a cet effet
un tour d'horizon assez intéressant de 1'immunochimie des protéines contrac-

tiles cytoplasmiques (56},

De plus en plus, 1'idée est acceptée qu'une association directe, ou
par le biais d'intermédiaires, entre l'actine et la membrane cytoplasmigque

doit etre essentielle pour plusieurs types de mouvements cellulaires.

Du fait de l'importance que présente le point d'ancrage lors de
l'exercice d'une force pour produire un effet quelcongue, plusieurs tenta-
tives pour relier directement l'actine a des composants membranaires con-
nus** ont été effectués. Mais, en dépit de la signification fonctionnelle
trés importante de l'attachement de l'actine aux membranes, a peu prés

rien n'est actuellement connu sur la base moléculaire de ce mécanisme.

A la lumiére de ces constatations, une étude des effets biochimiques
des membranes cytoplasmiques sur l'actine présente un intérét certain, et
ce, méme si 1'élément responsable d'un effet donné n'est pas immédiatement

identifiable,

&
Une excellente revue de Loor (1977) (97) traite des mécanismes de recon-

naissance immunologigque en relation avec le cytosguelette et la surface cel-
lulaire. On pourra y retrouver une bonne description des membranes cyto-
plasmigques ainsi que de l'importance des structures contractiles cellulai-
res,

" Tel le complexe crude spectrin des érythrocytes (28,29, 139), l'am-actini-
ne, composant de la ligne "2" des muscles striés et retrouvé prés des si-
tes d'attachement membranaires de l'actine cytoplasmigue (19, 35, 45, 87,
111) , ou encore plus récemment la 5'-Nucléotidase (23, 106, 107, 136, 141).
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La section suivante nous donnera les informations jusgu'ici disponi-
bles de cette action biochimique des membranes cytoplasmigques sur l'actine.
Sans trop empiéter sur son contenu, précisons tout de méme que des études
de Grazi et Magri (55) ont récemment suggéré qu'une phosphorylation de
l'actine pouvait survenir dans un tel cas, amenant des modifications im-
portantes d'autres propriétés de l'actine, C'est pourquoi la prochaine sec-
tion traitera des essais menés jusqu'a présent pour 1'cbtention de la phospho-
rylation de 1l'actine et ce de fagon a mieux comprendre 1'importance que

pourrait revetir un tel mécanisme.

1.2.5 pPhosphorylation de l'actine: mécanisme de contrdle?

La régulation de plusieurs chemins métaboliques par des
modifications covalentes réversibles d'enzymes-clés est un mécanisme bio-
chimigue gue 1'on retrouve dans de nombreux processus biclogigques. La phos-
phorylation enzymatique appartient & cette catégorie de modifications chi-

migues.

Dans les guelques lignes qui suivront, nous allons effectuer un rap-
pel des travaux de différentes sources ayant apporté l'indication de la
possibilité d'une phosphorylation de l'actine, Les derniers travaux a cet
égard relateront une hypothése de régulation de la polymérisation de 1l'ac-

tine in vivo par la phosphorylation de cette derniére.

1.2.5.1. Phosphorylation de l'actine

le peu de documentation maintenant disponible &

l'égard de la phosphorylation de l'actine, et d'ailleurs apparemment con-
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tradictoire, sera présenté sous la forme d'un court résumé de cha=
cun des articles en cause. Nous aurons l'occasion, dans un chapitre ulté-
rieur, de discuter ces travaux plus globalement dans l'optigque de nos

résultats.

Mais avant d'attaguer directement la phcsﬁhurylatiun de l'actine,
rappelons que depuis qu'a été découverte la phosphorylation de la myosine
(124) et de la troponine (40, 150) purifiées du muscle squelettique de la-
pin, ou encore, pour la myosine, des plagquettes sanguines humaines (89),
on sait que la phosphorylation réversible joue un rdle important guoique
non encore parfaitement défini dans la régulation et le mécanisme de plu-

sieurs phénoménes motiles autant musculaires gue non musculaires,

D'autres protéines jouant un role dans la motilité non-musculaire
peuvent subir une phosphorylation. A titre d'exemple, la filamine, protéi-
ne de 250 000 daltons purifiée de sources diverses (62, 140, 164, 166, 167)
et se liant a l'actine en créant des ponts entre des filaments juxtaposés,
peut subir une phosphorylation dépendante de 1'AMPc (163). Une autre protéine
la spectrine, associée aux membranes d'érythrocytes et pouvant lier l'acti-
ne (125), subit une phosphorylation, mais indépendante de 1'AMPc cette fois(13).
Cette phosphorylation réversible contrdle l'interaction de la spectrine et
de l'actine (126). L'intéret de ces derniers travaux réside dans le fait
que la kinase phosphorylant la spectrine est incapable de phosphoryler 1'ac-

tine dans les mémes conditions pour des érythrocytes sains,

Des travaux récents ont démontré une phosphorylation ir vivo et indépen-
dante de 1'AMPc des chaines natives de l'actine lors de la synthése pro-

téique dans des cellules non musculaires (144), Cette phosphorylation tou-



23

che environ 10% des molécules d'actine , elle semble irréversible et ne se
produit plus lorsgue 1'actine est complétement synthétisée, Les auteurs
n'ont pu produire aucune explication particuliére guant 3 la signification

physiologique de cette phosphorylation.

Une étude de Pratje et Heilmeger (131) démontrait pour la premiére
fois en 1972 qgue la F-actine du muscle squelettique de lapin pouvait etre
phosphorylée par une protéine kinase Jdépendante de 1'AMPc mais le niveau 4'in-

corporation du phosphore demeurait de nouveau assez faible.

Walsh et coll, (165) ont toutefois réussi a cobtenir, avec le méme enzyme
dépendant de 1'AMPc, une phosphorylation complete de l'actine-G de mus-
cle lisse, ol 2 moles de phosphate pouvaient se lier par mole d'actine. La
F-actine de méme source semble par contre moins accessible & cette phospho-
rylation. La G-actine du muscle sguelettique de lapin s'est aussi avérée
un substrat moins favorable gue celle provenant dﬁ muscle lisse, alors gue
la P-actine du muscle sguelettigue ne subissait aucune phosphorylation dans

les mémes conditions.

Un article de Boivin (16}, publié simultanément & celui de Walsh,
traite d'une phosphorylation dépendante de 1'AMPc.Ici,l'actine et quelques

autres protéines du complexe "crude spectrin” d'un extrait de cytosguelet-

te sous forme hydrosoluble se sont avérées de bons substrats pour la phos-
phorylation dépendante de 1'AMPc de la protéine kinase purifiée. Par contre,
ces mémes protéines purifides et mises en présence du méme enzyme, n'ont

subi aucune phosphorylation, la purification de la “crude spectrin" en ses

éléments, dont l'actine, lui ayant fait perdre sa capacité d'étre phospho-

rylée. Boivin et coll. ont attribué la cause de cette inactivation sur-
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venant suite a la séparation du complexe a une modification allostérigue de

la structure tertiaire des protéines en présence.

Holstein et coll. (69) font aussi état de la phosphorylation indépeniante
de 1'AM>Pc d'une protéine semblable 3 1'actine et obtenue des synaptoso-

mes . '

Une autre expérience récente de Bailin (8) relate la phosphorylation,
par la protéine kinase dépendante de 1'APc, d'un complexe cardiague d'origine
bovine d'actine troponine-tropomyosine. Tout le 32p g1était alors fixé sur
le composant inhibiteur de la troponine et son composant liant la tropomyo-
sine (TNI et TNT). Aucune phosphorylation de l'actine n'a été détectée dans

ce cas.

En résumé, il semble donc gque l'actine peut €tre phosphorylée, gquoi-
que les conditions dans lesquelles s'opére cette phosphorylation demeurent
encore sujettes a caution et semblent peu reproductibles d'un laboratoire

1'autre.

1.2.5.2 Possibilité d'un mécanisme de controle

Les deux publications dont nous parlerons mainte-
nant ont été les instigatrices directes du choix de la direction gque nous
avons prise lors de nos recherches. Nous leur accorderons par conségquent

une plus grande attention.

Grazi et Magri (55) trouvaient, en 1979, qu'une préparation de mem-
branes d'hépatocytes de foie de rat pouvait phosphoryler (indépendamment

de 1'aMPC } in vitro l'actine G ou F du muscle squelettique de lapin. La
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réaction était complétée aprés une heure environ et l'incorporation maxi-

male de phosphate était de 1 mole par mole d'actine,

La grande importance de cette phosphorylation réside en ce qu'elle
amenait une modification de deux propriétés fondamentales de 1'actine; soit
la perte de sa polymérisabilité de méme que celle de sa capacité de former
un complexe 1:1 avec la DNAse I | Un autre point d'intérét de ces recher-
ches demeure 1'obtention pour la premiere fois d'une quantité d'actine phos-

phorylée suffisamment grande pour permettre de nombreuses études in wvitro

irréalisables autrement.

Leur dernier article a ce sujet (54), publié en 1980, nous irdigue
gue l'actine phosphorylée continue d'activer 1'ATPase de la myosine de mé-
me gu'elle peut s'y lier en reformant des filaments wvisibles en microsco-

pie électronigque.

Les conclusions de leurs résultats amenérent Magri et Grazi 3 élabo-
rer un modéle Simplclpcuvant donner une réponse, partielle peut-étre, mais
intéressante par sa nouveauté, a deux des questions fondamentales déja é-
noncées; soit une explication du faible taux d'actine retrouvée sous forme
F dans les cellules non musculaires de méme gu'une preuve moléculaire d'u-

ne liaison directe de l'actine avec un enzyme membranaire,

Le schéma de la figqure 2 présenté par Grazi et ecoll. (54) nous suggé-
re un mécanisme de régulation possible. On y voit que 1'équilibre favori-
sant la forme F de l'actine dans les conditions physioclogiques est, suite
4 une modification de l'actine par un enzyme membranaire, déplacé vers la
forme G de l'actine gui peut alors former avec la myosine un complexe con-

tractile.
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FIGUERE 2: Schéma proposé par Grazi et coll, pour 1l interaction
de 1'actine avec les membranes cytoplasmiques et la
régulation des formes-G et -F de l'actine cytoplasmi-
que par le biais de la phosphorylation, Cette figure
a été tirée intégralement d'un article de Grazi et

Magri (54), page €9,
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Un défaut certain de ce schéma est qu'il ne prévoit pas la réversi-
bilité du systéme. Mais nonobstant cette derniere constatation, une telle
approche présente beaucoup d'intérét et le tout mérite certes d'étre étu-

dié plus a fond.

Rappelons que, mise a part cette explication de Grazi et coll., au-
cun des auteurs qui ont observé une phosphorylation de l'actine n'a pu a-
vancer aucune hypothése sur la signification physiologique d'une quelcon-

que phosphorylation de l'actine.

I1 devenait donc trés intéressant de tenter de compléter ces recher-
ches en vérifiant le comportement de l'actine phosphorylée par la méthode
de Grazi et coll. face aux nombreuses protéines avec lesquelles elle in-
teragit pour ensuite préciser le modéle proposé par ces deux auteurs et
peut-étre aussi par la méme occasion de trouver un élément de solution au

probléme de 1l'ancrage de l'actine aux membranes cytoplasmiques.,

1.3 Objectif initial du présent travail

Nous avons vu dans les précédentes sections que l'actine, de par
son ubiquité, ses propriétés chimiques et la multiplicité de ses interac-
tions, se présente comme une protéine de trés grande importance dans les

phénomenes de la motilité.

Si la structure et le fonctionnement du muscle sont assez bien con-
nus depuis plusieurs années, de méme que les interactions et les régula-
tions moléculaires qui sont a la base du processus global, la question du

7 Y . . z . 7 )
phénomene de la motilité non musculaire se présente sous un autre jour,
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Plusieurs évidences nous forcent a penser que l'interaction actine-
myosine est responsable de la génération de la force nécessaire aux mouve-
ments cytoplasmiques. Mais, comme il a déja été mentionné, la fagon dont
le phénoméne lui-méme se produit -- les points d'ancrages membranaires
ou structuraux des filaments d'actine, les interactions de ces derniers
avec la myosine, les microtubules ou encore avec les filaments intermédiai-
res du cytosquelette, leurs relations avec les autres diverses protéines
pouvant s'y lier, de méme que les mécanismes et les causes de la régulation
des besoins cellulaires en filaments d'actine versus la réserve d'actine-G

utilisable...-- est loin d'étre entiérement élucidé.

Nous avons donc décidé de porter notre intérét sur les récents tra-
vaux et sur l'hypothése de Grazi en espérant la compléter par 1'apport de
nouveaux éléments concernant le comportement de l'actine modifiée face aux

protéines avec lesquelles elle est normalement en mesure d'interagir,

Nous verrons donc comment, ne pouvant reproduire entiérement les ré-
sultats de Grazi et coll. (54, 55), nous avons déterminé les causes proba-

bles de nos résultats et des leurs par un processus méthodique de vérifica-

tion.



CHAPITRE II

2. MATERIEL ET METHODES

2.1 Produits chimiques et abréviations

- Acétone: Classe I-B, Fischer

- Acide désoxyribonucléique: de thymus de boeuf, Type 1, Sigma (DNA).

- Acide isobutyrique: Fisher

- Acide L-aspartique: Sigma

- Acide L—glutamique: Grade Sigma

- Acide sulfochromigue: Sclution de lavages Fischer

- Acide trichloroacétique: (TCA), Baker Analyzed Reagent

- Acrylamide: Fastman

- Adénine: (6-Aminopurine HCL), Grade Sigma
- Adénosine: (9-B-D-Ribofuranosyladenine), Grade Sigma

- Adénosine 5' diphosphate: (ADP), sel de sodium, Grade III, Sigma

- Adénosine 5' Monophosphoric acid: (AMP), Type de "Yeast", Grade
Sigma

- Adénosine 5' triphosphate:-(ATP), Grade II, sel de sodium, Sigma

- {3H)}ATP: Sel de sodium,
12,8—3HI, 27,6 Ci/mmole,
New England Nuclear

- {32p}yATP: sel de triethylammonium,
22 Ci/mmole
New England Nuclear
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L-Alanine: Grade Sigma

Albumine du sérum bovin: (SAB), Sigma

Azide de sodium: (NaN3), Sigma

Bis-Acrylamide: Eastman

Bleu de bromophénol: Eastman

Bleu de Coomassie: Coomassie Brilliant Bleu R-250, Kedak

Désoxyribonucléase I: (DNAse 1, pancréatique), EC 3,1.4.5, DN-100
de' pancréas, bovin, Sigma

EDTA: (Ethyleénediamine Tetraacetic acid), sel de sodium, Sigma
Fructose: (B-D(-) Fructose), Sigma

Glucose: (o-D(-) Glucose), Anhydre, Grade III, Sigma
L-Glutamine: Grade III, Sigma

Glycine: "Analyzed Biochemicals", Baker

Héparine: de muqueuse intestinale porcine, 1000 U,S.P, unités/ml,
dans Alcool-Benzyl 0,9%, Allen et Hanburgs

B-Mercaptoéthanol: Type I, Sigma

Para molybdate d'ammonium: ((NH4)6M07024.4H20), Fisher

Pentobarbital de sodium: (65 mg/ml alcoolbenzylique 1%)
Somnotol, M.T.C. Pharmaceutical

Persulfate d'ammonium: pour électrophorese, Fisher

PMSF: (Phénylméthylsulfonyl fluorure), Sigma



POPOP: (1,4-bis{2-(5-Phenyloxazolyl) }benzéne:
2,2"-p-phénylenebis (5-phenyloxazole) , Sigma

FPQ: (2,5-Diphenyloxazole), pour scintillation, Sigma

Réactifs:

- Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate:
de "Bio-Rad" Laboratories

- Biuret: Poudre commerciale de réactif Biuret, Harleco,

- Phénol: Folin & Ciocalteu, BDH Chemicals

Scintillants:

- Bray: "Bray's Solution", New England Nuclear

- Formula-950A: New England Nuclear

L-Sérine: Sigma
SDS: (Sodium Lauryl Sulfate), Sigma

Sucrose: anhydre, Grade I, Sigma

TEMED: (N,N,N',N'-Tétraméthyléthylénediamine) , Eastman
L-Thrécnine: Sigma

Toluene: Grade "Comptage en scintillation liguide",
T.D. Baker Chemical Co. :

Vert de Malachite: Fisher.

A moins de spécification contraire, toutes les concentrations
mées en % le sont en % F/y.

3l
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2.2 Ppréparation de 1l'actine

L'actine musculaire est préparée a partir de poudre acétonique ob-
tenue des muscles squelettiques, principalement du dos et des cuisses, du
lapin selon la méthode de Straub et coll., (145), modifiée par Spudich et

watt (142) puis finalement par Nonomura et Katayama (116),

Lors de 1l'élaboration des expériences qui ont permis la rédaction du
présent texte, notre méthode de préparation de l'actine, & 1'étape de la
préparation de la poudre acétonique, a légeérement varié suite 4 des échan-
ges de bons procédés avec le laboratoire du Dr. Dancker de 1l'institut Max
Planck de Heidelberg (RFA). Il est donc utile de décrire ici les deux mé-
thodes utilisées, tout en soulignant que la pureté des deux préparations
demeure identique et excellente suite a une vérification par électrophore-

se sur gel de polyacrylamide en SDS.

2.2.1 Préparation de la poudre acétonique

Cette préparation est basée sur deux principes généraux,
Le premier consiste en la séparation de la myosine du complexe actomyosine
par extraction avec une solution a force ionique élevée, le second étant
la destruction mécanique des structures mmbranaires; auxquelles sont reliés
les filaments d'actine. On obtient ainsi une poudre riche en actine et fa-

cile a conserver.
2.2.1.1 Méthode I

Six cents grammes de muscle sgquelettique d'un la-

pin fraichement décapité et saigné sont refroidis sur glace, nettoyés
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de leur graisse, hachés, et plongés pendant 10 3 15 minutes dans 3 volumes

(1800 ml) de solution Guba~Straub (KH,PO, 0,15M, KCL 0,3 & pH6,5) & 4°¢c,

sous agitation mécanique, de facon & extraire les protéines sclubles, Un
. a . . -
volume (1800 ml) d'eau froide (4 C) est par la suite ajoute et la suspen=

sion musculaire résultante est aussitSt filtrée sur de la gaze,

le filtrat est riche en mycsine et on 1'utilise au bescoin pour puri-
fier cette derniére. Sinon, il est rejeté, Le résidu solide est alors lavé
rapidement avec 5 volumes (3,0 1) d'eau a température ambiante et de nou-
veau filtré sur 2 épaisseurs de gaze. On agite ensuite le résidu pendant
15 minutes dans 5 volumes (3 2) de NaHCO, 0,4% i température ambiante puis

on refiltre.

@ﬁswﬂrﬁﬁﬁc%ﬁd&ﬂ&ew&ﬂﬁmsﬁmmzlmw%r@b
des avec 5 volumes d'eau (3 %) a température ambiante, Le résidu est ensui-
te rincé pendant 10 minutes avec 1,5 volume (900 ml) d'acétone & températu-
re ambiante, filtré sur filtre Buchner, homogénéisé par petites portions
pendant 1 minute avec 1 & 2 volumes d'acétone froid & 1'aide d'un Omnimixer
de Sorvall, puis filtré de nouveau, Le résidu est ensuite agité de 15 & 30
minutes avec 1,5 volume d'acétone a température ambiante puis filtré de
nouveau sur filtre Buchner. Cette derniére opération est répétée a 3 repri-
ses et la derniere est suivie de la déposition, entre deux grandes feuil-

les de papier filtre, de la poudre obtenue qu'on laisse sécher une nuit a

1tair.

On obtient ainsi 60 a 100 gr, de poudre acétonique I gue 1l'on peut

% o o s .
conserver a —20 C pendant une période de temps appréciable,



2.2.1.2 Méthode II

Comme il a été précisé plus tot, cette seconde mé-
thode n'a remplacé la premiére qu'en raison de son plus haut rendement (mg
d'actine/gr de poudre) et d'une diminution légére du temps d'exécution, la

qualité de 1'actine obtenue étant équivalente.

Tout d'abord, les muscles squelettiques de 2 lapins fralchement déca-
pités et saignés sont trempés pendant 10 a 15 minutes dans de l'eau distil-
lée froide. Les muscles sont ensuite essuyés, dégarnis autant que possible
de leur graisse, nerfs et tendons, puis hachés menu, a 1'aide d'un hachoir
a viande commercial, et pesés. Les 800 a 900 grammes de viande obtenus sont
dilués avec.l litre de KCL 0,1M froid (4OC). Cette suspension est ensuite
homogénéisée de 10 a 15 minutes par portion puis le volume total est com-
plété a 4 litres en ajoutant 767 ml de KCL 3M froid et la différence en eau
distillée froide de fagon a obtenir une concentration finale de KCL 0,6M,
Aprés une agitation de 30 minutes a 4°C, on centrifuge la suspension muscu-

laire 15 minutes a 5000 rpm a l'aide d'une centrifugeuse Sorvall de type

RC3 puis on rejette le surnageant.

Le résidu est ensuite rincé en complétant son volume a 4 litres a-
vec une solution froide de KCL 0,3M et centrifugé pendant 10 minutes a
5000 rpm 3 0°C. Aprés avoir rejeté le surnageant, on répete cette étape a-
vec une solution froide de KCL 0,1M puis on centrifuge 4 minutes a 5000
rpm. Le résidu est ensuite lavé par 30 minutes d'agitation a température:
ambiante dans un volume total de 4 litres d'une solution de NaHCO3 5mM

et de KCL 0,1M. On recentrifuge ensuite a 5000 rpm pendant 4 minutes puis

on rince le culot obtenu a 5 reprises avec 4 litres d'une solution de KCL

34
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0,1M froide suivie a chaque fois d'une centrifugation de 4 minutes & 5000

rpm.

Ie culot du dernier ringage est de nouveau rincé a 5 reprises avec
cette fois de 1'eau froide distillée et déminéralisée. Les 2 derniéres cen-
trifugations de ces 5 derniers lavages sont prolongées a 10 minutes et la
derniere s'effectue sans frein pour éviter de resuspendre la partie supé-~

rieure du culot lors de la décélération.

Apreés avoir évacué le surnageant, les culots (qui sont alors tout
gonflés) sont soigneusement récupérés dans un grand bécher de verre et 4
litres d'acétone leur est ajouté. Avec la main, on mélange en effritant

bien toutes les grosses particules de viande.

L'étape suivante consiste a filtrer la "bouillie" obtenue sur 2 é-

paisseurs de gaze sans essorer. On répete 2 a 3 reprises 1'étape du lavage

a l'acétone et l'essorage qui s'en suit jusqu'a ce que la solution d'acéto-
ne ne soit plus "savonneuse" au toucher puis, aprés une derniére filtration
par gaze, on laisse sécher une nuit entre deux feuilles de papier filtre.

Le lendemain, on frotte le résidu a travers une passoire en nylon en ne ré-
cupérant que la poudre fine. Le rendement est d'environ 30 grammes de pou-

dre pour 900 gr de muscle de lapin.

2.2.2 préparation de l'actine a partir de poudre acétonique

/7 . ~ o
L'actine est extraite de la poudre acétonique a 0 C avec
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*
le tampon G dans une proportion de 10 gr de poudre I, ou encore 2,5 gr de

poudre II, pour 180 ml de tampon glacé. Dans le cas de la poudre acétoni-
que II, il peut etre nécessaire d'homogénéiser, 4 l'aide d'un piston trés

libre, a une ou deux reprises si la poudre se mouille mal,

Pendant les 30 minutes requises pour l'extraction, il est essentiel
d'agiter 4 la main trés fréguemment ou meéme constamment pour l'cbtention

d'un meilleur rendement.

L'homogénat obtenu est ensuite filtré sur filtre Buchner, puis le ré-
sidu est lavé rapidement avec 70 ml de tampon G, et refiltré. Les deux fil-
trats sont combinés et centrifugés une heure & 4°C 3 140 000 x g. Le surna-
geant (contenant la G-actine) est ajusté a KCl 0,6M (avec des cristaux
de KC1l}), MgCl2 2,0mM et Tris-HCL 10mM & pHB8, puis agité faiblement par
agitation magnétique 90 minutes 2 température ambiante de fagon a bien po-
lymériser l'actine. Cette é&tape permet aussi la dissociation de la tropo-

myosine et des troponines liées 3 l'actine,

La F-actine obtenue est ensuite centrifugée 3 140 000 % g pendant
2 heures a 4DC, puis le culot est remis en suspension dans un petit wvolu-
me de tampon G (15 & 20 ml par 5 gr de poudre I, ou par 1,5 gr de poudre
II) et dialysé a froid a trois reprises pendant B & 24 heures contre envi-
ron 10 volumes du méme tampon. La dépolymérisation compléte de la F-actine

exige une agitation efficace et constante tout au long de la dialyse,

*

Tampon G: ATF 0,2mM
Tris-HC1 pHE 2,0mM
B-Mercaptoéthanol 0 ,5mM

CaCl2 0,2mM
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Pour parvenir a ce résultat, le systéme suivant a &té utilisé, Le sac a
dialyse, dans leguel on a laissé une bulle d'air de 2 3 5 ml, est instal-
16 a4 l'intérieur d'un tube en plexiglass pouvant contenir environ 200 ml

de tampon G. Ce tube est fermé aux deux extrémités par des bouchons de
cacutchouc emprisonnant du méme coup les bouts du sac a dialyse et le tam-
pon. Ce tube est ensuite fixé & un support vertical relié 3 un moteur as-
surant une faible révolution au systéme (environ 5 rpm), A chagque demi

tour, le sac se trouve a etre inversé et la bulle d'air, en s'élevant,

produit une agitation constante a l'intérieur du sac,

Aprés la périocde de dialyse, 15 a 20 ml de G-actine sont obtenus (3
i 6 mg/ml) et le tout est centrifugé pendant 2 heures a 140 000 x g et &
4°c dans une ultra centrifugeuse IEC/g-60, Le surnageant clair constitue
une G-actine dont la pureté est démontrée par l'cbtenticn d'une bande uni-

gue & 42 000 daltons en électrophorése sur gel de polyacrylamide.

L'ajout d'azide de sodium 3 une concentration de 0,02% de méme gue
son entreposage a froid permettront de conserver l'actine-G cbtenue pour

une période d'environ 10 jours.

2.3 Préparation des membranes cytoplasmigues d'hépatocytes

Ead . =
Mous avons di, par de nombreux essais, mettre au point une métho-
de reproductible de préparation des membranes. Pour des raisons discutées
au prochain chapitre, nous avons utilisé la méthode décrite ci-dessous

pour la presque totalité des expériences gqui seront décrites plus loin,

Pour obtenir, donc, des membranes extraites principalement d'hépato-
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~ - & * 5 =
cytes, les foies ont eté perfuses de la maniere suivante,

Tout d'abord, on anesthésie 1'animal au moyen d'une injection intra-
péritonéale de pentobarbital de sodium a une dose d'environ 45 mg/kg du
poids de 1l'animal. Lorsque ce dernier est bien endormi, on incise son abdo-
men puis on prépare deux ligatures relfchées, 2 une distance d'environ 2 cm

1'un de l'autre, sur la veine porte préalablement bien dégagée,

A ce moment, on injecte 0,lml d'héparine (1000 unités U.5.P./ml)
dans la veine cave inférieure puis on incise légerement la partie supérieu-
re de la veine porte, entre les deux ligatures prétes a étre resserrées,
On introduit alors rapidement la canule en direction du foie, Aussitot que
les ligatures sont effectuées et gue la canule est solidement maintenue,
on débute la perfusion et au méme moment, on secticnne la veine cave infé-
rieure pour permettre l'évacuation du sang et du liguide de perfusion pol-

lué,

*
Milieu de perfusion: acide-aspartigque 0,1mM

L-thréonine 0,2mM
L-sérine 0,3mM
Glycine O,5mM
L-alanine O,6mM
acide L~glutamigque O0,%9mM
L-glutamine 0 ,%mM
KC1  3,0mM

Na.H%PG4 -FHED 0, TmM
MgC 0,5mM

HaHC 24 ,0mM
glucose 20,0mM
fructose 20,0mM
sucrose 197,0mMm

Ce milieu, dont le pB est ajusté a 7,4 avec NaOH et possédant une osmola-
rité de 308 m 0SM/kg doit €tre conservé A HEGOC pour un maximum de 1 mois,
D'abord décrit par Berry (12}, ce milieu provient des travaux de Howard et
Pesh (71), de la solution de Hanks (59), de la formulation de Morgan (112),
et de la solution au phosphate de Krebs-Ringer (30).



39

Le milieu de perfusion doit €tre continuellement maintenu a JTGC,

(& 95%) et de CO. et son débit doit etre

saturé par une atmosphére de O p

2
d'environ 15 ml/min (12). La figure 3 nous présente un schéma du montage

a etre effectué pour obtenir ces conditions,

Lorsque le foie est blanchi et que le liguide expulsé de la veine
cave inférieure est clair, on cesse la ﬁerfusian puis on dégage le foie
en prenant soin de ne ﬁas extraire d'autres tissus que le fciel (Dans
le cas d'une préparation de membranes d'hépatocytes de lapin, il est
essentiel de bien enlever la vésicule biliaire}; On refroidit rapidement
le tissu extrait en l'immergeant avec du tampon ma* 3 4% pour au meoins
15 minutes. On peut alors procéder avec diligence & la perfusion d'un
autre foie qui viendra rejoindre le premier . (Dans le cas des rats, 3 ou

4 foies sont nécessaires pour cbtenir suffisamment de membranes) .

La masse de tissu hépatique cbtenue est ensuite pesée, puis, émincée
avant d'étre homogénéisée par petites portions et en présence de 4 volumes

de tampon A, dans un Omni-mixer de Scorvall, 1 minute alv

max* On ajoute

ensuite 5 autres volumes de Tampon A 34 1'homogénat, puis ce dernier est
filtré sur 2 épaisseurs de gaze pour éliminer les grosses particules et

ensuite centrifugé & 150 x g pendant 10 minutes a 4%,

* Tampon "A": Sucrose 0,25 M
B-Mercaptoéthanol 10mM
Tris-acétate 5,0mM
PMSF 1mM

pH : 7,1



Seringue pour éliminer les
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lLe surnageant est ensuite recentrifugé 20 minutes 3 2500 x g et le
' culot, qui est alors tres tendre, est resuspendu doucement dans 44,3 ml
de tampon A au moyen de trois coups d'un piston peu serré sur un homogénéi-
sateur de verre. Le volume d'homogénat est ensuite complété a 144 ml en

ajoutant une solution de sucrose 2,2M,

Douze ml de la solution obtenue (maintenant & une concentration en
sucrose de 1,6M) sont déposés dans 6 tubes a centrifuger. puis on leur a-
joute successivement et tres doucement les solutions suivantes de sucrose:
10 ml de 1,37M et 10 ml de 1,20M pour finalement emplir le reste du tube
avec de 2 a 3 ml de sucrose 0,32M. Ce gradient discontinu de sucrose est
alors centrifugé dans une ultracentrifugeuse IEC-B60 pour 1 heure et de-
mie a 65 000 x g dans un rotor du type "Swinging Bucket" (SB-110), On re-
cueille ensuite 1l'interface sucrose 1,37-1,20M qui contient notre fraction

enrichie en membranes cytoplasmigues d'hépatocytes,.

L'interface 1,37-1,20 est ensuite diluée 3 fois avec de l'eau puis
centrifugée 30 minutes a 20 000 x g pour précipiter notre suspension de
membranes. Les membranes seront ensuite resuspendues dans le tampon désiré
(Tampon G sans ATP) et gardées a 0°c jusqu'a utilisation (avant 24 heures
généralement). La possibilité de congeler cette suspension et de la réuti-
liser au besoin existe au méme titre que 1'utilisation immédiate mais nous

avons préféré utiliser une préparation fraiche a chaque fois.

(Cette méthode est basée essentiellement sur les travaux de
Fleischer 5. et Kervina M. (1974), Meth. Enzynol. XXXI, Fleischer and

Packers eds Academic Press N.-Y., pages 6-41,)
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2.4 Détermination de la concentration des protéines

2.4.1 Méthode de Biuret

A 4,0 ml d'une solution commerciale de réactif de Biuret
ajouter 5,0 ml d'eau et 1,0 ml de la solution de protéines a doser. Incuber
30 minutes A4 température ambiante et lire 1'A contre un blanc sans

550nm

protéines.

La méthode a été calibrée avec l'albumine de sang bovin pour laguel-

1% * . 1%
Eyem = 3:0. Pour l'actine, E = 2.9.

le lem

Cette méthode peu sensible n'est en général employée que pour des so-
lutions possédant des concentrations de protéines supérieures a 1 mg/ml et
n'a été utilisée gue pour déterminer la concentration de 1l'actine suite i

sa purification.

2.4.2 Méthode du Bio-Rad

Cette méthode simple permet de doser des gquantités de pro-
téines variant de 20 a 140 pg et elle utilise le réactif concentré commer-

cialisé sous le nom de Bio-Rad.

Dans une éprouvette, on dépose 10 a 15 pg de protéi-

Le Ei:m est calculé pour la concentration en protéines du milieu réac-

. . . . . - 1% .
tionnel aprés la réaction colorimétrique. Le méme calcul de Elem s'appli-

guera pour les deux prochaines méthodes colorimétriques.
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nes dont on veut déterminer la concentration, puis 2,5 ml de réactif di-
* . » L3 3 3 3 F

lué . Apres une agitation au vortex et une incubation d'une vingtaine de

minutes, on mesure 11A595nm des différents échantillons. La coloration de=-

meurera fixe entre 5 minutes et 1 heure aprés 1'ajout du réactif, On uti-

lise 1'albumine du méme sérum bovin ou encore 1'actine-G pour l'établisse-

1%

= 500 pour le milieu réactionnel,
lcm

ment de la courbe standard, E

Cette méthode a été utilisée lors des essais de marguage de l'acti-

ne par 1'{3H}-aTP.

2.4.3 Dosage de la concentration des protéines membranaires

(Méthode Folin-Lowrey)

Les protéines membranaires ne peuvent pas etre mesurées
directement. On doit tout d'abord les séparer des autres constituants mem-

branaires avant d'effectuer leur dosage.

On dépose d'abord 0,2 ml de la suspension de membranes dans un tube
conigue dans leguel on ajoute 2,0 ml de TCA 10%, Aprﬁs une incubation de
30 minutes sur la glace de fagon & bien précipiter les constituants mem-
branaires protéiques, le tube est centrifugé 10 minutes 3 3000 rpm., Le cu-
lot cbtenu est lavé & deux reprises avec 2,0 ml de TCA 10% pour etre ensui-
te resuspendu dans 1,0 ml de NaCH 0,1M, (Il peut &tre nécessaire de chauf-
fer pour bien dissoudre). La méthode décrite par Lowry (2B) peut ensuite

étre appligquée.

Le réactif concentré est dilué 5 fois avec H, O et ensuite filtré sur pa-
pier Whatman # 1 avant d'etre utilisé, Dilué, Ce réactif ne se conserve
pas plus de 2 semaines a froid.
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*
A 2,0 ml de solution A , on ajoute 0,4 ml de la solution de culot ragus-
pendu et on laisse jincuber 10 minutes, On ajoute ensuite 0,2 ml de réac-
tif au phénol fralchement dilué de moitié et on mesure L' Agen aprés avoir

laissé la couleur se développer 30 minutes.

Différentes concentrations de SAB sont utilisées pour l'établissement

de la courbe standard.

Cette méthode est excellente pour doser de petites quantités de pro-

.. 1% . . L. .
teines. Le Elcm calculé est d'environ 200 dans les conditions décrites.

Un article de Lague (86) peut permettre d'cbtenir plus d'informations
sur cette méthode ainsi que sur la méthode du Biuret, La préparation des
différents réactifs y est d'ailleurs donnée, de meme que les mécanismes

chimiques qui -entrent en jeu.

2.4.4 Dosage Spectrophotométrique

Une méthode encore plus simple que nous avons aussi uti-
lisée est simplement basée sur le coefficient d'extinction d'une protéine

purifiée. Ainsi;

Solution A: 0,5 ml de tartrate de sodium et de potassium a 2% est a-
jouté a 0,5 ml de Cuso, . 5H,0 & 1% et le volume du mélan-
ge est complété a 50 nf avec’une solution de Na,CO, 2%
dans NaOH O0.1N. Cette solution doit etre préparée  juste
avant son utilisation, Chacune des trois solutions néces-
saires a sa formation peuvent néanmoins se conserver sé-
parément au réfrigérateur pendant assez longtemps.




1%

E Longueur Substance reférence
lcm
d'onde

{nm)
12,3 280 omase I (106)
11,5 280 F=Actine ( 53)

28 =Actine
11,1 0 G=Actin ( 53)
6,2 290 G-Actine ( 53)

et, d'aprés Gordon et coll. (53), la mesure de la concentration de la
G-actine a 290 nm nous donne une mzilleure précision que celle effectuée

a 280 nm. Il est par contre difficile d'utiliser cette méthode lorsque la
solution est turbide car elle pourrait nous amener a des conclusions erro-

-
nees.

2.5 Dosage de 1'orthophosphate

La méthode utilisée pour la détermination colorimétrique du phos-
phate inorganique a été élaborée par Itaya en 1966 (72) et par la suite a-
méliorée par Tashima et Yoshimura en 1975 (153)., Elle est basée sur le
principe de la formation, 3 faible pH, d'un complexe du vert de Malachite
avec le pheosphomolybdate. La formation de ce complexe produit une modifica-
tion importante de la longueur d'onde d'absorption ﬁaximale. Cette méthode
permet d'augmenter d'un facteur de 30 la sensibilité de la méthode généra-

lement utilisée et mise au point par Fiske-Subbarow en 1925 (46) .,

Pour déterminer la quantité de phosphate organigue 1ié & l'actine
lors de la phosphorylation de l'actine par les membranes cytoplasmigues

d'hépatocytes, la technigue de minéralisation décrite par Ames et Dubin (3)
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a été appliquée aprés l'élimination des membranes par centrifugation a

20 000 x g.

Il s'agit donc, tout d'abord, de prélever aux temps choisis un volu-
me de milieu réactionnel contenant 0,5 mg d'actine et de le déposer dans
des tubes coniques de 1,5 ml. Ces tubes sont immédiatement refroidis sur
la glace puis centrifugés a 20 000 x g pendant 30 minutes a 2%¢ e fagcon
a précipiter les membranes en suspension dans le milieu réactionnel. On
préléve ensuite un volume de surnageant, correspondant a la moitié du vo-
lume total centrifugé (soit 0,25 mg d'actine), qui est déposé dans un tube
conique de verre” d'une capacité de 5 ml dans lequel on ajoute 1,0 ml de
TCA 10% de fagon a précipiter l'actine ou encore d'autres protéines s'il

y a lieu.

A cette étape, on peut congeler ces échantillons et ne poursuivre la
procédure que plusieurs jours plus tard, ou encore procéder immédiatement
aprés une incubation de 10 minutes a froid. Le précipité obtenu est alors
centrifugé a 3000 x g pendant 10 minutes, puis le culot est lavé 3 deux

reprises avec 2,0 ml de TCA 10%.

La minéralisation du précipité d'actine est obtenue de la fagon sui-
vante: aprés avoir rejeté le surnageant du deuxiéme lavage, on ajoute

50 Ml d'une solution de Mg(NO3)2 * 6H.O a 10% (Cette solution est préparée

2

Toute la vaisselle servant a cette méthode de détermination de 1'ortho-
phosphate aura été préalablement lavée a l'acide sulfochromique et abondam-
ment rincée de fagon a éliminer toute trace de phosphate qui pourrait inter-
férer avec les résultats du dosage (Voir résultats).
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avec de l'éthancl comme sclvant) de fagon 3 bien recouvrir le culot, On
&vapore ensuite a4 sec sur une forte flamme avec une agitation rapide. On
chauffe ensuite jusqu'a disparition de fumées brunes. A cette é&tape, tout
le phosphore organique (phosphoprotéines, nucléotides, phospholipides,
etc...) est transformé en pyrophosphate. L'étape suivante vise d transfor-

mer ce dernier en orthophosphate.

Lorsque le tube est refroidi, 0,3 ml de HCL 1N y sont ajoutés et
aprés avoir déposé une bille de verre sur le tube 3 titre de bouchon, on

plonge le tube dans un bain d'eau bouillante pendant 15 minutes,

Lorsgue le tube est refroidi, on compléte son volume & 2,0 ml avec
H,0, puis, suite a une centrifugation de 2 minutes & 3000 x g, le surna-
geant est retiré avec soin a l'aide d'une pipette Pasteur et déposé dans
des tubes pré-identifiés. On peut alors doser immédiatement cette solution
ou encore la congeler et procéder au dosage plus tard sans influencer les

résultats.

le dosage de 1l'hydrolysat obtenu, ou encore de toute autre sclution
non traitée et contenant de 1'orthophosphate, s'effectue en ajoutant 1

* =
volume de réactif au paramolybdate 3 2 volumes de solution 3 doser, On

Réactif au paramolybdate: Ce réactif est préparé en ajoutant lentement,
en agitant, un volume d'une solution agueuse
de {NH ] - 4H.0 & 3% a4 un volume de vert de malachite O 0B% dans
HCLl EN %hacun% de C%S deux solutions peut se conserver quelques mois a
température de la piéce. Le réactif peut se conserver 1 a 2 mois a tem-
pérature ambiante en prenant soin par contre de le filtrer avant son uti-
lisation s'il n'est pas tout a fait 11mp1dc
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incube ensuite 30 minutes 3 température de la piéce pour permettre le dé-

veloppement complet de la coloration verte puis on mesure 1'Agennm.

Les courbes de calibrations obtenues sont linéaires jusqu'a 1l0uM, U-
ne concentration en phosphate de 3uM dans le milieu auguel on désire appli-

quer cette méthode de dosage correspondra & une Aggy d'environ D,lﬁcm_l.

2.6 Détermination du 3%p

Les échantillons contenant 1'isotope 2P ont été traités de deux
fagons. La premiére méthode a été la déposition de 50uf de la solution ac-
queuse radioactive dans des fioles & scintillation de 20 ml ol se trouvait

au préalable 15 ml de scintillant de Bray,

La seconde méthode fut l'analyse de la radioactivité contenue dans
des sections découpées de bandes d'électrophorése sur gel de polyacrylami-
de. Le découpage a été effectué & 1l'aide d'un appa:eili de notre fabrica-
tion (figure 4). Les sections obtenues (lcm x 0,3 cm x 0,2 cm) seront en-
suite déposées dans des fioles a scintillation ol seront ajoutés 10 ml de

scintillant Formula A-950.

&

Cet appareil consiste en des lames de rasoir écartées réguliérement de
3 mm par des séparateurs de 1 mm d'épaisseur., Le tout monté sur 2 essieux
dont les bouts sont retenus par des écrous amovibles, Ceci permet de va-
rier la largeur entre deux lames par l'insertion d'un ou plusieurs sépa-
rateurs. Au moment de découper les gels, déja séparés en bandes individu-
elles de migration, on les dépose sur une plague de Teflon puis 1'appa-
reil a découper est pressé fermement sur le gel, On obtient ainsi des
sections identigues.



FIGURE 4: BAppareil servant au découpage des bandes d'électropho-
rése sur gel de polyacrylamide. Il s'agit de lames de
rasoir séparées également a des distances réglables
au moyen de séparateurs de lmm. La base blanche est

en téflon.






Les fioles & scintillation ont été comptées 3 1l'aide d'un compteur
4 scintillation "Rack Beta 1200" de LKB et les conditions de comptage
utilisées sont celles décrites pour une lecture optimale par les

fabriguants de l'appareil.

2.7 Séparation et identification de 1'ATP et de ses dérivés adénylés

au cours de notre expérimentation, il a été nécessaire de véri-
fier le rythme de disparition de 1'ATP ainsi gue celui de l'apparition des
produits obtenus. La méthode utilisée est 1'adaptation d'une technique de Ma-
gasanik (99) ou la chromatographie descendante sur papier servait de sup-

port a la séparation et a l'identification des nucléotides.

A un volume déterminé de milieu réactionnel, ayant ou non subi dif-
férents traitements et contenant initialement de 1'{%H}-ATP margué en po-
sition 2 ou B du noyau adényl, on ajoute un volume égal de TCA 10% dans
le but de précipiter les protéines et de détacher le nucléotide 1ié a
1l'actine-G. Cette solution est immédiatement congelée dans des tubes a
centrifuger de 1,5 ml puis, au moment d'effectuer la déposition, déconge-
lée et centrifugée & 300 % g pendant 10 minutes de fagon 4 obtenir un sur-
nageant libre de particules en suspension et contenant 1'ATF et ses déri-
vés. Un volume de 50uf de ce surnageant est ensuite déposé sur du papier
a chromatographie # 1 de Whatman suite 3 la prédéposition de 5pl de solu-

, *
tion standard .

&
Sclution Standard:

ATE 20mM
ADP  20mM
AMP 20mM

adénosine 20 mM
hdénine 40 mM
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Les dépots sont faits sur une feuille de 22 cm x 46 cm a une distan-
ce de 3 cm 1'un de 1l'autre et a 7 cm de la partie supérieure du papier,
lLe papier est ensuite placé dans un bain dont le réservoir supérieur ain-
si que le fond contiennent un mélange d'acide isobutyrique: hydroxyde
d'ammonium: EDTA O0,1M : eau dans les proportions 66:1:1:32, Aprés envi-
ron 16 heures de migration descendante sur une distance de 30 a 35 cm, le
papier est retiré du bain et séché sous la hotte par exposition a une lam-
pe infrarouge de 250 watts. La révélation des taches correspondant aux
standards est obtenue par 1l'illumination du papier par une lampe U,V.
lointains. Les spots obtenus sont marqués au crayon de plomb puis les dis-

tances de migration calculées.

Deux méthodes ont été utilisées pour la détermination des produits
radioactifs. Tout d'abord, la bande de papier correspondant a la migra-
tion de chacun des dépots peut étre découpée en segments de 0,5 & 1,0 cm
qui sont déposés individuellement dans des fioles a scintillation et re-

N *
couverts de 10 ml de scintillant au toluene (121).

La seconde méthode est, sinon plus précise, du moins plus économique
en temps et en matériel. Il s'agit de ne compter que les spots contenant
1'ATP et ses dérivés, en déposant chaque spot, préalablement découpés en
petits morceaux, dans une fiole a scintillation, On ajoute ensuite 1,0 ml
de HCL 0,1N pour permettre aux dérivés adénylés de s'extraire du papier

pendant une nuit puis on ajoute 10 ml de scintillant Formula A-950,

* N ,
Scintillant ‘au toluene: - diphényloxazole (PPO) 1%

- POPOP 0,025%
- dans toluéne grade scintillation ou "Sulfur
Free"
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Dans les deux cas, le camptage sera effectué sur un compteur a scin-
tillation liquide B dans les conditions optimales suggérées par les fabri-

guants de l'appareil.

2.8 Dosage de la DNAse I pancréatique

Les conditions pour la mesure de l'activité de la DNAse I pancré-
atigue (EC 3.1.4.5) par le test d'hyperchromicité ont été décrites précé-
demment par Kunitz (81), de méme que par Lindberg (94) en ce qui a trait a
1'activité inhibitrice de l'actine sur cet enzyme. Mais la méthode que
nous avons adoptée pour le présent travail s'inspire principalement des

travaux de Blikstad (14).

Il s'agit tout d'abord de prélever entre 20 et 50ul de milieu réac-
tionnel contenant environ lug de l'enzyme 3 doser (voir résultats) puis
de les déposer dans une cuvette de 3,5 ml. On lui ajoute ensuite 3,0 ml
de substrat* puis, aprés un brassage rapide par guelgques inversions,
1'augmentation de l'absorbance i 260 nm est enregistrée pendant 3 3 4 mi-
nutes. La pente de la portion droite de la courbe obtenue est directement
proportionnelle d/la quantité d'enzyme présent dans le milieu, On peut a-
lors, au moyen d'une courbe standard, déterminer avec une assez bonne pré-

cision la quantité de DNAse I libre. (Voir résultats)

Substrat: 40 ug/ml de DNA dans Hg504 4mM
CaCl, 2mM et Tris 1M, le pH étant ajusté & 7,5 avec HCL.
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2.9 Electrophorése sur plague de gel de polyacrylamide

La méthode d'électrophoreése sur plaque que nous utiliserons ici
est tirée d'un article de O'Farrel (119) et présente une amélioration mé-
canique de celle décrite par Laemmli (84) en ce qui a trait aux solutions

*

stock et aux concentrations de gel utilisées. Toutes ces solutions stock

sont préparées et gardées au froid (4°C).

Pour préparer le gel de migration, la technique consiste a mélanger
les solutions A, B ainsi que l'eau (dans les proportions indiquées a la ta-
ble du tableau IV) dans une fiole a vide Erlenmeygr puis a dégazer 5 mi-
nutes avec une pompe a eau. Les solutions D et E sont ensuite ajoutées
puis, aprés un léger brassage rapide, on dépose promptement, a l'aide soit
d'une pipette ou d'une seringue, le mélange final entre les deux plaques
de verre déja montées sur leur support. Cette opération doit étre effec-
tuée rapidement mais un grand soin doit étre pris pour éviter que des bul-
les d'air ne soient emprisonnées a l'intérieur du gel. Ce dernier, d'envi-

ron 8 cm de hauteur, sera ensuite recouvert avec précaution de 2 ml d'eau

Solutions Stock: Toutes ces solutions sont aqueuses,

Solution A: Tris-HC1 1,5M a pH 8,8 et SDS 0,4%
Solution B: Acrylamide 30% et bis—acrylamidé 0,8%
Solution C: Tris-HC1 0,5M a pH 6,8 et SDS 0,4%
Solution D: Persulfate d'ammonium a 10%

Solution E: TEMED 5% 'V/V

N.B.: ILes solutions D et E sont préparées juste avant leur utilisation.



Tableau IV

Préparation des gels de migration
et de compression pour électrophoreése
sur gel de polyacrylamide

Solution |Contenu de Préparation de Préparation de
la solution 25,0 ml de Gel 100 ml de
de migration a Gel de
10% compression
- a 3,5%
concentration| wvolume de |
finale solution Concentra- Volume de
stock (ml) tion finale| solution
stock (ml)
Tris-HCl
A pHB,8 0,375M 6,25 - -
5DS 0,l%
Acrylamide 10% 3,5% 1,17
B Bis-acryla- 8,33
mide 0,27% 0,004%
c Tris=-HC1 =
PHE , B _ 0,125M 2.50
5Ds - 0,1l%
D Persulfate 0,033% 0,082 0,03% 0,03
E TEMED 0,05% v/V 0,25 0,10% 0,20
vy
Hzﬂ - - 10,09 - 6,10

N.B.: Pour la préparation d'un gel de migration a 12 ou a 15%, seule

les quantités de solution B et d'eau seront modifiées en conséquence.

La composition des solutions A, B, C, D et E est décrite au bas
de la page 53.
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puis laissé 3 polymériser pendant une heure. L'eau est alors rejetée puis
remplacée par 5 ml de la solution A diluée 4 fois, On peut ici laisser

pour la nuit, ou utiliser immédiatement.

L'opération suivante consiste 3 enlever ce tampon pour lui substi-
tuer le gel de compression (3,5%) préparé de facon identigue a celle décri-
te plus tot pour le gel de migration, Aprés une polymérisation de 30 3 60
minutes, on dépose le support de la (ou des) plagque(s) dans la cuve de
l'appareil contenant déjd entre 1 et 2 litres de tampon glycinc* de fagon
4 ce gque le partie inférieure du gel soit en contact avec le tampon glyci=
ne. Autant au début qu'en cours d'électrophorése, ou devra veiller a ce
gu'aucune bulle ne vienne interférer avec ce contact gel-liquide, On ajou-
te ensuite suffisamment du méme tampon dans la cavité supérieure du sup-
port de facon d ce que le gel de compression en solt aussi recouvert, Le

LR
peigne est alors retiré doucement puis de 30 & 75pi des échantillons

*

Tampon glycine: Tris 0,025M, Glycine 0,192M et 5DS 0,1%, le tout

ajusté a un pH de 8,3 avec HCIL.

* %k

‘Traitement des échantillons pour électrophorese:

Immédiatement apreés leur retrait des différents milieux réaction-
nels, les échantillons se voient ajoutés 1/3 de leur volume de la solu-
tion suivante: Tris-HCl ©,25M, pHé,8, SDS 8%, glycérol 40% et B-Mer-
captoéthanol %G% . Les échantillons sont alors bouillis 2 minutes puis
congelés 4 -20 C jusgqu'au moment choisi pour effectuer 1'électrophorese,
A ce moment, on leur ajoute 0,06 volume d'une solution de bleu de bromo-
phénol & 0,04% qui servira comme indicateur visuel pour la progression
de la migration.
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(20ug de protéine) sont déposés dans les puits formés par son enlévement
et submergés par le tampon glycine. Suite 3 la déposition des échantil-
lons a analyser, on appligue aux bornes de l'apﬁareil un courant continu
équivalent & 40 mA par plaque de gel. Lorsque la migration du bleu de
bromophénol est complétée, ce qui ﬁeut prendre de 1% a 3heures selon les
gels, l'alimentation est coupée, les gels sont dégagés des plagues de ver-
re et plongés dans un bain de coloration. La coloration et la décolora-
tion sont effectuées selon la technique développée par Fairbanks et coll,

(43).

Aprés cette étape, les gels sont photographiés, passés au densitométre

ou encore découpés en sections et comptés pour la radiocactivité.

2.10 Polymérisation de 1'actine

La méthode utilisée pour polymériser 1l'actine-G en actine F est
trés simple. Il s'agit d'ajouter 4 un volume de solution d'actine-G dans

son tampon normal {(G) un vingt-neuviéme (1/29) de volume de la solution

*
Technigue de coloration et de décoloration des gels:

Bussitdt qu'ils sont retirés de 1'appareil, les gels sont plongés
dans un bain contenant une solution agueuse de Isopropancl 25%, acide
acétique 10% et de bleu de coomassie 0,025%, Apres une nuit, cette so-
lution (qui peut &tre réutilisée a quelques reprises est remplacée suc-
cessivement pour des périodes de 24 heures par les 3 solutions agueuses

suivantes: 1y rgopropanol 10% et acide acétique 10%

2) acide acétigue 10%
3) idem a 2).

Les gels pourront étre gardés dans cette derniére solution quel-
gues jours avant leur analyse. Une attente trop longue améne une diminu-
tion de 1'intensité des bandes et é&ventuellement leur disparition,
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. * . . s :
de polymérisation . La polyméerisation de l'actine s'effectue alors rapidew

ment.

Deux méthodes basées sur des principes entiérement différents ont
permis de suivre la cinétigue de cette polymérisation de méme gu'elles ont

été utilisées pour l'étude de la perte de polymérisabilité de 1'actine,

La premiére de ces méthodes, la Viscosimétrie; est mesurée 3 une
température choisie dans un viscosimetre Ostwald semimicro 3 capillaire
(type 150, Cannon Instrument Company), avec des temps d'écoulement de
30-35 secondes pour le tampon-G a 21% (58). La viscosité spécifique est

b ] ] "
calculée a l'aide de l'expression suivante:

Temps d'écoulement solution

Temps d'écoulement solvant

Cette formule ne tient pas compte ici des différences de densité en-
tre le solvant et les solutions d'actine car ces différences sont négli-

geables.

La diffusion de la lumiére constitue la seconde méthode. Il s'agit
ici d'enregistrer la diffusion de la lumiére a 90° 3 travers 1'échantil-
lon en utilisant comme standard l'actine-G et l'actine-F, correspondant

chacune & une polymérisation de O et 100%, respectivement. Cette mesure

* %
Sclution de pelymérisation: Tris-HCL 0,542M a pA8 KC1 3,0M et Hgt:l2

30mM. Un vingt-neuvieme de volume de cet=
te solution ajouté d de l'actine-G permet d'obtenir les conditions opti=
males pour la polymérisation rapide de l'actine, soit: KCl1 0,1M, MgCl2
1,0mM et Tris-HC1 20 ,0mM.
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a été effectuée & 1'aide d'un spectofluorimétre (Perkin-Elmer MPF-2A) a

a O
une longueur d'onde de 400 nm a 21 C,

2.11 Marquage de l'actine-G au moyen de {3u}-aTP

Il nous a été nécessaire d'obtenir de l'actine-G-ATP marquée(c-i-d
possédant un tritium sur le noyau adényl de 1'ATP) de fagon a4 pouvoir sui-
vre la cinétique de l'enlévement du nucléotide 1lié ainsi que les diverses

formes que ce dernier peut prendre lors de son hydrolyse,

Pour procéder au marguage, il faut tout d'abord dialyser l'actine-G
fraiche pendant 24 heures contre du tampon G dont la concentration en cal-
cium a été diminuée de 4 fois de fagon & obtenir des conditions plus ef-
ficaces pour 1'échange ultérieur de 1'ATP 1ié avec 1'{3H}-ATP du milieu

(147).

A cette actine-G, on ajoute 1/6 de volume de Dowex I-XB (200-400
L3
mesh) en suspension dans le tampon de dialyse sans ATP. Le mélange obte=-

L

Si une forte concentration d'actine n'est pas reguise, on peut alors
diluer la solution d'actine-G avec du tampon G sans calcium, L'effet ob-
tenu est le méme.

**+ Le Dowex I-X8 (200-400 mesh) est conditionné selon une procédure
impliquant deux lavages successifs (le premier basique avec NaOH 1M,
1'autre acide avec HCL 1M), suivis d'un ringage intensif & l'eau. Une

fois ainsi traité, on le conserve dans une suspension l:1 avec du tampon-G
sans ATP. Juste avant de l'utiliser, le Dowex est lavé 3 plusieurs re-
prises avec ce méme tampon par une série de 5 centrifugations, un volume de
tampon est ajouté d un volume de culot gui est alors bien agité pour obte-
nir une suspension homogéne.
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nu est agité 5 minutes & froid puis centrifugé 2 minutes & 3000 x g, Le
surnageant est alors filtré par succion sur papier filtre pour éliminer
coute trace de dowex. Au filtrnt; on ajoute immédiatement de 1'ATP enri-
chi de {%H}-ATP de fagon & obtenir une concentration molaire d'ATP libre

équivalant 4 10% de la concentration d'actine-G,

Aprés 30 minutes d'incubation sur la glace, on élimine tout 1'ATP
libre par un autre passage rapide au dowex. La solution d'actine-G obte-
nue est alors rendue aux conditions normales de conservation de l'actine-G

par l'ajout de ca?* et d'ATP non radicactif, puis utilisée immédiatement,

Il est & noter qu'une variante de cette méthode pourrait simplement
étre une incubation d'une nuit de l'actine-G en présence d'{’°H}-ATP dans
les conditions normales de ca’*. uUn rapide passage au dowex ' permettrait
ensuite 1'élimination du {7H}-ATP libre et l'utilisation immédiate de
l'actine marquée obtenue. Ces deux méthodes doivent €tre aussi valables

l'une que l'autre quoique nous n'ayons utilisé que la premiére,



CHAPITERE III

3. RESULTATS

Ce chapitre sera présenté en deux sections distinctes, la premiere
étant axée sur le travail effectué lors de la mise au point des méthodes
gui n'étaient pas familiéres au laboratoire ou il a été exécuté, Nous y
verrons l'élaboration, étape par é&tape, des techniques finales décrites

dans le chapitre précédent.

La seconde section présentera les résultats obtenus lors des expé-
- sa £ . o
riences concernant l'effet des membranes &'hépatocytes sur 1'ATP lié a

1'actine et sur les nucléotides libres du milieu réactionnel.

3.1 Mise au point des méthodes

L'obtention des résultats qui seront présentés dans les deux sec-
tions suivantes.n'aurait PuU survenir sans un long et parfeis fastidieux
travail de mise au point des méthodes différentes de celles antérieurement
pratiguées dans ce laboratoire. Quoique pour la plupart décrites dans la
littérature scientifigue, ces technigues ont dues &tre adaptées et méme
modifiées selon les besoins encourus et en accord avec le-budget disponi-

ble de méme gu'en fonction des appareils i notre disposition,
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Cette section n'est donc essentielle que dans la mesure oli 1'on se
doit d'expliquer le choix de telle ou telle érocédure en tenant compte des
facteurs limitants énoncés plus tot et finalement surtout pour_éviter a
d'autres les piéges que l'élaboration des méthodes finales a nécessaire-

ment comportés.

3.1.1 préparation des membranes cytoplasmiques d'hépatocytes

Sans vouloir anticiper la présentation des résultats de
la section 3.2 sur la phosphorylation de l'actine, il est essentiel de pré-
ciser que ces résultats se sont avérés fort décevants dans le sens que non-
conformes aux résultats obtenus par Grazi (55). Ce manque de phosphoryla-
tion nous a amené tout d'abord a suspecter notre préparation de membrane
comme étant éossiblement le, ou un des facteurs responsables de cet état

de fait.

Nous avons donc tenté, et ce par diverses modifications de la prépa-
ration initiale, d'obtenir une suspension membranaire capable de phosphory-
ler l'actine. Les deux éléments majeurs de ces essais sont les suivants:

1) 1l'homogénéisation et le bris mécanique des hépatocytes et 2) les condi-

tions de reflotaison sur gradient discontinu de sucrose,

Le tableau V nous permet de comparer chacune des modifications es-
sayées. On peut constater que toutes, sauf la méthode # 5 de Stein (143)
utilisée par Grazi (54, 55) ont débuté par la perfusion du foie, Cette per-
fusion préalable ne pouvant qu'augmenter la pureté des membranes cytoplas-
miques d'hépatocytes en éliminant au maximum toute trace de membranes 4d'é-

rythrocytes, nous avons jugé préférable de la conserver dans la méthode fi-






Tablaan ¥V

Préparations différentes de membranes plasmlques de foie

T
(]
Lrip.".tun Perfusion I Homogend ization Centrifugations Animal
sur gradisnt testé
Tampon Description ﬂi.l::-ti.nn
Phases de Sucrose Rotor| Vitesse
[} L] et temps
&
1 out A Omni-nixer m'nr-i 1,6==1,4==1,25-- | #1 | 23 00C0rpm | RAEE &t
| walll 1| minote & 0,33 | 1,5 heure lapin
| LF2 Vmax (8 vo- |
| luses da tampon)
2 ol A 12 coups piston idem & 1 (1 iden 1 mac
taflon searcé (8
vol. de tampon) |
3 Ut A 12 coups piston idem & 1 L} idem 1 Fat
ds verre serré
8 wol.)
4 oul B |M-i1 idem i 1 il idem 1 | Rat
5 (] c Omni-mlxer 1 min| 2 gradients: Rats et
i | Vmax Osec | 1) 1,6M-0,25K . ‘:5"::" lapin
i vmax, (5 val.) MgCl,
2) 1,6M=0,7%8
(EDTA)
& o o omnl-piwer lmin |1,6=-1,37--1,25— | ®2 21 000cpm Lapin et
} Vmax puis 4 & (0,25 1,5 heure rats
5 compo teflon,
(8 wal.l)
H.B.: - Rotor: #l = petit "Swinging bucket" NG SBH-28)

B2 ~ grog "Swinging bucket®, MO SB-110 de IEC

= La préparaticn WS a été fidélement reproduite de Stein (143}, (Méthode utilisée par Grazi)

Tampon A: H.u.litn! 1mM
PMSF ln#M
EDTA 1mM
ph 7.6

Tampen B Sucrose ©O,25M

mycl,
pH * 7,8

1,0mm

Tampon C: Sucrose 0,258

pH 7,5

Sucrose O,25M

E=Mercaptodthanal

l0mM

Tris-acétate pH 7,1

FHSF  1mM
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nalement adoptée (Méthode # 6) et précédemment décrite en détail a la sec~

tion 2.3

Par ailleurs, on peut remarquer sur le tableau V que les tampons de
méme que les types d'homogénéisation ont été légérement modifiés d'une
préparation a l'autre. Mais qu'on ait utilisé une méthode autant ionique
que mécanique de rupture des cellules, par exemple en favorisant le "clum~

ping" a l'aide de MgCl, (Méthodes 4 et 5) ou encore en favorisant 1'écla-

2
tement des cellules a faible pression osmotique (Méthode 1, 2 et 3) ou
méme par une méthode ou le tampon d'homogénéisation ne devient qu'un

support  passif au bris mécanique (Méthode # 6), dans tous les cas les

résultats de la phosphorylation de l'actine se sont avérés négatifs,

En ce qui a trait aux étapes subséquentes a l'homogénéisation, trés
peu de modifications par rapport a la méthode originale ont été apportées,
sauf pour la méthode # 5, ou les membranes sont obtenues par une série de
lavages par reflotaison, ce qui rallonge la derniere étape de préparation
sans modifier la préparation de membranes ou encore son rendement de puri-

fication.

La décision, donc, d'utiliser la méthode de préparation # 6 repose
essentiellement sur le fait qu'elle présente une combinaison cptimale
de 2 facteurs, soit le meilleur rendement de toutes les méthodes
(Voir tableau VI) autant pour le lapin que pour le rat, et soit une

durée réduite de préparation, environ 6 heures.



Rendements obtenus pour les différentes méthodes

Tableau VI

de préparation de membranes plasmiques de foie

Méthode Animal Poids Rendement Temps
de foie (ég de protéines mémbranaires) d'exécution
{(g) g de foie {heures)

1 1 rat 8,9 0,76 7

1 1 lapin 72,8 0,24 7

1 4 rats 21,8 1,25 7

1 1 rat’ 1,85 0,82 7

2 1 rat” 1,67 0,38 7

3 1 rat* 1,89 0,52 7

4 1 rat* 1,95 0,32 7

5 2 rats 8,0 1,23 8

6 1 lapin 75,0 0,79 6

6 6 rats 17,0 1,25 6
N.B.: Les astérisques indiquent que ces 4 méthodes ont été exécutées

simultanément en séparant en 4 portions le foie d'un seul rat.
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Mentionnons enfin que les culots récoltés apres la centrifugation
de la derniére étape de nos préparations étaient typiquement blancs, quoi-
que parfois légérement contaminés par différentes guantités d'un matériau

brun, selon les différentes préparations.

La microscopie électronique de la préparation finale nous révele la
présence de grands feuillets de membranes contenant un niveau modéré de
mitochondries, d'éléments de l'appareil de Golgi et de réticulum endo-
plasmique. Ceci correspond bien aux résultats obtenus par la caractéri-

¥
sation biochimique de cette préparation,

La fraction membranaire gque nous avons utilisée consiste donc en une
fraction enrichie en membranes cytoplasmiques.C'est & cette préparation
gqu'il faudra se référer tout au long du présent travail lorsgue des ex-
pressions telles: préparation de membranes, suspension de membranes ou en-

core membranes, seront utilisées,.

3.1.2 Détermination de l'orthophosphate

La méthode de détermination colorimétrigue de l'ortho-
phosphate qui a été utilisée ici a déja été décrite au chapitre précédent
(sec. 2.5). Certains aspects d'une manipulation fréquente et dans diffé=
rentes conditions n'ont toutefois pas été mentionnés par les auteurs de

cette méthode (72, 153)., Le but de cette section est donc de combler cer-

Je remercie ici le Dr. H.-M. Therien pour son travail effectué en mi-
croscopie électronique de méme gue pour la caractérisation biochimigue
des membranes utilisées lors de nos essais. Pour plus de détail, consul-
ter Gruda et coll. (58).



tains détails d'utilisation générale gqui ne sont mentionnés nulle part
ailleurs mais qui pourraient causer certains problémes ou soulever quel-

ques questions pour un autre utilisateur.

Tout d'abord, toute la verrerie qui sera en contact a un moment ou
l'autre avec les solutions contenant le phosphate & doser aura di étre
préalablement trempée au moins 30 minutes dans une solution de lavage d'a-
cide sulfochromique puis abondamment rincée a l'eau distillée et déminéra-

lisée pour etre finalement séchée au four.

La figure 5 illustre la nécessité de cette opération. On peut voir
que les valeurs obtenues pour déterminer la courbe standard ne sont pas
bien alignées si la verrerie utilisée n'a pas subi le lavage au sulfochro-
mique. On peut constater que la courbe obtenue est parfaitement rectili-
gne sur un champ de concentration s'étendant entre 0 et 9 uM pour la solu-

tion a doser.

Un autre facteur ne possédant qu'une légére influence, celui-la,
est le temps d'incubation nécessaire au développement de la coloration
verte. Ainsi un méme échantillon verra son AﬁEG subir une modification
en fonction du temps d'incubation. La variation est légére,

As6% , mais elle est suffisante pour avoir a prendrla soin de lire chacun
des échantillons aprés un temps identigue, Le temps utilisé a été de 30+2

minutes pour toute la durée de ce travail.

I1 devient maintenant important de mentionner nos cbservations con-
cernant la conservation du réactif au vert de Malachite ainsi que des so-

lutions servant a le préparer, Tashima et Yoshimura (153) suggéraient de
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FIGURE 5:

Effet du pré-lavage 3 l'acide sulfochromique sur le
dosage de 1'orthoéhosphate par la méthode au vert de
Malachite. La concentration en phosphate indiquée en
abcisse correspond a l'orthophosphate présent dans
la solution échantillon avant l’ajout du réactif au
molybdate: A——A vaisselle lavée a l'acide sul-
fochromique, + ——+ vaisselle lavée de la fagon

standard.
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redjeter le réactif une semaine apreés l'avoir préparé. Les circonstances
aidant, il a été possible de vérifier la nécessité de ce rejet et, comme
l'indique la figure & un réactif au Malachite, gqu'il soit frais ou 3gé de
4 mois, ou encore fralchement préparé a l'aide de l'une ou l'autre (ou
les deux) des solutions stock de vert de Malachite ou de paramolybdate
d'ammonium agées de 4 mois ou fralchement préparées, aucune différence
majeure n'est apparue d'un réactif 3 l'autre, sauf a des concentrations
dépassant largement celles ol nous avons travaillé. Il semble donc que
ces auteurs avaient sous-estimé le temps de conservation utile de leur

réactif,

Mous n'avons jusqu'ici traité gue des résultats obtenus pour des
solutions standard d'orthophosphate, donc sans minéralisation de l'acti-
ne. La figure 7 représente, en comparaison avec la courbe standard norma-
le, la courbe cbtenue pour 250ug d'actine { 5,95 nmole) précipités et
lavés au TCA 10%, auxquels on a ajouté des quantités croissantes d'ortho-
phosphate avant d'effectuer la minéralisation et l'hydrolyse. On peut
voir que les deux courbes sont assez semblables, toutefois, on peut no-
ter 2 différences significatives. La pente du standard contenant l'actine
est légérement inférieure 3 celle du standard d'orthophosphate, ce qui
pourrait indiquer une hydrolyse incompléte du pyroéhusphate formé lors de
la minéralisation. Il est a noter que la réaction a la base de ce dosage
est spécifique a 1'orthophosphate, le pyrophosphate n'influencant pas les
résultats a ces concentrations. La deuxiéme différence est 1l'Agc, de
0,012 cbtenie pour 1'actine sans ajout d'ortophosphate, soit une valeur
résiduelle d'environ 1 mole de phosphate inorganique pour 10 moles d'ac-

tine & 1'état 'hative’. Il semble que l'actine 'hative' soit légerement phos-



FIGURE. 6: Effet du vieillissement du réactif au vert de mMala-
chite lors du dosage de 1l'orthophosphate,
[ ]

la solution stock fraiche de paramolybdate (A) et

® Réactif fralchement préparé 3 l'aide de

de la solution stock fralche de vert de Malachite (B).
O

et (B) frais. A——A Réactif fralchement préparé

O Réactif fraichement préparé avec (A) agé

avec (A) frais et (B) agé. y——=7 Réactif fraiche-
ment préparé avec (A) agé et (B) agé. [OJ—[ Réac-
tif agé. (Une solution agée a été préparee 4 mois

auparavant.)



FIGURE 7: Courbe standard pour le dosage de 1'orthophosphate

suite 3 la minéralisation: QO QO Sans actine
A-----A En présence d'actine (Voir a la section

2.5 pour des détails supplémentaires)
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phorylée, puisque pour tous nos essais, on a obtenu entre 0,1 et 0,2 mo-
le de phosphate par mole d'actine, ce qui est en accord avec les résul-

tats déja mentionnés de Steinberg (149).

Une derniére considération découlant de l'utilisation de cette mé-
thode doit &8tre mentionnée: il est important de ne pas trop varier l'aci-
dité de la solution & doser car, comme l'indique la figure 8, une varia-
tion importante de la pente peut survenir lorsque la concentration en HCL
de l'échantillon passe de 0 a& 675mM. Il importe donc d'établir une nouvel-
le courbe standard lorsgu'on utilise des échantillons d'acidité différen-

te.

Cette méthode de dosage du phosphate inorganique est donc excellen-
te et permet d'augmenter d'un facteur 30 environ la sensibilité de la mé-
thode encore largement utilisée de Fiske-Subbarow (46), Elle présente aus-
si l'avantage d'etre plus rapide et plus simple d'exécution, encore faut-
il prendre plus de précautions lors de la manipulation et du lavage de la
verrerie. A ce sujet, il est avantageux, lorsqu'elles sont disponibles,
d'utiliser des éprouvettes, ainsi que des cellules pour spectroscopie vi-
sible, neuves et jetables aprés usage, ceci évite la fastidieuse opération

du lavage a 1'acide.

3.1.3 Séparation et identification des nucléctides

I1 a é&té nécessaire de mettre au point une technigue
pour séparer et identifier les nucléotides présents, autant a 1'état li-
bre gque liés A& 1'actine, dans nos milieux réactionnels, La méthode de

chromatographie descendante sur papier qui a été décrite au chapitre pré-



FIGURE 8; Effet de l'acidité sur le dosage de 1’orthophosphate,
A un volume d'échantillon, on ajoute un volume de
réactif, puis on lit 1'Acc, aprés 30 minutes d'incu-
bation, L'échantillon gui contient 1'orthophosphate

O =mcl

est préparé dans: Hl—HN H,0 pure, [
0,225M et A——A HCL 0,675M,
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cédent n'a finalement été adoptée gue suite 3 1'essai non-concluant d'une
chromatographie sur résine échangeuse d'anions ( DowexI- 8X, 50 mesh) a
l'aide d'un systéme de solvants décrit par Cohn (31) en 1950, Cette métho-
de demeure tout de méme applicable dans des circonstances différentes de

celles ol nous devions travailler.

La figure 9 représente le profil d'élution d'un mélange équimolaire
(lmM de chacun) d'ATP et d'AMP. Méme s'il est possible d'obtenir une sépa-
ration raisonnable des différents constituants d'un mélange donné, cette
méthode s'applique 4 une préparation plutdt qu'd l'analyse quantitative de
trés faibles quantités, et ce surtout si la méthode de détection utilisée
est la mesure de 1'absorbance a 257nm. L'utilisation d'ATP radioactif et
de ses dérivés permet une détection de quantités beaucoup plus faibles,
mais il est assez difficile de quantifier exactement la surface réelle de
chacun des pics et de déterminer avec précision leurs rapports réciproques.
Le dernier argument, et non le moindre, en défaveur de cette méthode est
son temps d'exécution. Le passage successif de 100 i 200 échantillons au-

rait 4 lui seul nécessité plusieurs mois de travail.

La méthode de chromatographie descendante sur papier 4 l'aide de ma-
tériel tritié nous est alors apparue comme pouvant combler avantageusement
toutes les failles que nous avons pu détecter lors de l'usage de la premié-
re méthode. La figure 10 nous permet de constater que la migration des dif-
férents spots représentant les standards d'ATP, d'ADP, d'AMP, d'adénosine
et d'adénine correspond parfaitement aux densités de radioactivité mesu-
rées pour une solution d'{’H)}-ATP présentant une pureté de 95%, L'ordre

d'élution des différents nucléosides est le suivant: adénine, adénosine,



FIGURE 9:

Profil d'élution d'un mélange éguimolaire A'ATP et
d'AMP sur une colonne de 1 ml de Dowex-I-X8 (50 mesh),
Dépot: & ml d'un mélange équimolaire d'ATP et d'AMP
4 lmM & un pH de 7,5; vitesse du dépot de B ml/heure.
L'élution se fait a 120 ml/heure & l'aide successive-
ment des selutions "C": HC1 3,0mM, "D": HC1 10,0mM
et HaC; 20,0mM et "E": HC1 20mM et NaCl 200,0mM.
Les fléches indiguent le moment du changement d'une
solution pour une autre. L'AMP est élué par la so-
lution "C", 1'ADP (ainsi gue 1'AMP) par la solution
"D" et 1'ATP (ainsi gue 1'ADP et 1'AMP) par la solu-

tion E.
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FIGURE 10:

Position des nucléotides adenylés suite a une chro=
matographie descendante d'une durée de 16 heures sur
papier Whatman # 1. La partie supérieure de la figure
nous indique la position sur le papler des spots dé-
terminée par irradiation T.T..‘k’. Le graphique de la par~
tie inférieure nous permet d'observer la densité de
radioactivité (cpm/cm) obtenue suite au découpage du
papier. On peut ainsi observer une bonne corrélation
entre les spots obtenus en U,V, et les pics issus du
comptage du papier, Déposition: 5ul d'ATP (pur & 95%)
possédant une activité spécifique de 1,5 x 10° dpm/m1
et 5yl de la solution standard 4'ATP, d4'ADP, 4d'AMP,
d'adénosine et d'adénine (Voir page 50)
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AMP, ADP et ATP avec respectivement les facteurs de rétention relatifs

suivants: 0,91, 0,82, 0,60, 0,42 et 0,32,

I1 est A noter ici que les deux pics correspondant & la radioactivi-
té de 1'adénine et de l'adénosine sont beaucoup plus distincts en comptage
de radiocactivité que par la visualisation des spots sur le chromatogramme,
Dans ce dernier cas, ces deux dérivés ne présentaient méme parfois qu'un
seul spot assez large et diffus. Il semble que les variations de 1'état de
conservation du tampon d'élution, l'étanchéité du bain ainsi gue de la dis-
tance totale de migration ont été a l'origine de ces variations,

Enfin, la correspondance des facteurs de rétention autant par la vi-
sualisation des spots que pour la densité de radiocactivité obtenue apreés le
comptage nous a permis d'acquérir une bonne certitude gque le comptage uni-
gue des spots permettait d'obtenir une aussi bonne précision que le décou-
page systématique de toute la longueur de la migration en petites portions.
Cette méthode du comptage unique des spots permet de réaliser une bonne é-

conamie de temps et de matériel.

Quant au rendement de comptage, il se situait initialement aux alen-
tours de 5 a 6% pour les résultats obtenus lors du découpage intégral du
papier avec le scintillant au toluéne. Ce rendement a pu €tre augmenté a
environ 40% par l'utilisation du scintillant Formula A-950 suite a une ex-

traction préalable du papier découpé avec 1 ml de HCl 1N pendant une nuit,

Cette derniére méthode nous a donc donné satisfaction quant aux ré-
sultats gu'elle a permis d'obtenir, Mais avant d'entamer la poursuite des
travaux présentés ici, une analyse de la possibilité d'effectuer la sépara-

tion guantitative de 1'ATP et de ses dérivés par une technique différente,
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telle la chromatographie sur coache mince ou encore par HPLC, devra etre
sérieusement envisagée. Car, quoique ponctuellement plus onéreuses, ces
technigues devraient pouvoir permettre de réaliser une importante économie

de temps, et par la meme, éventuellement, d'argent.

3.1.4 Dosage de la DNase I pancréatique

Etant donné les caractéristigues de perte d'activité de la
DNAase I suite a sa liaison éguimolaire avec l'actine-G, cet enzyme peut
etre utilisé avec succes pour un dosage précis de la polymérisation de
lt'actine en partant d'échantillons trés réduits (14). La breve description
de cette méthode donnée au chapitre précédent demande toutefois certaines

précisions et une explication graphique un peu plus détaillée.

La figure 11 nous présente le tracé obtenu suite a l'ajout de 3,0 ml
de substrat DMA a4 lug de DNASE en sclution dans environ 35pg d'un milieu
donné. On peut voir se développer en fonction du temps une courbe d'aspect
sigmoidal. La pente au point d'inflexion est directement proportionnelle &
la guantité d'enzyme présent et nous permet de déterminer avec une assez
bonne précision son activité. La DNASe I utilisée ici posséde une activité

-1 -1

d'environ 0,09 A Ryen min “pug , ce gui est semblable aux valeurs précé-

demment obtenues par Lindberg (94).

I1 est & noter que la DNAse I subit une baisse d'activité en fonc-
tion de son vieillissement en solution. (Voir figure 23) Méme si cette
baisse demeure relativement faible a 4DC, il n'en demeure pas moins néces-—
saire d'en tenir compte lors de l'analyse de résultats obtenus pendant une

période de temps prolongée.



FIGURE 11: Test d'hyperchromicité pour le dosage de la DNAse I

pancréatigue. A 3,0ml de DNA 40ug/ml, MgSO 4,0mM,

4
cacl, 2,0mM et Tris-HCl 1,0M @ pH 7,5, on ajoute

35ul de DHase I (environ lupg), On agite rapidement
puis on mesure l'augmentation de 1'A,g, en fonction
du temps, La perte au point d'inflexion est propor-

tionnelle & la quantité d'enzyme présent.
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Un autre facteur important agit sur la longévité de l'activité de

cet enzyme: sa pureté. Nous avons noté qu'une préparation trés purifiée
obtenue de Sigma (# DN-CL) perd son activité beaucoup plus rapidement que
la DN-100 moins pure (Résultats non montrés); Suite a cette constatation,
notre action ne s'est limitée qu'au choix évident de n'utiliser que la

DNAse I pancréatique DN-100, plus stable et heureusement moins onéreuse,

3.2 Effet des membranes cytoplasmiques d'hépatocytes sur 1l'actine

Rappelons d'abord que le but initial de ce travail était d'obte-
nir de l'actine phosphorylée par les membranes cytoplasmiques d'hépatocy-

tes pour ensuite étudier les propriétés de cette actine modifiée.

La présente section traitera donc directement des effets obtenus a
1l'aide de nos préparations de membranes cytoplasmiques d'hépatocytes sur
l'actine G et F, Pour faciliter une meilleure vision d'ensemble de ces ré-
sultats, cette section se présentera en cing parties relativement distinc-

tes.

Nos résultats préliminaires de phosphorylation de 1l'actine-G au
moyen des membranes constitueront la premiére partie. La seconde démontre-
ra la disparition rapide de 1'ATP dans tous les milieux réactionnels en
présence de membranes. La troisiéme partie traitera des effets de 1'"arra-
chage” du nucléotide de l'actine a4 l'aide du Dowex-I. Nous y verrons
l'existence d'un certain "parallélisme" entre ces effets et ceux obtenus

en présence de membranes.

La quatriéme partie, présentera un apercu global de 1l'action des mem-

branes cytoplasmiques d'hépatocytes sur 1l'actine a 1'aide de plusieurs pa-
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ramétres suivis simultanément lors d'une expérience unique, La derniére
partie nous montrera finalement, par électrophorése, l'absence définitive
de phosphorylation autant sur 1'actine-G que sur 1'actine-F par notre frac-

tion enrichie de membranes cytoplasmiques d'hépatocytes,

Avant d'entreprendre la ﬁrzniére de ces sections, il est nécessaire
de préciser ici que le choix et 1'é&laboration de ces divisions relévent
plus d'un ordre chronologigque gue d'une stricte logigue., La décision de
choisir cette voie a été prise dans le but de rendre la lecture du présent
chapitre sinon plus facile, du moins plus agréable, Il est évident gu'une
telle fagon de procéder serait difficilement compatible & la rédaction d'un
court article pour une revue scientifigue sérieuse, et cela surtout a cau-
se des répétitions qu'elle engendre inévitablement. Mais étant donné la na-
ture du présent document et surtout du fait que la majorité des résultats
ont déjd été publiés ailleurs (58, 154), nous avons cru utile d'insister
davantage sur l'aspect historique. Il wva sans dire que l'aspect logique du
travail n'est aucunement négligé lors du traitement ponctuel de chague ré-
sultat. Il devient meme peut-etre encore plus évident puisgque le choix d'u-
ne expérience donnée se voit en fait motivé par les résultats cbtenus pour

la précédente.

3.2,1 Essais de phosphorylation de 1'actine

Cette section nous montrera les résultats cbtenus lors de
nos nombreuses tentatives de phosphorylation de 1'actine-G, Puisgu'il se-
rait superflu de tous les présenter, nous concentrerons notre attention sur

quelques expériences-types choisies en fonction de leur représentation d'u-



81

ne image réaliste de la tendance générale cbhservée lors de ces essais,

La f&gure 12 nous permet tout d'abord de constater que la guantité
de phosphore que l'on retrouve lié aux protéines du surnageant sans membra-
nes et précipité au TCA subit une augmentation en fonction du temps d'incu-
bation de l'actine en présence de membranes cytoplasmigues d'hépatocytes.
L'échelle du % de phosphorylation de l'actiﬁe* est utilisée de facon a sim-

plifier davantage 1'interprétation des résultats.

Quelques observations peuvent &tre tirées de l'analyse de ce premier
résultat. Tout d'abord, on peut voir que; parallelement & la hausse du
phosphore 1ié & 1'actine, on observe une hausse similaire du témoin ne com-
portant que des membranes sans actine . Sans les résultats obtenus pour
le témoin, la prcmiérc courbe aurait pu signifier l'cbtention d'une phos-
phorylation compléte de 1'actine en moins d'une heure. Ce gui aurait alors
été en parfaite correspondance avec les résultats de Grazi et coll, (55},
et ce, malgré le fait gue la concentration de notre préparation de membréncs

ait été environ 10 fois inférieure a la leur.

On peut voir gue le témoin de membranes sans actine subit lui aussi
une hausse du phosphate des protéines gui ne sont pas précipitées avec les

membranes lors de la premiére centrifugation. Cette hausse est tout a fait

. .
L'échelle donnée en % de phosphorylation sur la figure 12 a &té calculée

sur la base qu'un rapport molaire de 1 phosphate incorporé par molécule
d'actine-G nous donne une phosphorylation théorique de 100%, Ce qui signi-
fie en d'autres termes, gu'une concentration de 2,96 pM d'orthophosphate
retrouvée dans la solution traitée (Voir section 2.5) corrgdspondrait exac-
tement a la guantité de phosphate qui se serait liée dans un rapport 1:1

4 toute l'actine-G du milieu, soit 100% de phosphorylation,



FIGURE 12: <Variation de la quantité de phosphate retrouvée dans
le précipité au TCA 10% en fonction du temps d'incu-
bation de l'actine avec des membranes plasmiques
d'hépatocytes_de rats a 3OOC; concentration d'acti-
ne: 0,5mg/ml, concentration de membranes: 0,27mg/ml
(Préparées selon la méthode 1, voir tableau V). L'é-
chelle donnée en % de phosphorylation est expliquée
au bas de la page 81. @——@ Milieu réactionnel

O Milieu sans actine, [O——[]

au complet, O

soustraction algébrique des deux premiéres courbes,

X-—-==X actine sans membranes.
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similaire a celle observée pour le milieu réactionnel. Tellement, en fait,
que la soustraction algébrique des deux courbes nous donne la phosphoryla-
tion réelle de 1l'actine qui, elle, ne subit aucune modification en fonc-

tion du temps d'incubation avec les membranes.

Si on préleve des échantillons d'actine-G native maintenue dans les
mémes conditions, mais en absence de membranes: on peut retrouver un % de
phosphorylation résiduelle qui variera entre 10 et 20% d'un essai a l'au-
tre. La figure 12 nous présente aussi les résultats d'un essai ol l'on a
retrouvé un % moyen de phosphorylation résiduelle de 15,5%, Ce qui peut in-

diquer la présence d'une forme d'actine~G native phosphorylée dans les

muscles squelettiques (a partir desquels était préparée notre actine-G).

La présence de ce phosphate dans l'actine n'est cependant pas encore
une preuve indéniable de la phosphorylation résiduelle de 1l'actine. Le
traitement au TCA pourrait ne pas avoir entiérement extrait 1'ATP 1lié a
l'actine et il se pourrait que l'on ait alors en fait mesuré les phospha-
tes de cet ATP, ce qu'il est impossible de savoir a ce stade-ci, (Notons
aussi que 2 lavages supplémentaires du précipité au TCA n'ont aucunement

modifié 1'ampleur de ces résultats.)

Suite a de nombreuses tentatives de phosphorylation de 1'actine &
1'aide de diverses préparations de membranes cytoplasmiques d'hépatocytes,
nous sommes arrivés a la conclusion, devant la répétition systématique de
résultats semblables a ceux décrits a la figure 12, que notre préparation
de membranes ne phosphorylait pas l'actine; conclusion qui aurait été in-

versée si le controle "membranes-tampon-G" avait été omis,
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L'augmentation de la quantité de phosphate retrouvé dans le surna-
geant de la centrifugation du milieu réactionnel devait donc provenir d'é-
léments membranaires phDEéhDryléS et solubilisés lors de l'incubation du
milieu réactionnel. Ce phosphate pouvant initialement étre fourni par 1'AaTP
du milieu, il nous a semblé logigue d'examiner beaucoup plus en détail
1'effet des membranes sur le milieu réactionnel déja étudié, mais en absen-

ce d'actine cette fois. Ces résultats sont présentés 3 la section qui suit,

3.2.2 Hydrolyse de 1'ATP par les membranes cytoplasmigues
d'hépatocytes

De fagon a mieux comprendre les raisons de la non-phospho-
rylation de 1'actine dans les conditions décrites, nous avons voulu véri-
fier 1'effet exact de notre fraction enrichie de membranes cytoplasmigues

d'hépatocytes sur 1'ATP du milieu réactionnel en absence d'actine,

La figure 13 présente a cet égard des résultats trés significatifs.
On peut y voir une détérioration rapide de 1'ATP du tampon G mis en présen-
ce de membranes & 21°C. On peut v voir gqu'une incubation de 30 minutes &
peine avec une concentration de membranes aussi faible gque 0,31 mg/ml suf-
fit pour libérer 1'édguivalent de prés de 3 moles de.phosphate incrganicgue
par mole d'ATP présente initialement. Le méme phénoméne se produit pour le
tampon F mais a un rythme légérement supérieur, ce gui laisse supposer une
activité plus importante des enzymes membranaires en présence d'ions ma-
gnésium et d'une force ionique plus élevée. Un controle constitué de la
méme suspension de membranes dans du tampon G ou F en absence d'ATP n'a
démontré aucune augmentation du phosphate libre apreés 30 minutes, ni suite

i une période additionnelle de 20 heures i 4°C.



FIGURE 13: Hydrolyse de 1'ATP contenu dans les tampons G et F
par les membranes plasmiques de foie de rat. Suite
3 une incubation a 21°C, on précipite le milieu
réactionnel au TCA 10% puis on dose 1l'orthophospha-
te du surnageant par la méthode au vert de Malachite.
Concentration de membranes; 0,31 mg/ml, [:] Témoin
sans membranes, Milieu complet, au temps d'incu~
bation de O min. Milieu complet aprés 30 minutes
d'incubation. [Z]Milieu complet avec 30 min a 21°C

et 20 heures a 4°c.

FIGURE 14: Cinétique de 1l'hydrolyse de 1'ATP par les membranes plas-
plasmiques de foie de rat; concentration d'actine a
1,0 mg/ml, membranes a 0,0325 mg/ml, l'incubation
se fait A 21°C. Aprés un temps d'incubation donné,
des échantillons de milieu réactionnel sont prélevés,

centrifugés pour éliminer les membranes et précipités

au TCA. @ @® Dosage du phosphate du surnageant

du milieu sans actine, O——0O Dosage du phospha-

A

te du surnageant du milieu avec actine et A

dosage du culot du milieu avec actine,
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Il semble donc gue nos membranes, gui ne peuvent pas phosphoryler
1'actine, sont capables de détruire entiérement 1'ATP d'un milieu réac-

. . ey .
tionnel sans actine, et ce tres rapidement.

Ie méme phénomeéne est obtenu en présence d'actine. On peut voir 3 la
figure 14 que 3 moles de phosphate sont cobtenues par mole d'ATP aprés en-
viron 1 heure d'incubation a temﬁérature de la piéce, et ce en présence
d'actine-G et d'une concentration de membranes prés de 10 fois inférieure
a celle utilisée pour 1l'expérience relatée a la figure 13, La cinétique
d'apparition de 1'orthophosphate demeurant ici encore trés rapide, on peut
imaginer facilement une destruction totale de 1'ATP du milieu réactionnel
s'inscrivant a 1l'intérieur d'un trés court laps de temps lorsque la concen-

tration des membranes est de 1'ordre de 3,0 mg/ml.

Sur la meme figure 14, une courbe du phosphate 1ié aux protéines,
suite a la précipitation au TCA et & la minéralisation du culot, est aussi
présentée. On peut noter dans ce cas aussi gu'aucune phosphorylation ne se

produit en fonction du temps.

A ce point, il devenait trés intéressant de jeter un coup d'oeil
plus éclairé sur la disparition de 1'ATP, de méme que sur l'identité des
nucléosides formés suite & son hydrolyse. Aprés quelgues tentatives in-
fructueuses de séparation et d'identification de ces produits sur résine
échangeuse d'anions (Voir section 3.1.3), nous avons pu cbtenir toutes
les informations désirées grace a la chromatographie descendante sur pa-

pier et a 1l'utilisation d'un isctope tritié du noyau adényl de 1'ATP,

La figure 15 nous donne les densitogrammes obtenus suite au découpa-

ge en bandes des chromatogrammes effectués 3 partir d'échantillons préle-



FIGURE 15: Effet des membranes plasmiques de lapin sur la
composition en nucléotides du tampon G. Chaque den-
sitogramme représente un temps différent d'incuba-
tion a 250C. La concentration des membranes est de

0,1 mg/ml. (Voir aussi la figure 16)

-

N.B.: La position des pics a été définie 2 la

figure 10,
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levés a différents temps lors de l'hydrolyse de 1'ATP du tampon G par des
membranes cytoplasmiques d'hééatocytes de lapin. La faible concentration
de membranes utilisée, soit O;l mg/ml, nous a permis de ralentir suffisam-
ment la réaction afin d'obtenir une bonne visualisation de 1'ensemble du

phénoméne.

Tout d'abord, la correspondance entre les pics obtenus sur les den-
sitogrammes et les divers produits de dégradation de 1'ATP est la suivan-
te; le premier pic avec une migration d'environ 10 cm est 1'ATP, 1'ADP

suit a 13 cm, puis 1'AMP a 17 cm, et finalement 1l'adenosine a 25 cm.

L'identification de chacun de ces pics a déja été discutée a la sec-

tion 3.1.3

La figure 16 nous présente la quantification en pourcentage des dif-
férents produits de dégradation de 1'ATP exprimée en fonction du temps
d'incubation du tampon G en présence des membranes. Cette figure permet u-
ne meilleure appréciation de l'ensemble du phénomene en jeu que la figure
15. Tout d'abord, on peut constater que 1'ATP, de méme que 1'ADP disparais-
sent presqu'entiérement en l'espace d'une dizaine de minutes au profit de
1'AMP. L'AMP est ensuite a son tour dégradé en adénosine a un rythme ce-

pendant plus lent que lors de la premiére partie du phénomene,

Les deux derniéres figures démontrent hors de tout doute raisonnable
la disparition totale de tout 1'ATP du milieu réactionnel en seulement

qguelgues minutes.

La destruction rapide des nucléotides constitue une preuve addition-

nelle et indiscutable de 1'impossibilité d'une phosphorylation qui s'éten-



FIGURE 16:

Effet des membranes plasmiques de lapin sur les
nucléotides du tampon G, On peut voir ici une repré-
sentation plus claire des résultats déja présentés
571a figure 15. La concentration de membranes est de
0,1 mg/ml et 1l'incubation s'effectue a 25%;
o—® rtr, N B 2op, O—O amp

et Xw=——3X Adénosine.
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drait sur une péricde d'une heure comme c'était le cas chez Grazi (55).
Néanmoins, nous obtenons tout comme lui une perte graduelle de la polymé-
risabilité de l'actine (résultats non montrés ici, voir figure 23) accom-

pagnant son incubation en présence de membranes.

Cette destruction rapide de 1'ATP pourrait-elle étre responsable de
toutes les modifications que l'actine a subi dans ses propriétés? lLa sec-
tion suivante nous permettra de vérifier cette possibilité, Nous y verrons
l'effet de la disparition de 1'ATP sur la propriété intrinséque la plus

importante de 1'actine; sa polymérisabilité.

3.2.3 Modification des propriétés physico-chimigques de l'actine
suite a la perte de son nucléotide

Dans la présente section, nous avons voulu recréer arti-
ficiellement 1'effet de la disparition de 1'ATP sur le comportement de
l'actine-G en solution dans son tampon. Mous verrons ici gque l'actine-G-
ATP se sépare lentement de scn nucléctide 1ié suite a l'action prolongée
du Dowex I et perd ensuite graduellement et irréversiblement sa polyméri-

sabilite.

Mous verrons par ailleurs comment il est possible d'utiliser le
Dowex I pendant une courte période de temps de fagon a obtenir une actine-
G-ATP intacte dans un milieu dépourvu 4d'ATP auguel on peut ajouter du

{3u}-ATP pour finalement obtenir de 1'actine-G-{ H}-ATP utilisable,
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3.2.3.1 Effet du Dowex sur les propriétés physico-chimigues
de l'actine-G

Grazi (55) a déja décrit la perte de polymérisa-
bilité de 1'actine comme étant le résultat direct de la phosphorylation de
l'actine par les membranes cytoplasmiques d'hépatocytes de rats. Nos expé-
riences nous ont d'autre part permis de vérifier gue des membranes du me-
me type ne produisaient dans notre cas aucune phosphorylation tout en dé-
truisant la polymérisabilité de l'actine; De plus, nos membranes ont mon-
tré une forte activité pour hydrolyser complétement les nucléotides du

milieu de réaction et ce méme a de tres faibles concentrations,

A la lumiére de ces faits, on peut émettre l'hypothese selon laguel-
le la perte de polymérisabilité de l'actine, suite a l'action de nos mem-
branes, serait relidée a 1'élimination de 1'ATP libre du milieu réactionnel,
et non pas a une phosphorylation dont 1'évidence nous a jusqu'ici cruelle-

ment fait défaut.

Pour vérifier cette hypothése, nous avons utilisé le Dowex I-X8,
Cette résine échangeuse d'anions peut enlever les nucléotides du milieu

sans pour autant upérer une destruction directe de l'actine (80, 148},

Nous avons donc incubé de 1'actine-G avec du Dowex I-X8 i 4°C, A
aifférents temps, des échantillons de milieu étaient prélevés, centrifugés
pour éliminer le Dowex, puis déposés dans un viscosimétre oli on leur ajou-
tait une solution de polymérisation. Pour chague échantillon; une courbe
de viscosité a été obtenue en fonction du temps de polymérisation (Voir
figure 17). Le maximum de viscosité spécifique obtenue pour un échantillon

donné peut etre exprimé en terme de % du maximum de viscosité spécifique




FIGURE 17:

Polymérisation de l'actine en fonction du temps
d'incubation en présence de Dowex I-X8. A un temps
donné, on retire 1,0ml de milieu réactionnel qu'on
centrifuge 3 minutes i 3000 x g. On dépose 0,5ml

du surnageant obtenu dans un viscosimétre, auquel

on ajoute 0,47ml de tampon G sans ATP puis on débute
la polymérisation par 1'ajout de 35ul de la solution
de polymérisation (solution 1/29), Temps d'incuba=
tion: Q——O 0 minute, [l——M 30 minutes,

A A 60 minutes, [O——[ 150 minutes,
A=A 380 minutes et X=--==X 680 minutes.
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atteint en absence de Dowex.

La courbe supérieure de la figure 18 représente ainsi les % de poly-
mérisabilité obtenus pour l'expérience décrite a la figure 17. On peut voir
que 1l'élimination initiale des nucléotides libres dans le milieu provoque
la perte graduelle de la polymérisabilité de l'actine. Si bien qu'apres
environ 300 minutes, on ne peut plus obtenir que 60% de la polymérisabili-
té initiale (Points noirs). De plus, méme si la polymérisation est démar-
rée apres avoir ajouté de 1'ATP dans le viscosimetre jusqu'a concurrence
de 0,2mM, on peut voir que la courbe de polymérisabilité demeure inchangée
(cercles). Ainsi, le 40% d'actine qui ne peut plus polymériser, aprées 300
minutes d'incubation dans un milieu dépourvu d'ATP, semble donc avoir per-
du définitivement cette propriété, et cela méme si on la pourvoie a nou-

veau en ATP frais.

Ces résultats étaient en fait prévisibles, puisque 1l'on sait déja
que 1'ATP 1lié a l'actine s'échange relativement facilement avec 1'ATP du
milieu (147). Si on élimine 1'ATP du milieu, l'actine doit graduellement
perdre son nucléotide et une dénaturation irréversible s'ensuit automati-

quement.

On sait de plus qu'une faible concentration de calcium favorise
d'autant plus cet échange de 1'ATP lié avec les nucléotides libres. Donc,
si on réduit de moitié la concentration de calcium, on devra s'attendre a
ce que l'actine-G-ATP perde encore plus rapidement son nucléotide et si
cette perte est directement responsable de la baisse de polymérisabilité
de l'actine incubée en présence de Dowex, on assistera a une diminution

de la polymérisabilité de l'actine en fonction du temps d'incubation, Ceci



FIGURE 18: Perte de la polymérisabilité de l'actine en fonction
du temps d'incubation en présence de Dowex. La métho-
de utilisée a été décrite a la figure 17. Le % de

polymérisabilité se définit comme suit;

r]sp max au temps "t
X 100%

r]sp max au temps "0"

pour un temps d'incubation donné. ® @® Courbe

correspondant aux résultats de la figure 17
O O on ajoute 0,2mM en ATP dans le viscosimeé-

tre et O

[J la concentration en calcium est

diminuée de moitié (soit 0,1mM) sans ajout d'ATP.



7. Polymérisabilité

100

200

Temps (min)

300



95

est exactement ce que la figure 18 nous permet de constater lorsque la
concentration en ion calcium passe de 0,2mM (points noirs) a 0,lmM (carrés

vides) .

De facon a obtenir une preuve encore plus explicite que la perte de
polymérisabilité est reliée a l'enlévement du nucléotide de l'actine, nous
avons mesuré la quantité d'ATP 1ié a l'actine pendant une incubation en
présence de Dowex. A différents temps on a prélevé un échantillon du milieu
réactionnel qu'on a ensuite centrifugé pour le débarrasser de son Dowex.
Une partie du surnageant a été utilisée pour le test de polymérisabilité
par la méthode déja décrite alors qu'une seconde partie (0,5 ml) a servi
a mesurer la quantité d'ATP liée a l'actine. Pour ce faire, on lui ajoute
0,5 ml de TCA 10% de fagon a précipiter 1l'actine tout en lui détachant son
nucléotide 1ié. Aprés une incubation de 30 minutes a 4°C, on centrifuge a
3000 x g pendant 10 minutes. On récupere alors 0,9 ml de surnageant libre
d'actine auquel on ajoute 0,9 ml de HCl 2N pour ensuite hydrolyser le tout
20 minutes a 100°C. Le tube est ensuite refroidi, son volume est ajusté a
2,0 ml avec de l'eau puis on dose l'orthophosphate qu'il contient par la
méthode du vert de malachite. (La figure 19 nous montre la cinétique bien
connue de cette hydrolyse acide a lOOOC. On peut constater que 2,25
moles d'orthophosphate sont formées par mole d'ATP apres environ 20 minu-

tes.)

On peut voir a la figure 20 qu'il existe pour l'actine une certaine
correspondance entre le % de la perte de polymérisabilité et celui de la
perte de son ATP lié. Ces derniers résultats démontrent clairement que les

deux phénomenes sont directement reliés 1l'un a l'autre. La perte de 1'ATP



FIGURE 19:

Cinétigue de 1'hydrolyse acide de 1'ATP, A une série
de tubes contenant 0,45 ml dl'una solution d'ATP 30uM,
on ajoute 0,45 ml de TCA 10%, puis D;?ml de HC1 2N,
Les tubes sont plongés dans de l'eau bouillante puis
retirés 3 des temps prédéterminés et refroidis rapi-
dement. le volume est ensuite ajusté a 4,0 ml et un
dosage direct de l'orthophosphate est pratiqué par
la méthode du vert de Malachite. La guantité de phos-
phate retrouvée est exprimée en terme de nombre de
mole d'orthophosphate libéré par mole d'ATP
(po, %" /ATP) .
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FIGURE 20:

Effet d'une incubation a 4°C en présence‘de Dowex
sur le contenu en nucléotide de l'actine, lLe %
d'actine contenant de 1'ATP est calculé suite 3

20 minutes d'hydrolyse acide du surnageant obtenu
aprés la précipitation au TCA 10%. Le 100% d'ATP
1ié 3 1'actine correspond 3 la quantité de phospha.

[0 % d'actine

te retrouvée au temps zéro: []

contenant de 1'ATP, H B % de polymérisabilité

de la méme actine suivi en paralléle.
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de l'actine entraine donc sa dénaturation. De plus cette dénaturation sem-
ble irréversible puisque l'addition 4'ATP au milieu débarrassé de Dowex

n'a pu faire réintégrer 4 l'actine sa polymérisabilité perdue.

A la lumiere de ces faits, notre hypothése selon laguelle la perte
des propriétés de l'actine,suite & 1l'action de nos membranes cytoplasmigues
d'hépatocyte%,pcurrait €tre due, en bonne partie du moins, & la disparition
rapide des nucléotides du milieu se retrouve renforcée. On a pu voir, en
effet, que l'enlévement des nucléotides par le Dowex I produit le méme
effet sur la polymérisabilité de l'actine gue son exposition en présence
de membranes(dont 1'une des caractéristiques est justement d'éliminer tres
rapidement tout 1'ATP du milieu réactionnel) ,Il est bien siir impossible
d'affirmer que c'est la 1l'unigue action des membranes, puisque la baisse
de la polymérisabilité de l'actine est beaucoup plus rapide en présence
d'une forte concentration de membranes gu'en présence de [owex, mais cette
perte joue certainement un role trés important dans 1'inactivation des

propriétés de l'actine.

Dans la section qui suit, nous wverrons comment on peut utiliser les
propriétés du powex I-X8 pour échanger rapidement 1'ATP 1ié 3 1'actine par
de 1'ATP tritié., Ce qui nous permettra plus tard d'observer directement le

nucléotide 1ié a 1'actine lors d'une incubation avec nos membranes,

3.2.3.2 Marguage de 1'actine-G au moyen de {3H}-ATP

L'étude de l'effet du Dowex I-XB sur l'actine-G
nous a permis de mettre au point une technique rapide (voir section 2.11)

de marguage de l'actine par le biais de son nucléotide 1lié.
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Nous avons vu plus tot que l'actine mise en contact avec le Dowex I
ne subit que trés peu d'altération dans les premiéres minutes alors que
tous les nucléotides ont déja été virtuellement échangés par le Dowex.
Ainsi, si on enléve tout 1'ATP libre d'une solution d'actine-G par une
rapide incubation (5 min a OOC) avec du Dowex I et que l'on retire ensuite
entiérement cette résine échangeuse d'anions, 1l'actine n'aura pas le temps
d'étre dénaturée. Si on ajoute aussitot une solution d'ATP (enrichie
a' {3H}-ATP) de facon a obtenir 1 molécule d'ATP libre pour 10 molécules
d'actine-G-ATP et ce dans un milieu ol la concentration en calcium est de
4 fois inférieure a celle du tampon-G standard, 1'ATP de l'actine pourra

facilement s'échanger avec 1'ATP tritié libre.

Aprés seulement 30 minutes de ce traitement, on obtient une incorpo-
ration d'ATP tritié sur 1'actine pouvant aller jusqu'a 90%. (Voir figure
21). Il est toutefois nécessaire de ne pas prolonger induement la période
de marquage car passé quelques heures, l'actine pourra se dénaturer, Il ne
faut pas oublier que les conditions en ATP et en calcium utilisées ici ne

sont pas tout-a-fait favorables a une conservation optimale de 1'actine-G.

On voit donc qu'il est relativement facile d'obtenir de l'actine-G
marquée. Mais il faut toutefois garder en téte que cet ATP tritié sera lui
aussi susceptible de s'échanger avec 1'ATP non marqué du milieu ambiant et
qu'il serait sage d'utiliser l'actine marquée peu de temps aprés son trai-

tement.



FIGURE 21:

Incorporation de {3H}-ATP sur l'actine-G-ATP en
fonction du temps d'incubation 3 0°%c. A un temps
donné on préléve 0,5ml du milieu réactionnel qu'on
traite au powex I-X8. Le filtrat est ensuite compté
directement dans une fiole a scintillation contenant
15 ml de scintillant de Bray. Milieu d'incubation:
Tris-HCl 2,0mM, B-Mercaptoéthanol O0,5mM, CaCl,
0,05mM, actine 36,6uM et ATP libre 3,95uM et possé-
dant une activité spécifique finale de 16,7mC, /mmole,
Le petit graphique représente la concentration d'ac-
tine mesurée par la méthode du Bio-rad 3 divers

temps d'incubation.
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3.2.4 Action des membranes cytoplasmiques d'hépatccyteq
sur l'actine

Nous avons démontré plus tot l'existence de NPASeS mem-
branaires pouvant détruire en gquelgques minutes tout 1'ATP, ainsi gue ses
autres dérivés moins énergétigues, d'un milieu réactionnel donné, On sait
aussi que l'actine-G incubée dans un milieu sans nucléotide se dénature

lentement alors qu'elle perd son nucléotide 1lié.

De plus, nous avons vu gque l'utilisation d'un “émoin approprié (mem-
branes + tampon G) permet de conclure a l'inexistence d'une phosphoryla-
tion de l'actine lorsqu'incubée en présence de membranes cytoplasmigues

d'hépatocytes.

Ces trois faits peuvent nous amener & conclure que la phosphoryla-
tion de l'actine observée par Grazi (55) pourrait etre en fait un artéfact
expérimental. Nous ne possérions toutefois pas enccre suffisamment d'élé-
ment pour étre en mesure d'affirmer sans contredit que ce socit le cas. De
plus, la grande importance que présente la possibilité gue la phosphoryla-
tion soit 1'un des mécanismes importants de la régulation intracellulzire
des formes -G et -F de l'actine, a nécessité une vérification plus appro-

fondie et encore plus méthodique de cette absence de phosphorylation,

C'est dans cette optigue que la présente section relatera les résultats
divers obtenus lors d'une expérience unigue ol nous avons tenté d'cbserver

simultanément le maximum de facteurs possibles,

Rappelons que nous possédions déja plusieurs des informations que

cette expérience a multiples facettes pouvait nous apporter. Nous avons
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toutefois choisi d'exposer intégralement tous les résultats qu'elle nous
délivre et cela méme s'il en découle certaines répétitions, telles 1'absen-
ce de phosphorylation et la destruction des nucléosides du milieu réaction-

nel.

La raison bien évidente de ce choix est de pouvoir comparer entre
- eux tous les éléments disponibles en éliminant le facteur de variabilité

survenant d'une préparation de membrane a une autre.

Nous pourrons ainsi avoir un apergu plus juste de la séquence réelle
des événements survenant lorsque l'actine est mise en présence d'une frac-

tion enrichie de membranes cytoplasmique d'hépatocytes,

Mentionnons enfin gue nous nous bornerons dans cette section i pré-
senter nos résultats en ne les commentant principalement gque pour leur
valeur ponctuelle, préférant réserver nos déductions générales pour le

chapitre ultérieur de discussion,

3.2.4.1 préparation et échantillonnage

La préparation de l'expérience dont nous décrirons
les résultats ici a exigé une planification exhaustive, Chague méthode
d'analyse a di étre simplifiée au maximum tout en nécessitant une techni-

que de manipulation rapide et tout & fait au point,

On peut voir sur le tableau VII gque jusqu'a 1l paramétres ont pu étre
étudiés simultanément pour un type de milieu réactionnel donné. On est a
méme de constater gue, suite a la prise d'un échantillon, 1l'étude de ces

paramétres s'est effectuée en 3 étapes. La premiére consistait en une



Tableau VII

Opérations a effectuer a un temps donné pour une prise d'échantillon

Etape 1 Etape 2 Etape 3
g . 2 3=
- Polymérisabilité - Dosage PO
(Viscosimétrie) (Vert de malachite)
. milieux
:, - Inhibition gl [ Inhibition DNASse L nen
- = 1] : .

s . DNase I 4 g (Milieu sans membranes)| radiactifs

o 2y et

EE (Milieu avec membranes) &-E

6 o c o

Do g //1 P A - B P ’ o T ;k’ :

S S %

x g - Radioactivité totale |“ M| | Radiocactivité totale @ - Radiocactivité totale

5 b oC =

o 2 (pour 32p ot H ¥ - (Scintillant de Bray, i (Scintillant de Bray,

e 8- 32p et 3m) 32p et )

'E‘ﬂ Scintillant de Bray L)

£
- Chromatographie - Chromatographie - Chromatographie
(pour les nucléotides) (pour les nucléotides) (pour les nucléotides m;}leuzlf
liés aux protéines) radioactits
- Electrophorese

(Prot2oclyse et phos-
phorylation])

L
Plusieurs milieux ont été étudiés simultanément (Voir tableau VIII)

M.B,: A un temps d'incubation donné, on effectue un prélévEmEnt a partir duguel chague étape sera faite.
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mesure directe d'un ou plusieurs facteurs sur le milieu réactionnel n'ayant
subi aucun traitement préalable. La seconde étape est survenue aprés 1'éli-
mination des membranes par une centrifugation a 4°C alors que la troisieme
subissait, en plus de 1'élimination des membranes, un retrait des nucléo-
tides librespar un passage rapide au Dowex I. Il faut ajouter a cela que

la majorité de ces paramétres ont é&té étudiés pour plusieurs milieux réac-

tionnels différents,

On peut voir sur le tableau VIII que jusgu'a 10 milieux réactionnels
différents ont été préparés. De facon a minimiser les différences expéri-
mentales d'un milieu & 1'autre, ces préparations ont été effectuées a
1'aide des mémes solutions stock d'actine-G-ATP a 3 mg/ml (margquée ou non),
de suspension homogeéne de membranes cytoplasmigues de lapin, de tampon G
sans ATP et d'une solution a 2,67mM ATF contenant, ou non, du {3n}-arp
libre ainsi que du {¥2ply-aTP libre. On peut constater gue 5 de ces milieux
ne possédaient aucune radioactivité et qu'ils se définissaient comme suit:
A et B contenaient de 1'actine-G (1 mg/ml) et deux concentrations différen-
tes de membranes, D et E correspondaient a leur témoin respectif sans

actine alors gque C représentait le témoin d'actine-G sans membranes,

Les 5 autres milieux (A*, B*, C*, D* et E*) &taient essentiellement
identiques aux premiers sauf gu'ils possédaient de 1' {31 }-ATP et du
{32p}y-ATP libres et que 1'actine-G ayant servie a leur préparation avait
préalablement été marquée au tritium suivant la méthode précédemment
écrite. Ainsi, le milieu A* était l'exacte réplique radioactive de A, et
ainsi de suite, on a pu ainsi éliminer la manipulation de matériel radio-

actif lorsqu'elle n'était pas essentielle, de méme qu'on a pu abaisser le



TABLEAU VIII:

Dans tous les cas, les conditions suivantes ont
été respectées: Actine~G-ATP 1,0 mg/ml (lorsque
2 0,lmM, Tris-HC1l pH8 2,0mM,

f-Mercaptoéthancl 0,lmM et ATP 0,2mM, Pour les

présente) , CaCl

milieux contenant de la radiocactivité, les diffé-
rences suivantes s'appliquent; l'actine-G=ATP
était remplacée par de l'actine-G-{’H}-ATP fral-
chement préparée et possédant une activité spéci-
fique de E;G x 104 dpm/mg d'actine, et tous ces
milieux radicactifs contenaient aussi de

1" {*H)}-ATP libre, & 4,05 x 10° dpm/ml, et du
{329}§a'rp libre & 6,5 x 10° dpm/ml (au moment

de la lecture dans ce dernier cas)



Tableau VIII

Composition de chacun des milieux réactionnels

a) Milieux sans radiocactivité

Solution Actine-G-ATP Membranes cytoplasmiques
‘d'hépatocytes de lapin
0,1 mg/ml 2,0 mg/ml
A ouI ourx -
B ouI - ouI
C oulL - -
D - ourx -
E - - ouI

b) Milieux avec radiocactivité

Soluticn Actine=-G-{ 3H}-aATP Membranes cytoplasmiques
~d'hépatocytes de lapin
0,1 mg/ml 2,0 mg/ml
aAx oUI ouI -
B* ouI = our
c* oUl - -
D‘I‘ - ouT -
E* - - ouI
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colit final de l'expérience.

Le dernier &lément, et non le moindre, dont nous parlerons se rappor-
te au prélévement des échantillons. Les tableaux IX et X nous indiquent les
temps d'incubation a 30°C de 1'actine-G-ATP, et ceux de 1'actine-G-{’H}-ATP
respectivement, en présence de membranes avant la prise d'échantillon. On
peut d'abord y constater qu'un certain choix préalable a dii étre effectué
et que les témoins ne subissent pas les opérations a la meéme fréquence que
les milieux A, B, A* et B*, Ceci s'explique facilement si on tient compte

des facteurs temps et argent qui ont contribué a 1'élimination de certai-

nes mesures d'une importance jugée moindre initialement.

Nous allons maintenant procéder a un exemple réaliste de 1'utilisa-
sation que nous avons faite des tableaux VIII, IX et X de fagon a mieux
comprendre 1'enchevétrement de chacune des nombreuses étapes, a partir de
la prise d'un échantillon & un temps donné jusqu'a la réalisation de la

el
mesure de tous les parametres.

A titre d'exemple, utilisons le temps "zéro", soit le moment gui suit
immédiatement la préparation finale des différents milieux réactionnels
(Voir tableau VIII). En se reférant au tableau IX, on peut voir que, a
1'étape 1, les deux milieux A et B ainsi gue leurs témoins (C, D et E) se
sont vu retirer sans traitement préalable 40l pour le test immédiat
d'inhibition de la DNAse I pancréatique (Voir section 2,B)., Par contre,
au meme temps "zéro", seulement les milieux A, B et C, les seuls possédant

de l'actine-G-ATP, ont fourni 1,0 ml chacun pour le test immédiat de

polymérisabilité (Voir section 2,10 pour méthode) .




TABLEAU IX:

Les compositions exactes des milieux A, B, C, D et
E sont décrites au tableau VIII, L'étape 1 signifie
une mesure directe d'un ﬁarm&tre a partir du mi-
lieu réactionnel n'ayant subi aucun traitement,
L'étape 2 indique une centrifugation de 30 min &
0°C pour éliminer les membranes avant d'effectuer
les mesures, Pour l'étape 3, le milieu centrifugé
de 1'étape 2 est débarrassé des nucléotides libres

par un passage au Dowex I-XB,




Tableau IX

Prélévement des échantillons pour les milieux sans radiocactivité

Etape 1 1 2 2
P s i-
Temps de Polymérisabiliteé DNAse I DNAse I Dosage P?
prélévement {1,0 ml dans {Inhibition par {Inhibition par (0,25 ml précipité
(min) viscosimétre) l'actine-G, 40ug) Actine-G, 40ug avec 0,25 ml de TCA
puis congelé)
o RBC RBCDE RBCDE ABCDE
10 AB = ABC ABC
17 - RBC - =
30 AB ABC AB DE AB DE
60 RB RBC ABC RBC
120 EB MBC ABC RBC
285 - RBCDE ABCDE RBCDE
300 BBCDE - - -
540 - RBC - -
1020 C ABC - -




Tableau X

Prélévement des échantillons pour les milieux radioactifs

Etape 1 1 2 2 3 3 3
Temps de Radio- Chromato Radio- Chromato Radio- Chromato Electro-
préléve- | activité des nuclé- activité des nuclé- activité des nuclé- | phorese
ment totale, otides totale, otides totale, otides (1loopl
(min) 3y ot 32P (50ug 50ul 3y ot 32P (50pu1 50yl 3y ot 32P (50pul 100ul

de TCA 10% de TCA 10% 50ul de tampon
(50ug, par (par Bray, (50p1, ;
.o et congeler et congeler TCA 10% électro,
scintillant 50ul) par Bray) ot 2%,
Bray) congeler bouillir
et
congeler
0 ABCDE AB DE ABCDE
5 - AB DE AB DE
15 - - AB
30 - AB DE AB DE
55 - - AB
105 - - AB
200 - AB DE ABCDE
340 ABCDE - AB
600 - AB DE AB
200 - - ABCDE

N.B.: Pour les détails se reférant aux diverses étapes, voir la légende du tableau IX,
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a1 méme moment, toujours au temps "zéro", 0,5 ml de chacun des mi-
lieux A, B, C, D et E était rapidement refroidi sur de la glace puis cen-
trifugé & 20 000 x g 30 minutes a froid pour précipiter les membranes.

Cette centrifugation constitue le traitement préalable a étape 2 de la prise
d'échantillons. Ainsi, pour chague milieu réacticnnel, (A, B, C, D et E),
0,25 ml de surnageant sercnt précipités avec 0,25 ml de TCA a 10% puis
immédiatement congelés de facon a pouvoir faire plus tard le dosage au

vert de Malachite du phosphore 1ié a 1'actine (Voir méthode a la section
2.5). Quarante microlitres du méme surnageant seront retirés au meme mo-
ment pour le test immédiat d'inhibition de la DNAse I pancréatique de

1'étape 2.

On peut considérer que les étapes 1 et 2 correspondent i peu prés
au méme temps d'incubation réel & 30°C pour chague milieu réactionnel,
En effet, la réaction enzymatique est presque stoppée lors du refroidisse-
ment précédant la centrifugation, de méme que cette centrifugation, &

20 000 x g retire rapidement la suspension membranaire du milieu,

Nous n'avons toutefois parlé jusqu'ici que des milieux réactionnels
sans radioactivité. Le processus de prise d'échantillons pour les milieux
avec radioactivité suit exactement le méme principe, mais on utilise alors

le tableau X, et la situation est légérement plus complexe,

Au temps zéro, toujours, S0ug des milieux A* et B* ainsi que leurs
témoins C*, D* et E* sont déposés dans une fiole & scintillation contenant
déja 15 ml de scintillant de Bray (Voir section 2,6) pour la détermination
du 3?p et du H total présents dans chaque milieu, Au méme moment, 50ul des

milieux A* B* D* et E* sont précipités, lorsqu'on les ajoute a une gquantité



égale de TCA 10%, puis immédiatement congelés pour l'étude subséquente de
leur contenu en ATP et en ses dérivés adénylés par chromatographie descen-

dante sur papier (Voir section 2.7).

Ces deux derniéres manipulations se sont effectuées sans aucun trai-
tement préalable des milieux réactionnels et constituent 1'étape 1 de la

prise d'échantillon.

Au meme temps "zéro", 0,5 ml de chacun des milieux radicactifs sont
refroidis rapidement sur glace, puis centrifugés a froid pour éliminer les
membranes. Suite a ce traitement de 30 minutes, l'étape 2 débute par le
retrait de 50ul de surnageant qu'on dépose directement dans des fioles a
scintillation contenant déja 15 ml de scintillant de Bray pour la détermi-

nation du 32p et du °H présent dans chaque milieu & ce moment.

A la meme étape 2 on effectue le retrait d'un autre S0ul de chague
milieu reactionnel (A*, B*, C*, D* et E*) qui sera précipité par une guan-
tité égale de TCA l0% et congelé en préparation de sa chromatographie pour
1'identification des nucléosides présents apres l'élimination des membra-

nes.

Du méme surnageant de la centrifugation de 30 minutes, on préléve
300p]1 que l'on traite avec 1/6 de wvolume {Voir section 2,11) d'une sus-
pension de powex I-XB de fagon & éliminer les nucE otides non liés aux
protéines du surnageant. Les prises d'échantillons qui suivront vont cons-
tituer 1'étape 3 ol 1l'cn a, idéalement, le milieu réactionnel initial sans

membranes ni ses nucléotides libres ainsi gue leurs dérivés adénylés,

De la solution obtenue suite A ce passage au Dowex I, on préléve
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100pl qu'on ajoute a 100pl de tampon d'électrophorése 2X (Voir section 2,9),
puis, apres avoir fait bouillir 2 minutes, on congéle le tout jusqu'au

moment de procéder a l'électrophorese,

Toujours, donc, au temps zéro et a l'étape 3, les 5 milieux (A*, B*,
C*, D*, E*) se wvoient ensuite retirer 50ul pour une lecture directe du 32p
et H avec le scintillant de Bray puis finalement un dernier 50pl est ajou-

té a 50pl de TCA 10% en prévision de la chromatographie descendante sur

papier des nucléotides liés a l'actine.

Toutes ces opérations décrites pour le temps zéro devant étre effec-
tuées au méme moment, il est compréhensible que nous ayons di décaler de
quelques heures le début des expériences en radicactivité par rapport a
celles n'en contenant pas. Nous avons toutefois jugé ce délai insuffisant
pour altérer la valeur du parallélisme des résultats obtenus d'une expé-
rience par rapport a l'autre. (Rappelons ici que l'actine radioactive a
quand méme été préparée dans les guelques minutes précédant son utilisa-

tion.)

Tous les résultats qui ont été compilés suite & 1l'analyse individuel-
le de chagque échantillon seront présentés dans les prochaines sections.
Toutefois, chacun des aspects de cette "monstrueuse" expérience sera trai-
té de fagon relativement isolée, de maniére a en simplifier la compréhen-
sion. Nous garderons nos commentaires généraux guant & 1l'interrelation de

chacun de ces facteurs pour le chapitre de discussion,
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3.2.4.2 Effet des membranes sur la polymérisabilité
de l'actine

L'effet des membranes cytoplasmiques d'hépatocytes
sur la polymérisabilité de l'actine-G a été vérifié directement a partir
du milieu réactionnel sans enlever préalablement les membranes. La figure
22 nous présente, pour chaque milieu réactionnel, la viscosité spécifique
maximale du plateau atteinte suite a 1l'ajout de la solution de polymérisa-
tion en fonction du temps d'incubation de l'actine avec les membranes a

30°c.

On peut y voir que la viscosité spécifique maximale du plateau de
polymérisation est restée stable a une valeur moyenne de 0,84 tout au long
des 5 heures d'incubation pour le témoin d'actine-G sans membranes. De méme,
on peut voir que le témoin de membranes a 0,1 mg/ml (sans actine) posséde
une viscosité spécifique de zéro dans nos conditions de mesure et cela avec

ou sans l'ajout de la solution de polymérisation (solution 1/29).

Puisque la viscosité spécifique maximale du plateau de polymérisa-
tion nous procure une bonne image de la polymérisabilité de l'actine a un
temps d'incubation donné, on peut constater que l'actine-G mise en présen-
ce d'une faible concentration de membranes cytoplasmiques d'hépatocytes de
lapin perd entierement sa propriété de polymérisabilité en l'espace de 5
heures. La valeur légérement supérieure a celle de l'actine seule que l'on
remarque cependant pour l'actine en présence de membranes a faible concen-
tration au début de la période d'incubation ne devient significative que
si 1'on prend en considération les fortes valeurs initiales de viscosité

obtenues pour l'actine en présence de membranes a forte concentration



FIGURE 22:

Effet des membranes plasmiques de foie de lapin sur
la polymérisabilité de l'actine-G a 20%. 1a polymé-
risation de l'actine est démarrée dans un viscosimé-
tre ﬁar l'ajout de 35pl de la solution 1/29, L'incu=-
bation de 1l'actine & 1,0 mg/ml s'est effectuée en

présence de membranes 2a 30°C, les conditions exactes

ainsi gque la méthode sont décrites & la section

2,10 et au tableau VIII: O O Milieu & (Mem=
branes 0,1 mg/ml), A Milieu D (Membranes 0,1
mg/ml sans actine), ®—® Milieu B (Membranes
2,0 mg/ml) ®—@ Milieu E (Membranes 2,0 mg/ml
sans actine) [J—[ Milieu B sans faire polyméri-
ser avec la solution 1/29 et finalement, X-=-==X

Milieu C (Actine témein) .
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(2,0 mg/ml).

En effet, on peut voir gque, malgré une perte de polymérisabilité
plus rapide dans ce dernier cas, soit environ 2 heures pour 1l'obtention
d'une viscosité minimale éguivalent a celle obtenue pour le témoin de mem-
branes sans actine, la viscosité maximale au temps zéro est de 1,45. Par
un calcul simple, le rapport de la différence du surplus de la viscosité
des milieux A et B par rapport a l'actine seule est d'environ 20, ce qui
correspond tout 4 fait au rapport des concentrations de membranes utilisées

dans ces deux milieux.

Il est tentant & ce point de proposer, a partir de cette relation
assez directe, une hypothése selon laguelle un facteur membranaire quel-
congue produirait un effet tel sur l'actine que cette derniére serait en
mesure de subir une certaine forme de gélification. Les limites du sujet
du présent travail ne nous ont cependant pas permis de wvérifications plus
poussées quant a cette possibilité, mais ce fait demeure toutefois trés
intéressant. Quoiqu'il en soit, les résultats présentés a la figure 22
nous fournissent la preuve indiscutable de la perte de la polymérisabilité
de l'actine-G suite & une exposition relativement prolongée en présence de
membranes cytoplasmigues d'hépatocytes. On peut aussi noter que cet effet
des membranes n'est pas en relation directe avec leur concentration a

1'intérieur des limites ol nous avons travaillé.
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3.2.4.3 Effet des membranes sur la capacité d'inhibition
de 1'actine-G sur la DHAse I pancréatique

A la section, 3,1.4 nous avons déja présenté en
détail 1'utilisation et le traitement des résultats obtenus par 1'action
inhibitrice de 1'actine-G-ATP libre sur 1l'activité enzymatique de la -
DNAse I pancréatigue. Nous avons aussi mentionné 3 cette occasion la lente

- . . PR &
perte d'activité que subit cet enzyme lorsque décongelé et garde a 4 C.

Il nous a &té nécessaire de calculer cette baisse d'activité de la
DMAse I de facon & pouvoir doser correctement la gquantité d'actine-G

encore active de nos milieux réactionnels,

La figure 23 nous montre cette désactivation de la solution stock de
ONAsz I en fonction de la durée totale de 1'expérience, La coupure chser-
vée a 160 minutes indigue l'épuisement du premier 50ul de solution stock
de DNAse I et son remplacement par un nouvel échantillon. La continuité
de la courbe s'expligue par le fait gue les deux échantillons de DNAss I
ont &té gardés dans les mémes conditions jusqu'au moment de 1l'utilisation
du second. La courbe inférieure de la meme figure représente l'activité de
la DNAse I suite a 1'inhibition causée par l'ajout de 40ul du milieu

réactionnel "C" (l'actine-G sans traitement).

Les deux courbes de la figure 23 ont servi a déterminer le % d'actine
possédant toujours la capacité d'inhiber la DNAse I. (e pourcentage d'ac-

tine "active" a &té calculé au moyen de l'expression suivante:




FIGURE 23:

Inactivation de la DNA se T pancréatique en fonction
du temps de conservation i 4°C, A un temps donné,

on préléve 40yl de milieu réactionnel contenant de
l'actine auguel on ajoute 0,96 ml de tampon-G. Dans
une cuvette de 3,5ml, on ajoute 40ul du milieu réac-
tionnel dilué, puis 20ul de DNA ge I. pancréatique

4 50ug/ml, Aprés avoir agité quelques secondes, on
ajoute 3,0 ml de DNA a 40pg/ml puis on mesure immé-
diatement l'augmentation de l'absorbance 3 260 nm &
21°C. Les symboles ouverts et fermés représentent
respectivement deux solutions stock différentes de
DA se I maintenues dans des conditions identiques,
Py
tine, [J——M Activité de la DNA se I aprés avoir

A Activité de la DNase I  sans ajout d'ac-

ajouté 40pl de milieu réactionnel "C" dilué.
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Activité DNA se I \Activité DNase I.
seule — ({avec actine d'un
milieu de réaction
% d'actine active = X 100
{Activité DNAse I Activité DNaAse I
seule — {avec actine témoin
L du milieu "C"

Ainsi, l'activité de la DNAse I obtenue suite a l'inhibition produi
te par l'actine-G native non dénaturée (milieu "C") nous donne 1l'éguivalen
de 100% d'actine active de méme que l'activité obtenue pour la DNAsge I
sans ajout d'actine-G native possédera l'équivalent de 0%. Ce simple trai-
tement mathématique permet d'obtenir une représentation graphique directe-
ment proportionnelle de la diminution de l'actine toujours capable d'inhi-

ber la DNAse I en fonction du temps d'incubation avec les membranes,

La figure 24 nous permet de voir que l'actine-G perd progressivement
sa capacité d'inhiber la DNAse I dans ces conditions. Lorsqu'elle est mis
en présence de membranes a 0,1 mg/ml (Milieu "A"), il importe peu que le
milieu réactionnel soit mesuré directement (Etape 1) ou encore qu'il soit
débarrassé de ses membranes (Etape 2). On peut voir dans ces deux cas que
la totalité de l'actine-G présente ne peut plus inhiber la DNAse I apres

environ 5 heures d'incubation.

On peut remarquer ici une corrélation quasi-parfaite avec la perte
de polymérisabilité obtenue a la figure 22. La modification subie par
l'actine affecterait donc de facon semblable sa polymérisabilité et sa
capacité d'inhiber la DNAse I en présence d'une faible coﬁcentration de

membranes.
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FIGURE 24:

Effet des membranes plasmiques de foie de lapin sur
la capacité de l'actine 3 inhiber la DNMAse I pancré-
atigue. La méthode et les conditions sont identiques
a celles décrites 4 la figure 23, (Voir aussi

tableau VIII). Le calcul du % d'actine active est

indigué dans le texte (p, 117); O O Milieu A
(Membranes 0,1 mg/ml) @ —@ Milieu A centrifugé,
soit 1'étape 2, [=——[ Milieu B (Membranes

2,0 mg/ml) [M---W Milieu B a l'étape 2,
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Une corrélation du méme type peut étre établie pour les courbes obte-
nues pour une concentration plus élevée de membranes (Milieu "B"), On peut
voir sur les figures 22 et 24 que l'actine perd ses propriétés apres de 2
a 3 heures d'incubation pour une mesure effectuée a l'étape 1, c'est-a-dire

en présence de la suspension de membranes.

La courbe correspondant aux mesures d'inhibition de la DNAse I obte-
nue lors de l'étape 2 (suite a l'enlévement des membranes) pour le milieu
B semble-présenter un ralentissement de l'inactivation de 1'actine en com-
paraison avec la courbe obtenue pour l'étape 1. Mais, méme s'il est impos-
sible de donner un sens exact a cette constatation, l'évidence qualitative
d'une désactivation rapide de l'actine-G dans les deux cas demeure le point

d'intéret majeur.

Ainsi, sans pouvoir encore certifier quel est le véritable effet des
membranes sur l'actine, on peut tout de méme déja affirmer que cette der-
niére, lorsqu'elle est soumise a leur action, perd sa polymérisabilité et
sa capacité d'inhiber la DNAse I 3 un taux trés semblable qui n'est déja
plus en proportion directe aux concentrations de membranes utilisées pour

cette expérience.

3.2.4.4 Mesure du phosphore lié aux protéines du surnageant
suite a la centrifugation des membranes

Nous avons utilisé la méthode colorimétrique au
vert de Malachite pour vérifier la possibilité de phosphorylation de
l'actine-G au contact des membranes cytoplasmiques d'hépatocytes. La figu~

re 25 nous montre la quantité de phosphore retrouvée dans le précipité au



FIGURE 25:

Effet des membranes plasmiques de foie de lapin sur
la quantité ﬂ'crthnbhcsphate libéré lors d'une incu-
bation & 30°C en présence d'actine (Voir méthode
détaillée a la section 2.5) .. Le % éguivalent d'acti-
ne phosphorylée est expliqué dans le texte;
O=====0 Milieu A (Actine membranes 0,1 mg/ml),
®——@® Milieu D (Membranes 0,1 mg/ml sans
actine) [Je=—[] Milieu B (Actine membranes

2,0 mg/ml), M==-<M Milieu E (Membranes 2,0 mg/ml
sans actine) et Xem=e=X Milieu C (Actine sans mem-

branes) .
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TCA obtenu suite a 1'élimination des membranes (Etape 2). Cette quantité

de phosphore est exprimée, pour une meilleure clarté, en termes de %
d'actine phosphorylée.) Il est évident que ce pourcentage est purement fic-
tif, mais sachons tout de méme qu'une mole de phosphore retrouvée pour
l'équivalent d'une mole d'actine-G dans le milieu initialement représente-

ra 100% d'actine phosphorylée sur cette figure.

Ainsi, en ne considérant que la courbe représentant le milieu réac-
tionnel "B" (actine-G en présence de membranes a 2,0 mg/ml), on pourrait
affirmer qu'une phosphorylation initialement trés rapide de l'actine sur-
vient et qu'elle est complétée vers 100% de phosphorylation apreés environ
2 heures. Ce qui revient a dire que nous avons entiérement reproduit les
résultats de Grazi (55) autant pour la phosphorylation qué pour la perte
d'inhibition de la DNAse I et que pour la perte de la polymérisabilité de

l'actine-G en présence de membranes.

Par contre, la courbe obtenue a 1'aide du milieu réactionnel témoin
sans actine ("E") présente une singuliére similitude a celle obtenue pour
le milieu avec actine ("B"). On constate meéme que les valeurs obtenues (en
% d'actine phosphorylée) y sont méme légérement supérieures alors qu'aucu-
ne actine n'était présente. On voit donc qu'une absence compléte de phos-
phorylation peut prendre le visage tout a fait inversé lorsqu'un témoin

important est omis.

Sur la figure 25, on peut aussi constater que la courbe correspon-
dant a la phosphorylation de 1'actine-G en présence de membranes a faible
concentration (Milieu "A") posséde vraisemblablement l'allure d'une droite

dont la pente est zéro. Ce qui indique de nouveau l'absence trés nette de
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phosphorylation. A noter aussi le % résiduel de phosphore relié a l'acti-

ne-G sans traitement, dans ce cas-ci, il se situe autour de 22%.

Une utilisation judicieuse des témoins appropriés nous permet donc
d'affirmer sans trop de risque qu'aucune phosphorylation réelle de l'actine
ne s'est produite dans cette expérience. La double perte de 1'inhibition
de la DNAse I et de la polymérisabilité qu'a subie l'actine doit donc
dépendre d'un facteur tout a fait différent qui ressemble fort a une déna-

turation étant donnée 1'irréversibilité du phénomeéne.

3.2.4.5 Mesure de la radioactivité totale des milieux a
chacune des étapes de prise d'échantillon

Les résultats présentés dans cette section corres-
pondent aux comptages directs au moyen du scintillant de Bray qui ont été
effectués a chacune des trois étapes de la prise d'échantillon et ce pour
chacun des milieux réactionnels. Puisque le comptage du 32p et dqu 3H cor-
respondent a des parameétres assez différents, nous séparerons en deux sec-

tions distinctes les résultats se rapportant a ces deux isotopes.

3.2.4.5.1 Mesure du 3?p

Dans cette section, nous verrons ce qui se pas-
se au niveau du 32p gqu'on retrouve dans nos milieux réactionnels. La figu-
re 26 nous permet de constater l'effet du temps d'incubation sur la quan-
tité de 32p retrouvée aux étapes 1, 2 et 3 de nos 5 milieux réactionnels
radiocactifs (Voir tableau VIII pour les compositions exactes de ces

milieux).
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On peut voir sur la figure 26-A que la quantité de 32p demeure cons-
tante a chacune des 3 étapes de prise d'échantillon pour le.milieu témoin
sans membranes ("C*"). Les valeurs obtenues pour C* aux étapes 1 et 2 ont
été considérées comme identiques et une seule droite a été tracée; la natu-
re de ce témoin de méme que la centrifugation sans conséquence en absence
de membranes permettent cette affirmation malgré le petit nombre d'échan-
tillons. La valeur moyenne établie a 10 900 cpm ne se veut pas absolue mais
représente une bonne référence pour les nombres de cpm obtenus pour les

autres milieux.

Souvenons-nous que le passage au Dowex I-X8 effectué a 1'étape 3
retire les nucléotides libres du milieu réactionnel et ne laisse finalement
que la radiocactivité de 1'ATP 1ié a l'actine. La valeur stable de 9% obte-
nue pour le milieu C*-3 comparé aux milieux C*-2 et C*-1 (C*-3 veut dire
le milieu C* a 1l'étape 3, voir tableau VIII) correspond donc assez exac-
tement a la répartition égaie de 1'{32P}y-ATP entre le tampon G et 1'actine,
sachant qu'initialement, 10 molécules d'ATP sont libres pour environ 1
molécule liée a 1l'actine-G. Il semble donc qu'un échange complet a pu se
produire entre 1'ATP 1ié a l'actine et 1'ATP libre pendant les quelques.
minutes a 30°C précédant 1l'ajout de membranes pour tous les milieux ainsi
que pendant les quelques 35 a 40 minutes a 0°C lors de 1la centrifugation
et des manipulations qu'elle a nécessitées. Quoique cet échange nous ait
légérement surpris par sa vitesse, il n'en demeure pas moins que cette
rapidité méme nous permet déja d'obtenir une lecture directe de la quanti-
té réelle d'actine possédant de 1'ATP lié a un temps donné. On peut donc
voir a cet effet que notre témoin d'actine est demeuré tres stable dans

les conditions décrites.



FIGURE 26: Effet de l'incubation des membranes plasmigues de
foie de lapin avec 1'actine=G sur la radicactivité
totale en 2P, On a retiréd 50ul de chacun des mi-
lieux réactionnels A chacune des trois étapes de
traitement (Voir tableau VII, VIII et ¥) puis on
les a déposés dans une fiole & scintillation avec
15 ml de scintillant de Bray, Partie A: Membranes
4 faible concentration, 0,1 mg/ml. @&@—@ C-1
(Milieu "C"*, &tape I), V=—V C-2, Y—1Y¥ C-3,
L ® »1, [O—0Oa2 E—H:z2-3,

X X p-1, A— AD-2, A—AD-3,
‘Partie B: Membranes a forte concentration (2,0 mg/ml).
®----® -1, O Os-2, B—MB-3,
X====X E-1, A——A E-2, A—A E-3,
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En ce gui concerne les étapes 1 et 2 du milieu D* ne contenant gque

& - " " " fangd
des membranes a faible concentration, on cbtient sensiblement les memes
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résultats gue pour les mémes étapes avec le milieu C*, La valeur légérement

supérieure obtenue (12 200 cpm) doit €tre due beaucoup plus a une différen-

ce de dilution gu'a un phénomeéne physique. Il est donc impossible de tirer

une conclusion importante de ces résultats, sauf que ce sont ceux auxquels

on pouvait s'attendre, c'est-a-dire une valeur identique pour toute la

durée de 1'expérience.

Le méme type de raisonnement s'impose pour les étapes 1 et 2 du
milieu A* dont la valeur moyenne et relativement stable se situe a preés
de 10 900 cpm. Une seule droite a d'ailleurs été tracée pour les milieux

C*=1, C*~2, A*-1 et A*-2.

La ol les choses deviennent plus intéressantes, c'est a ltétape 3
des milieux A* et D*., On peut constater gue la valeur initiale de A*-3

est identigue a celle obtenue pour C*-=3., C'est-a-dire que. comme on a vu

plus tBt, 1'échange de l'{32P}Y—hTP libre avec 1'ATP margué a &té complété

au début de la réaction. Par la suite, l'actine-G (et possiblement aussi

certaines protéines membranaires solubilisées) perd progressivement son

phosphore radicactif qui semble devenir inexistant apres environ 300 minu-
tes. Nous verrons plus tard que cette période correspond a peu pres a cel-

le observée pour la disparition compleéte de 1'ATP liée a l'actine dans ces

conditions de faible concentration de membranes,

De plus, le témoin D*-3, ne contenant initialement gue des membranes

sans actine, présente une valeur initiale de 32p beaucoup plus faible gue

pour A*-3 et ce 32p disparailt beaucoup plus rapidement, ce qui confirme
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que l'effet décrit pour 1l'échantillon A*-3 est bien en relation avec l'ac-

tion des membranes sur l'actine.

La figure 26-B présente des résultats similaires a ceux qu'on vient
de voir, sauf gu'elle s'adresse aux milieux B* et E* contenant une concen-
tration en membranes 20 fois plus élevée. Les courbes représentant les va-
leurs moyennes pour C*-1, C*-2 et C*-3 y sont aussi dessinées en lignes

pointillées.

On peut voir qu'a l'étape 1, les valeurs obtenues pour les milieux
B* et E* sont stables et gu'elles ne présentent aucune surprise. Par con-
tre, la tendance générale a la baisse, et sensiblement paralléle, remarquée
en fonction du temps d'incubation pour les milieux B*-2 et E*-2 ne peut
s'expliquer que par l'emprisonnement d'une fagon ou d'une autre du 32p par
les membranes. Ce phénoméne lent ne présente toutefois pas d'intérét réel
pour l'analyse de nos résultats. De plus, il ne faut pas oublier la forte
concentration de membranes utilisée dans ce cas-ci, beaucoup de phénoménes

secondaires pouvant alors se produire.

Finalement, les courbes correspondant aux valeurs obtenues pour les
milieux B* et E* a 1'étape 3 présentent les mémes caractéristiques que
celles décrites pour les milieux A* et D* dans les mémes circonstances.
C'est-a-dire que le phosphore radioactif contenu dans ces fractions passées
au Dowex diminue plus rapidement pour les membranes a plus forte concentra-
tion que pour celles a faible concentration; mais cependant pas & un rythme
aussi grand que ne le laisserait supposer leur différence de concentration.
Nous avons d'ailleurs déja pu observer ce phénoméne aux sections 3,2.4.2

et 3.2.4.3 reliées respectivement a la perte de polymérisabilité ainsi qu'a
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la perte de l'inhibition de la DNase I.

On peut donc, suite a ces résultats, considérer que 1'ATP libre s'est
rapidement &changé avec 1'ATP 1ié de l'actine-G et gue l'éguilibre semble
avoir &té atteint dans un temps trés court. Il est donc possible, comme
nous l'avons indiqué a la section 2.11, de marquer l'actine-G-ATP simple-
ment par une dialyse contre un tampon contenant de 1'ATP margué, ou encore

d'ajouter 1'ATP marqué et d'incuber le tout pendant un temps donné.

Finalement, on peut aussi constater, et c'est 13 le point crucial,
gque le phosphore radioactif de 1'ATP, et par le fait méme 1'ATP lui-méme,
quitte lentement l'actine-G-ATP suite a l'action des membranes. De plus
cette perte de 32p 1ié i 1'actine va méme tout 3 fait a l'encontre de la
possibilité que 1'actine soit phosphorylée dans ces conditions, on recoupe
donc ici les résultats obtenus 3 la section précédente suite au dosage de

1'orthophosphate 1ié a 1'actine par la méthode du vert de Malachite.

Notre hypothése selon lagquelle l'actine, mise en présence de membra-
nes cytoplasmiques d'hépatocytes, perd ses propriétés de polymérisabilité
et d'inhibition de la DNAse I suite a sa dénaturation causée par l'enle-
vement brutal de son nucl otide 1ié, notre hypothése, donc, se trouve

d'autant plus renforcée par ces derniers résultats.

3.2.4.5.2 Mesure du 3y

Cette section présentera les résultats obtenus
pour le comptage du JH présent 3 différents moments pour chacun des milieux

réactionnels (A*, B*, C*, D*, E*) ainsi qu'd chacune des trois étapes de
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la prise d'échantillon.

Tout d'abord, précisons qu'une relation directe existe entre les
résultats déja présentés a la section 3.2.4.5.1 pour le 32p et ceux dont
il sera question ici. Le comptage de chacun des radioisotopes a en effet
été effectué a partir des meémes fioles a scintillation ou ils se retrou-

vaient ensemble.

La figure 27 nous donne une représentation des valeurs obtenues pour
chague milieu a chacune des étapes. Il est a noter que ces résultats tien-
nent compte de la valeur excédentaire de 3,72% du phosphore 32 qui parasi-

tait le comptage de tritium.

Tout d'abord, on peut voir sur la figure 27-A que la quantité de
tritium demeure stable pour les milieux C*, D* et A* aux deux premiéres
étapes de la prise d'échantillon. La différence du nombre de cpm entre les
courbes correspondant aux milieux C* et A* ne suppose qu'une tres légere
différence lors de la préparation initiale de chaque milieu et n'offre par
le fait méme aucun intérét majeur.Ce qui importe a ce niveau, c'est qu'au-
cune modification du contenu entritium ne se produit en fonction du temps
pour les deux premiéres étapes, comme on devait s'y attendre, La méme con-
clusion peut étre tirée pour la courbe représentant le milieu D* aux deux
premiéres étapes, quoique dans ce cas, on pouvait déja s'attendre a une
valeur plus faible que pour les milieux A* et C*, puisqu'aucune actine

marquée au tritium ne lui avait été ajouté.

Pour la courbe représentant le milieu C*-3, c'est-a-dire le témoin

d'actine centrifugé et passé au Dowex de fagon a éliminer les nucléotides



FIGURE 27:

Effet de 1'incubation des membranes plasmiques de
foie de lapin avec l'actine-G sur la radiocactivité
totale en °H, (Voir méthode & la figure # 26 et se
référer aux tableaux VII, VIII et X pour la compo-
sition des milieux d& chague étape) Partie A:
Milieux avec faible concentration de membranes)
@——® C-1 (Milieu "C*", étape 1), ¥ v c-2,
V——Vv<C3 @ ® 2-1, O——0O~r-2,
B—MN 23 X——Xp-1, A& A D-2,

A A D-3, Partie B: Milieux avec forte concen-
tration de membr.aneq; ®----@ B-1, [J=---=[] B-2,
H—aN -3 X X E-1, A—A E-2,

A A E-3,
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libres, on doit avoir une image de 1'ATP 1ié a l'actine et cette courbe ne
doit présenter aucun changement avec le temps d'incubation. C'est effecti-
vement ce qu'on a obtenu. Par contre, la valeur du nombre de cpm

en comparaison au méme milieu pour les deux premiéres étapes, correspond

a environ 15% du total du tritium présent. Il peut paraltre paradoxal de
constater que cette valeur soit supérieure aux 9%, dus a 1'échange dynami-
que entre 1'ATP du milieu et celui de 1'actine-G-ATP, observés suite au
comptage du 32p, Mais nous verrons & la section 3.2.4.6.1 gu'il n'en est
rien car initialement on retrouve environ 5% du total des molécules possé-
dant un noyau tritié d'adényl qui sort sous une forme qui n'est pas absor-
bée par le Dowex I dans les conditions décrites. On obtient donc environ
10% de la radioactivité en tritium rattachée a l'actine, ce qui correspond

32p

donc bien au rapport déja obtenu avec le

Ce qui nous frappe cependant le plus sur cette figure, c'est 1l'aug-
mentation sensible du nombre de cpm autant pour le milieu A*-3 que pour
son témoin D*-3 sans actine. Cette augmentation ne peut s'expliquer que
par l'apparition temporelle de nouvelles substances dérivées de 1'ATP mais
non éliminées par le passage au Dowex, telles l'adénine et 1'adénosine

(Voir section 3.2.4.6).

On peut observer le méme phénoméne, mais d'une ampleur cependant
beaucoup plus grande, pour les courbes représentant les milieux B*-3 et
son témoin E*-3 sans actine (Figure 27-B). Rappelons que dans ce dernier
cas, la concentration des membranes est 20 fois plus élevég que dans le
premier cas. Notons aussi que les courbes obtenues pour les deux premiéres

étapes des milieux B* et E* n'ont finalement présenté aucune surprise.
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On peut d'ores et déja affirmer que 1'ATP du milieu réactionnel subit
une modification et que cette dernieére produit un dérivé qu'on ne peut re-
tirer du milieu réactionnel & 1'aide de notre traitement au Dowex-I. Il
sera donc trés intéressant, dans la section qui suit, de vérifier quelle
est la nature de cette modification et ce qui arrive directement au nuclé-

otide 1ié & 1'actine-G-ATP.

2.2.4.6 Effet des membranes sur la nature des nucléotides
présents dans les milieux réactionnels

Nous avons déja pu conclure a une modification du
milieu réactionnel par les membranes cytoplasmigues d'hépatocytes de lapin
et ce, en présence ou en absence d'actine. La présente section vise &
déterminer la composition en ATP et en ses dérivés adénylés pour chaque

milieu réactionnel et a chacune des &tapes de prise d'échantillons.

Nous traiterons tout d'abord des milieux ou la concentration des
membranes était de 0,1 mg/ml (section 3,2.4.6.1) puis par la suite des
milieux ol cette concentration était de 2.0 mg/ml (section 3.2.4.6.2)

Il est a noter que tous les é&chantillons prélevés lors de l'expérience
n'ent pu etre traités vu les limitations, en fioles a scintillation de
méme qgu'en scintillant, qui nous étaient financiérement imposées. Par
contre, les échantillons pour lesquels nous avons opté ont heureusement
fourni toutes les informations dont nous avions besoin pour la démonstra-
tion de notre hypothese de dénaturation de l'actine par l'élimination pro-

gressive de son ATP lié.
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3.2.4.6.1 Nature des nucléotides présents dans les milieux
réactionnels a faible concentration de membranes

Nous avons déja vu a la section 3.2.2 gue nos
membranes cytoplasmiques d'hépatocytes produisaient la dégradation rapide
de 1'ATP contenu dans le tampon-G en ses dérivés adénylés moins énergéti-
gques. L'idée 4 la base de la série de mesures dont nous présenterons ici
les résultats est d'établir un paralléle entre la perte, déja décrite, de
certaines propriétés de l'actine-G, lorsque cette derniére est mise en
présence de membranes cytoplasmigues, et la disparition rapide de 1'ATP

du milieu,

Tout d'abord, c'est un fait établi gue l'actine-G-ATP ne subit aucu-
ne modification importante de ses propriétés lorsqu'incubée a 30°C dans
les conditions du tampon G. La figure 28 illustre d'ailleurs la stabilité
du milieu réactionnel C* 4 1l'étape 2 guant & la nature des nucléosides
présents. La partie "A" de cette figure nous donne le nombre de cpm direc-
tement mesuré pour chague spot découpé a partir des différents chromato-
grammes obtenus (Voir méthode a la section 2.7), chacun de ces spots cor-
respondant, comme on 1l'a vu plus tot, a 1'ATP, 1'ADP, 1'AMP, l'adénosine

et 1'adénine.

On peut voir sur cette figure gue, malgré une fluctuation importan-
te en valeur absolue, le rapport entre chacune des substances semble de-
meurer assez semblable en fonction du temps. Cette affirmation devient
encore plus justifiée si on exprime ces résultats en terme de % de radio-
activité de chacun des spots par rapport au total de la radiocactiviteé

détectée pour l'ensemble des spots d'un meme chromatogramme (Voir



FIGURE 28: Dégradation des nucléotides d'une solution d'actine-G
(Milieu E-r].l,r voir tableaux VII et VIII) en fonction
du temps a 30“-::'. Partie "A": les différents dérivés
de 1'ATP sont exprimés en térme de cpm,

o O arp, O0——[] ADP, A——A ATP+ ADP,
® ® AMP, B —M rdénosine +Adénine.
partie "B": les différents dérivés de 1'ATP sont

exprimés en terme de % du nombre total de cpm re-
trouvé, Les symboles sont les mémes que pour la
partie "A",
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figure 28-B). On peut alors facilement constater la stabilité relative de
chague nucléotide sur une période s'étendant jusqu'a une guinzaine d'heures,
On voit aussi que 1'ATP subit une légére hydrolyse au profit de 1'ADP, ce

qui est tout a fait normal dans ces conditions.

Il est a noter gque l'utilisation de 1'échelle de % de nucléotide,
éliminant les fluctuations dues a4 la méthode de déposition des échantillons,
ne peut etre utilisée avec confiance que lorsque la radicactivité totale
de la somme des spots comptés ne subit pas de variation réelle en fonction
du temps d'incubation (Voir la figure 27), comme c'est le cas pour tous les
milieux aux 2 premiéres étapes et pour le milieu C* de 1l'étape 3. Dans les
autres cas, nous devrons utiliser 1'échelle réelle du nombre de cpm comptés

en fonction du temps d'incubation,

Si nous retournons i la figure 28, on peut observer que l'adénosine
et l'adénine ont été regroupées en une seule courbe, de méme gu'une courbe
représentant l'addition de 1'ATP et de 1'ADP s'est ajoutée aux courbes
individuelles de ces deux substances. La raison de ce regroupement, en ce
gui concerne l'adénosine et l'adénine, réside dans le fait que, pour la
plupart des chromatogrammes, les spots représentant ces substances ne
présentaient pas une résoclution suffisante pour permettre leur séparation
précise. De plus, ni l'une ni 1l'autre de ces deux substances n'est sensée

avolir d'effet de stabilisation sur l'actine-G,

Dans le cas de 1'ATP et de 1'ADP, leurs spots respectifs, guoique
distincts, étaient parfois treés rapprochés, On aurait donc pu les regrou-
per pour les mémes raisons que celles invoguées plus t8t pour 1'adénine

et 1l'adénosine. Mais la véritable raison de ce regroupement est en rela-
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tion avec un séjour de 10 jours au congélateur & HZGDC, en présence de TCA
a une concentration de 5%, que les échantillons ont subi avant d'étre
chromatographiés. Ce séjour qui nous apparaissait sans conséquence au mo-
ment ol il a été fait a amené un bon pourcentage d'hydrolyse de 1'ATP en
ADP. Mais cette hydrolyse demeure toutefois sans conségquence puisque 1'ADP,
tout comme 1'ATP stabilisent l'actine-G et gu'il nous est possible de les
regrouper lorsqu'on fait référence a de l'actine-G non dénaturée et possé-
dant un nucléotide lié. De plus, on peut se rappeler gue plus de 95% du tri-
tium se trouvait initialement sur 1'ATP. Il serait donc possible. d'apres
ces résultats de calculer exactement les guantités respectives d'ATP et
d'ADP tout au long de l'expérience, mais puisgque leur regroupement nous
apporte essentiellement les mémes informations, nous n'avons pas jugé utile

de pousser aussi loin cette analyse.

La stabilité du pourcentage relatif des nucléotides ayant été démon--
trée pour une solution d'actine a 1 mg/ml pendant prés de 15 heures, nous
traiterons donc maintenant des phénoménes qui se produisent dans les mi-
Lieux réactionnels contenant des membranes a faible concentration. A cet
égard, la figure 29 nous permet de visualiser la corrélation presgue par-
faite existant entre les % de nucléotides du milieu réactionnel A* aux
deux premiéres étapes de la prise d'échantillon, c'est-a-dire avant et
aprés la centrifugation servant & précipiter les membranes. On peut voir
gue globalement, la presgue totalité de 1'ATP et de 1'ADP est détruite
au profit de 1'AMP aprés seulement une demi-heure et gue les valeurs obte-
nues par la suite dans les deux cas ne baissent que trés lentement au pro-

fit de 1'adénosine et de l'adénine.



FIGURE 29:

Effet des membranes plasmiques de foie de lapin sur
la composition en nucléotides des milieux A*-1, A*-2
et D*-1 (La composition de chacun des milieux aux
différentes étapes pourra etre retrouvée aux

A ATP

tableaux VII, VIII et X), Milieu A*-1: A
@ ~vp et W
nine. Milieu A*-2: VeV ATP et ADP)

@ @AMP et [i_-l——li_-lAdénosine et adénine.,
Milieu D*-1: A O AMP
et [

et ADP, @ B 2dénosine et Adé-

A BTP et ADP, O

[0 adénosine et adénine,
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La méme corrélation existe entre les résultats des milieux A*-1 et
A*-2 et ceux obtenus pour leurs témoins respectifs sans actine D*-1 et
D*-2 (D*-2 non montré sur la figure 29). On a donc aucune surprise jus-
qu'ici puisgue ces résultats correspondent tout-a-fait a ceux gue nous
permettaient d'anticiper la figure 1& (Effet des membranes sur le

tampon-G) .

Le point d'intérét majeur de la présente section demeure siirement la
figure 30 ou l'on peut voir les résultats obtenus pour le milieu A*-2.
Cette figure représente donc, exprimés en nombre de cpm, les nucléotides
théoriguement liés a l'actine (pour 1'ATP et 1'ADP) de méme que l'adénosine
et 1'adénine que le Dowex I n'a pu retirer de la solution déja débarrassée
de ses membranes. Quant a 1'AMP, le faible taux cbservé ne nous permet pas

vraiment de proposer une explication a ce stade-ci.

Toutefois, on peut considérer que la figure 30 démontre clairement
que les membranes cytoplasmigques d'hépatocytes causent la séparation des
nucléotides normalement liés a l'actine. Cette séparation pourrait Etre
simplement due au déplacement de 1'éguilibre;

(ADP)_ w (DDE)
Actine-G- (ATR)™ (ATP) + Actine-G

amené par la destruction rapide de tous les nucléotides libres du milieu,

On peut déja, pour appuyer cette possibilité, souligner gu'aprés
environ 200 minutes d'incubation de 1'actine-G-ATP en présence de 0,1 mg/ml
de suspension de membranes, seulement 20% environ de 1'actine possede tou-

jours son nucléotide, gue cette solution ne polymérise plus gu'a environ



FIGURE 30:

Effet des membranes a faible concentration sur la
quantité de nucléotides liés a 1l'actine (Milieu A*-III,

se référer aux tableaux VII, VIII et X pour la com-

position de ce milieu): A A BTP et ADP,

o @ ~rvP et H

M Adénosine et Adénine,
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20%, de méme que la capacité d'inhiber la DNAse I n'est plus qu'aux alen-
tours de 30% ... Voyons maintenant ce gui se produit lorsque l'actine-G
est incubée en présence de membranes a une concentration de 20 fois supé-

rieure 4 celle qu'on vient d'étudier.

3.2.4.6.2 Nature des nucléotides présents dans les milieux
réactionnels a forte concentration de membranes

L'analyse des nucléotides présents a différents
moments et aux différentes étapes de traitement pour les milieux contenant
des membranes a faible concentration nous a précédemment permis de bien
visualiser la perte du nucléotide lié a l'actine, On peut logiguement
s'attendre a la répétition plus rapide des mémes phénoménes si la concen-
tration des membranes est augmentée de 20 fois. les figures 31 et 32
représentent la modification de la composition en nucléotides respective-
ment des milieux réactionnels E* (Membranes témoin sans actine) et B*

(Membranes et actine) pour les trois étapes de la prise d'échantillon,

A premiére vue, on a peine a assimiler les courbes obtenues ici a
celles déja décrites pour les milieux contenant des membranes a faible
concentration. Par contre si on jette un regard attentif a 1'ensemble de
la situation illustrée par les figures 29 et 30, on peut cbserver, apres
environ 30 minutes d'incubation, une situation assez semblable i celle gue
l'on retrouve aux temps initiaux des figures 31 et 32. C'est-a-dire une
valeur élgvée qui tend a s'abaisser par la suite dans le cas de 1'AMP,
pour 1'ATP et 1'ADP, une valeur & la baisse et déja passabiement amoindrie
pour le milieu B* contenant de l'actine (et déja nulle pour le témoin sans

actine E*), de méme gu'une tendance progressive a la hausse pour 1'adéno-




FIGURE 31: Effet des membranes a forte concentration sur la
composition en nucléotides du milieu témoin E* (sans
actine) aux étapes 1, 2 et 3 de la prise d'échantil-
lon (Voir tableaux 1.FII.Jr VIII et X pour la composition
du milieu et pour les détails de la méthode utilisée),
Partie A: ATP et ADP, Partie B: AMP, Partie C: Adé-
nosine et Adénine, Les étapes 1, 2 et 3 sont repré-
sentées respectivement par les symboles suivants:
O, A et @.
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FIGURE 32: Effet des membranes & forte concentration sur la com-
position en nucléotides du milieu B* aux é&tapes IL 2
et 3 de la prise d'échantillon (Voir tableaux VIII,
I¥ et X pour la composition des milieux et pour les
détails de la prise d'échantillon), Partie A; ATP

et ADP, partie B; AMP et partie C; adénosine et adé-

nine, Les étapes 1, 2 et 3 sont représentées respec-

tivement par les symboles D, Het @,
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sine et l'adénine,

La déduction qui s'impose ici est que les quelques secondes ou les
membranes ont &té en contact avec l'actine, tout juste entre la préparation
du milieu réactionnel et le traitement de 1l'échantilleon fait tout de suite
apres, ont suffi pour que la réaction trés rapide de destruction de 1'ATP
et de 1'ADP soit déja complétée pour les nucléotides libres du milieu réac-
tionnel. Cette affirmation est tout-a-fait confirmée par 1'absence totale
dA'ATP et 4'ADP obtenue pour le milieu sans actine E* & chacune des 3 étapes

de la prise d'échantillons (voir figure 31-A).

Il est par la méme occasion trés important de noter que, méme en
présence de cette concentration élevée de membranes, une bonne partie de
1l'actine qui possédait initialement de 1'ATP peut conserver cet ATP pen-
dant une période maximale d’environ 100 minutes (voir figure 32-aA). Il est
tres difficile de s'empécher d'établir ici un paralléle entre d'une part,
la perte de polymérisabilité de l'actine (Figure 22), de méme que sa perte
d'inhibition de la DNAse I (Figure 24), et d'autre part cette perte de

son nucléotide 1ié qui se produisent a peu prés simultanément,

La ol l'interprétation de ces résultats devient plus délicate, c'est
au sujet de ce qui se produit pour 1'AMP et l'adénosine. On devrait norma-
lement s'attendre, en considérant les résultats gue nous avons déja présen-
tés (pour les étapes 1 et 2) a une baisse progressive puis a l'élimination
totale de 1'AMP du milieu simultanément a une augmentation correspondante

au profit de l'adénosine et de l'adénine,

On observe bien ce phénoméne pendant les cinguante premiéres minutes



d'incubation, mais on assiste au phénoméne inverse par la suite (Figures
31, B et C et 32, B et C); soit la réapgariticn de radicactivité dans le
spot correspondant 4 1'AMP et & la disparition progressive du spot de
1'adénosine et de l'adénine. La restoration de 1'AMP nous apparaissant
plutot fort improbable, il devient alors facile d'imaginer gu'un sous-
produit de dégradation, qui possede les mémes caractéristigues de migra-
tion que 1'AMP dans nos conditions de chromatographie, a pu etre formé
ultérieursment et gque la valeur du nombre de cpm obtenu pour 1°AMP ne lui

correspond en fait plus du tout.

De toutes fagons, ce probléme, guoigu'intéressant.et relativement
important en soi, ne présente aucun intérét pour le sujet dont nous dis-

cutons ici.

Finalement, 1'é&limination indéniable des nucléotides libres dans le

milieu réactionnel et la perte subséguente de son nucléotide par 1'actine
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nous apportent suffisamment d'information pour etre déja en mesure d'affir-

mer gque cet effet est le grand responsable de la dénaturation de l'actine
guant a sa polymérisabilité et sa capacité d'inhiber la DNAge I pancréa-

tigque.

3.2.4.7 Effet des membranes sur l'actine-G suivi par
électrophorese sur gel de polyacrylamide

a différents temps d'incubation des membranes
cytoplasmiques d'hépatocytes de lapin en présence d'actine-G nous avons
prélevé des échantillons & partir des milieux réactionnels débarrassés de

leurs membranes et passés au pDowex I-X8 (Etape 3) dans le but d'effectuer
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une électrophorése sur plagque de gel de polyacrylamide & 10%,

Cette électrophoreése avait au départ été planifiée en vue d'obtenir
une mesure directe de la phosphorylation de l'actine en découpant et en
comptant la radioactivité en 32p des bandes d'actine obtenues. Ces résul-
tats se sont avérés entiérement négatifs, dans le sens gu'aucune trace de
radioactivité n'a pu etre retrouvée a partir du comptage des bandes d'acti-
ne (résultats non montrés). Il faut toutefois préciser gue les conditions
assez faibles d'activité spécifique et du nombre total de cpm de 2p utili-
sées ne nous permettaient pas de déceler une valeur moindre que 10% de
phosphorylation. Mentionnons ici que nous avions délibérément choisi de ne
pas ajouter plus de {32p}y-ATP pour ne pas perturber les résultats impor-
tants gue nous anticipions d'cbtenir avec le tritium présent dans le meme

milieu réactionnel.

Tout ce que l'on peut donc en fait affirmer ici, c'est gque s'il vy a
une phosphorylation de l'actine, elle est d'un ordre inférieur a 10%, Ce .
qui, de nouveau, correspond aux résultats obtenus a la section 3.2.4.4 par
le dosage au vert de Malachite. Ce dosage indiguait, si on s'en souvient
bien 1'absence compléte de phosphorylation de l'actine par nos préparations

de membranes.

L'analyse des migrations obtenues pour les différents temps et
milieux réactionnels nous a par contre permis d'établir clairement la pré-
sence d'une protéolyse assez importante de la G-actine dans les milieux
contenant des membranes. On peut veoir sur la figure 33, A et B, l'appari-
tion de bandes de faible poids moléculaire a mesure que le temps d'incuba-

tion se prolonge. Le fait est d'autant plus remarquable pour la partie "B"



FIGURE 33:

Effet des membranes plasmiques de foie de lapin

sur l'actine-G suivi par électrophorése sur gel de
polyacrylamide, Les milieux réactionnels a*, B¥,K C*,
bD* et E* (Voir tableaux VII, VIII et ¥} sont respec-
tivement initialés A, B, C, D et E, Les temps indi-
gués au bas de chague migration sont exprimés en

minutes.
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de cette figqure, c'est-a-dire 13 ou les membranes sont a une concentration
élevée. En plus de l'apparition de ces nouvelles bandes que l'on ne retrou-
ve d'ailleurs pas sur les témoins de membranes incubées sans actine (Figu-
re 33, D et E), on peut voir la disparition progressive de la bande princi-

pale d'actine-G.

On peut donc facilement supposer que ces nouvelles bandes représen-
tent 1l'apparition de fragments obtenus lors de la protéolyse de l‘'actine.
Il est a noter que l'actine-G ne présente en aucune fagon une telle dégra-
dation lorsqu'incubée dans les mémes conditions en absence de membranes

(Figure 33, Q).

Méme s'il est évident que cette protéolyse contribue activement a
détruire 1l'actine, on peut tout de méme facilement constater qu'elle ne
peut en aucun cas etre entierement responsable de la perte de polymérisa-
bilité ainsi que celle de 1'inhibition sur la DNase I que l'actine subit
dans ces conditions d'incubation. En effet, aprés une incubation de 300
minutes, alors que les deux propriétés déja mentionnées de 1l'actine sont
irrémédiablement perdues, (Voir figure 22 et 24), on peut voir gue la ban-
de représentant l'actine au méme moment sur la figure 33-A posséde encore
la presque totalité de son intégrité. La meme observation peut s'appliquer
pour les membranes a forte concentration, quoique dans ce cas, la protéo-

lyse soit définitivement beaucoup plus rapide.

Pour terminer, on peut ajouter que, suite a cette étude électropho-
I - 4 v e . >
rétique, nous avons observé la présence de protéines membranaires qui
n'ont pas été enlevées lors de la centrifugation précédant 1'étape 2 de la

prise d'échantillons (Figure 33, E). Ce fait revét une importance particu-
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liére puisqu'il vient directement appuyer l'hypothése émise a la section
3.2.4.4, a savoir que l'augmentation d'orthophosphate observée par la mé-
thode du vert de Malachite pourrait fort bien provenir d'éléments protéi-

ques membranaires impossibles a4 éliminer par centrifugation,

On constate donc une fois de plus que tout se tient, Toutes les fa-
cettes étudiées lors de cette expérience unique tendent A démontrer irré-
médiablement qu'une incubation de l'actine en présence d'une préparation
assez standard de membranes cytoplasmiques d'hépatocytes de lapin agit di-
rectement sur les nucléotides libres du milieu et par rebondissement sur
celui de l'actine, Il est impossible toutefois d'affirmer gque les membra-
nes n'ont absolument aucun effet direct sur l'actine. Mais dans le cas
présent, cet effet se trouverait complétement submergé par l'effet princi-

pal enregistré, soit la disparition des nucléotides,

3.2.5 Vérification par électrophorése de 1'absence de
phosphorylation de l'actine-G ou -F en présence
de membranes cytoplasmiques d'hépatocytes de rats

Jusqu'ici, nous avons toutes les indications nécessaires
pour etre en mesure d'affirmer que l'actine-G ne subit aucune phosphoryla-
tion lors de son incubation avec nos suspensions de’'membranes cytoplasmi-
ques d'hépatocytes de lapin. Il devient donc tout & fait logique de confir-
mer de fagon non-égquivoque que cette phosphorylation n'existe pas non plus
pour l'actine-G dans le cas d'hépatocytes de rats, et par la méme occasion

de vérifier si elle se produit dans le cas de l'actine-F,

Les résultats décrits dans la présente section se rapportent tous &

1'analyse des électrophorégrammes obtenus suite a la prise d'échantillons.
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a des temps différents, de solutions d'actine-G et -F mises en présence de
membranes a 0,1 mg/ml et a 2,0 mg/ml. Un témoin de membranes a 2,0 mg,/ml,
sans actine, a aussi &té traité de la méme fagon. Précisons ici gue 1l'acti-
vité spécifique du [3?ply-ATP a été fixée i 0,022 C;/mmole pour tous les
milieux réacticnnels de telle sorte gque 1% de phosphorylatien nous donnera
environ 55 cpm (au-dessus du bruit de fond) lors du comptage de la bande
d'électrophorese lui correspondant, Ceci augmente d'une cinguantaine de
fois environ la sensibilité gue nous avions obtenue lors des résultats
exposés a la section 3.2.4.7. La méthode que nous avons utilisée pour véri-
fier la phosphorylation de 1'actine a partir des gels d'électrophorése a

déja été décrite aux sections 2.6 et 2,9.

Le tableau XI nous montre les résultats, sans aucun traitement,

32 . . . P
qu'on a obtenus en terme de cpm de P pour chagque bande d'actine decoupées
et comptée séparément pour chacun des milieux réactionnels. On peut y voir
aussi la valeur totale, en nombre de cpm, acquise pour tout le 2p déposé
gui se retrouve scus la forme de {3?P}Y—HTP libre. Ces deux derniéres subs-
tances migrent légérement plus rapidement que le bleu de bromophénol utili-
sé comme indicateur, de sorte gu'il est facile de les séparer du gel et de
les compter avant d'entamer le processus de coloration, ce gqui se fait
sans abimer la section du gel ou se trouvent les protéines ou meme les

fragments de protéines gu'eon veut étudier.

Au premier coup d'oeil, on peut donc constater gue nos membranes
n'ont aucunement phosphorylé l'actine-G du milieu réactionnel ni d'ail-
leurs l'actine-F dans des conditions similaires, Ces résultats sont tres

concluants et s'il demeure possible gue les membranes cytoplasmigues



Tableau XI

Radioactivité des bandes d'actine aprés électrophorése

{Membranes} | Temps d'incubation Actine-G (# de cpm) Actine-F (# cpm)
(mg/ml) (min) Bande d'actine | Total pour 32p Bande d'actine |Total pour *?p
(# cpm)
0 30 (26) 73278 (75580) 22 67274
5 14 78254 18 73172
2,0 mg/ml 15 18 70036 22 58634
30 26 61362 12 77760
&0 14 (18) 66188 (65606) 20 59760
120 12 72110 20 68998
180 18 82962 16 73928
4] 26 (18} 67420 (B4B1B) 26 69898
5 26 63556 10 73614
15 16 75362 12 64696
0,1 mg/ml 30 12 96992 16 71952
60 14 (20} 75916 (66674) 32 66912
120 14 78924 22 66434
180 14 75614 18 61748

N.B.: Le bruit de fond mesuré pour le scintillant est de 18%6 cpm, les valeurs entre parenthéses

représentent le nombre de cpm correspondant aux échantillons témoins gui avaient été cen-

trifugés avant d'effectuer 1'électrophorese,
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d'hépatocytes (de lapins ou de rats) agissent d'une fagon quelconque sur
l'actine in vivo, il semble fort peu probable que ce soit par le biais

d'une phosphorylation massive de l'actine.

Méme si on sait qgu'aucune phosphorylation de l'actine ne survient
si on en croit les résultats obtenus pour le comptage direct du 32p dans
nos bandes d'électrophorése, l'allure méme des migrations peut toutefois
s'avérer elle aussi treés révélatrice. On peut voir sur la figure 34 les
photographies des plaques d'électrophorése prises sans tarder suite a leur
processus de coloration. On observe tout d'abord sur la partie I de cette
figure que les phénomenes décrits a la section précédente, pour des mem-
branes d'hépatocytes de lapin, se reproduisent a peu preés exactement de
la méme facon pour des membranes de rats incubées en présence d'actine-G.
On peut voir, en effet, que pendant les 180 minutes ou s'est effectuée
l'incubation de l'actine avec les membranes, le spot correspondant a
l'actine-G tend a perdre de son intensité en fonction du temps au profit
d'un doublet de bandes rapprochées d'un poids moléculaire inférieur a
celui de l'actine. Puisqu'on ne peut voir aucun autre fragment défini
apparaitre ailleurs, ceci laisse supposer la protéolyse, ou du moins le
bris de l'actine en deux parties distinctes et relativement égales. Ce-

ci confirme clairement les résultats déja présentés a la section 3.2.4.7.

Les deux bandes de la figure 34-I, qui représentent 1l'incubation
pendant 0 et 60 minutes de l'actine avec les membranes suivie d’une cen-
trifugation a 20 000 x g pour éliminer ces derniéres, peuvent etre compa-
rées aux deux bandes a 0 et 60 minutes ou les membranes n'ont pas été

précipitées. On peut ainsi constater la méme protéolyse, et cela dans une



FIGURE 34:

Effet des membranes plasmigues de foie de rat sur
1l'actine~G et -F suivi par électrophorése sur gel
de ﬁolyacrylamide. A un temps donné, on préléve 751l
de chacun des milieux auguel on ajoute 25pl de tam-
pon d'électrophorése 4X, Ies échantillons ont été
bouillis 2 mimutes, puis on leur a ajouté 7,0ul de
la solution de coloration, Des dépoGts de 30ul ont
été faits pour chague échantillon d partir de ces
derniéres solutions, Chacun des différents milieux
réactionnels est identifié sur la figure, Les temps
indigqués au bas de chague migration sont exprimés

en minutes, Milieux réactionnels: Membranes a

2,0 mg/ml ou & 0,1 mg/ml selon le cas, L'Actine-G
est a 1,0 mg/ml dans du tampon-G, alors gque le mi-
lieu contenant de l'actine-F &tait dans les condi-
tions optimales pour cette forme, soit: Tris-HC1
10mM, Hg{:l2 2,0mM, KC1 0,10 en plus des condi-
tions du tampon G, Il est A noter que les temps
soulignés correspondent aux migrations des solu-
tions qui ont é&té centrifugées pour é&liminer les

membranes avant d'effectuer 1l'électrophorése.
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proportion identique, dans les deux cas. De plus, on peut voir des bandes
parasites de poids moléculaires variés provenant de l'élimination incomplé-
te des membranes. L'intensité de ces bandes n'augmente toutefois gue trés
peu pendant les 60 premieres minutes de 1'incubation, ce qui indigue aus-
si gque le doublet gui apparait provient bien de l'actine, et non des mem-

branes.

La partie II de la figure 34 représente l'exacte répligue des condi-
tions expérimentales de la partie I sauf gu'ici, de l'actine-F a &té utili-
sée lors de l'incubation avec les membranes et que le tampon-G a &té rem-
placé par du tampon-F. Le fait important a noter ici est la trés grande
stabilité de l'actine-F qui, méme apres 180 minutes d'incubation, semble
avoir entiérement conservé son intégrité face a une protéolyse éventuelle.
Il ne faut toutefois pas se surprendre de ce résultat car la résistance
supérieure de l'actine-F par rapport a celle de l'actine-G face a la pro-
téolyse a déja été démontrée dans une étude précédente(130) de méme que
sa résistance supérieure face a la dénaturation dans un milieu dépourvu

de nucléotides (9).

De plus les deux migrations correspondant aux échantillons pris a
0 et 60 minutes, pour le méme milieu d'actine-F en'présence de membranes
a 2,0 mg/ml, mais cette fois centrifugés avant d'effectuer l'électrophore-
se (Figure 34-II) présentent trés clairement une diminution importante de
la quantité d'actine-F gqui demeure en solution aprés la centrifugation.
Puisgue l'actine-F ne devrait normalement pas précipiter dans ces condi-
tions, elle deit avoir subi soit un simple effet d'entrainement 44 a la

présence de fragments de membranes, ou soit encore une augmentation quel-

—
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conque de la complexité de sa structure quarternaire. Cette derniére possi-
bilité implique une liaison directe de l'actine-F aux structures membra-
naires, ou encore la possibilité d'une gélification de la F-actine induite

par un facteur membranaire non-identifié,

Quoigu'elles dépassent largement le cadre du présent travail, il
serait tres opportun d'effectuer des études ultérieures a ce sujet de
fagon a4 déterminer laguelle de ces possibilités est la bonne. Il semble
possible qu'on soit ici devant une autre évidence d'un lien direct entre
l'actine et les membranes cytoplasmiques, ou méme encore gqu'on soit en

présence d'une forme possible de régulation de la gélification de l'actine,

Les parties III et IV de la figure 34 nous présentent les électro-
phorégrammes obtenus suite 4 l'incubation respectivement de l'actine~G
et de l'actine-F en ﬁrésenc& de membranes i faible concentration
(0,1 mg/ml). On cbserve ici, comme il fallait s'y attendre, trés peu,
sinon aucune, dégradation de l'actine-G ou -F, ainsi qu'une quantité
beaucoup plus faible de bandes parasites provenant des membranes et ceci
méme si aucun des milieux représentés ici n'a été centrifugé avant 1'élec-

trophorése.

La cinquiéme et derniére partie de la figure 34 nous présente les
témoins sans actine des membranes a 2,0 mg/ml aux temps 0 et 60 minutes,
avec et sans centrifugation. On peut remarquer ici, nonobstant les bandes
d'actine et leurs doublets de dégradation, la similitude des bandes para-
sites entre ces électrophoreses et ceux obtenus pour l'actine-G et -F en

présence de la méme concentration de membranes,
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la derniére constatation gu'on peut retirer de l'ensemble des résul-
tats obtenus dans la présente section est 1'absence totale de radio-
activité autant pour la bande de l'actine gue pour celle de tout autre
composant membranaire. Il est a ce titre intéressant de préciser gu'aucu-
ne des nouvelles bandes aﬁparaissant sur les électrophorigrammes des figu-
res 33 et 34 ne possede une incorporation mesurable de 32p, 11 serait ten-
tant de proposer 1'absence ﬁure et nette de toute phosphorylation dans ces
conditions mais il ne faut pas Gublier.ici gque l'activité spécifique du
2p, avait été réglée de facon a obtenir un résultat clair pour l'actine

et non pas pour un autre type de phosphorylation s'opérant & une trés fai-

ble amplitude.

Une déduction intéressante peut toutefois &tre envisagée relative-
ment a ces derniers faits. Tout d'abord la méthode colorimétrigue au vert
de Malachite nous indigue la libération d'une guantité importante de frag-
ments membranaires gqui passédent du phosphore (Figure 25). Puisqu'on sait,
grace au comptage des bandes de guelques-uns des électrophorégrammes des
figures 33 et 34 (Résultats non montrés), gue ce phosphore est non radio-
actif, il semble donc qu'il provient de petits fragments membranaires non
éliminés par la centrifugation et précipités avec l'actine lors de 1l'ajout
du TCA 10%. La logigue découlant de ces deux constatations nous améne a
considérer gu'il n'y a pas d'incorporation de nouveaux phosphores dans ces
fragments de membranes lors de l'expérience et gque ce ne sont gue les phos-
phores initialement présents dans les membranes gui ont é&té déterminés par
minéralisation. On doit donc éliminer ici la possibilité émise a la sec-
tion 3.2.1 selon lagquelle ces fragments auraient pu eétre phosphorylés

grdce a 1'ATP du milieu; ce n'est manifestement pas le cas.
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Pour terminer, mentionnons que les résultats présentés dans cette
section correspondent tout & fait & ceux obtenus plus t5t pour l'actine-=G
en présence de membranes cytoplasmiques d'hépatocytes de lapin; pas de
phosphorylation et une destruction lente de l'actine-G qui s'opére aussi
par le biais d'une protéolyse. Pour l'actine-F, on n'cbserve aucune phos-
phorylation de méme qu'une protéolyse trés ralentie et une forte tendance
a co-précipiter avec les membranes lorsqu'on centrifuge le milieu réac-

tionnel.

Nous verrons dans le chapitre suivant gquelle vue d'ensemble il est

possible d'obtenir A partir de la totalité de nos résultats,



CHAPITRE IV

4. DISCUSSION

le présent chapitre vise a4 fournir une vue d'ensemble finale des
résultats déja discutés ponctuellement au chapitre précédent, Nous essaye-
rons d'y présenter le plus simplement possible nos conclusions et d'éta-
blir entre elles, a la lumiére de la littérature scientifique disponible,

des liens gui peuvent n'avoir pas été évidents jusqu'ici.

4.1 Phosphorylation de 1l'actine

Comme nous avons pu le constater dans le chapitre précédent,
toutes nos tentatives de phosphorylation de l1l'actine-G ou -F au moyen
d'une fraction enrichie de membranes plasmiqgues de foies de rat ou de lapin
se sont avérées infructueuses. Tout comme Grazi et Magri l'avaient rappor-
té (55), nous cbservicns bien une augmentation de phosphate dans le surna-
geant d'actine débarrassé de membranes (Figures 12 et 25), mais un témoin
approprié de membranes seules qui avaient subi la méme centrifugation nous
présentait une augmentation du méme ordre de grandeur, ce qui signifiait
clairement 1'absence de phosphorylation de l'actine. Un élément guelcon=-
gue de nos membranes devait dont s'en détacher lentement lors de l'incu-
bation et c'est cet élément qui possédait le phosphate qu'il aurait été

aisé d'attribuer faussement 3 1l'actine si nous n'avions pas effectué le
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témoin de membranes seules (Il est important de noter ici gue Grazi et

Magri ne font mention d'aucun témoin de membranes sans actine),

Pour vérifier indirectement si ces éléments possédaient déja leur
phosphate ou s'ils subissaient une phosphorylation & partir de 1'ATP libre
au moment de l'incubation avec l‘actine; nous avons incubé notre prépara-
ticn de membranes en présence de tampon G sans actine, Les résultats obte-
nus alors ne nous ont pas fourni d'indication claire & l'égard de ce grou-
pement phosphate, mais il est tout de suite apparu évident gue tout 1'ATP
du milieu était complétement disparu aprés seulement guelques minutes en

présence de membranes & faible concentration (Figures, 13, 14, 15 et 16),

Ceci éliminait d'emblée - faute de substrat - la possibilité gque
l'actine puisse &tre phosphorylée dans nos conditions pendant une période

s'étendant sur quelgues heures,

Face a 1'impossibilité ol nous étions de préparer des membranes
d'hépatocytes ne possédant pas cette propriété d'hydrolyser rapidement
tout 1'ATP de nos milieux réactionnels, nous nous sommes posé la guesticn
suivante: "Est-ce normal gue les membranes cytoplasmiques hydrolysent
1'ATP?" les paragraphes qui suivent démontreront clairement gue la réponse

4 cette interrogation ne peut etre qu'affirmative.

fn sait gque des nucléosides et nucléctides adénylés circulent cons-
tamment dans 1'organisme ol ils jouent entre autre un role d'inducteurs
puissants lors de certains phénoménes physiologiques, telle 1'induction
de 1l'aggrégation des plaguettes par 1'ADP ou encore son inbitition par

l'adénosine (33, 122).
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L'ATP et 1'adénosine sont par ailleurs connus pour &tre de puissants
agents vasoactifs (7, 20), quoique les mécanismes de régulation du phénoméne
ne soient pas encore trés bien connus. Cette régulation pourrait toute-
fois fort bien s'accomplir via le systéme des ectonucléoctidases dont on
peut mentionner la 5'Nucléotidase qui est une glycoprotéine intrinseque

et possiblement transmembranaire (42, 51, 135, 168),

Ces ectonucléotidases, dont les sites enzymatiques sont orientés du
coté extérieur des membranes cytoplasmiques, sont de fait responsables de la
déphosphorylation des nucléotides de fagon a rendre leur assimilation
intracellulaire plus aisée. Ce phénomeéne a d'ailleurs été rapporté par

de nombreux auteurs (10, 11, 36, 114, 115).

Il est maintenant trés important de mentionner que des ectoenzymes
ont été identifiés sur de nombreuses cellules (25, 37, 123) dont en par-

ticulier les hépatocytes de diverses origines (24, 73, 158),

En sus de la 5'Nucléotidase dont l'action principale est de déphos-
phoryler le S'AMP en adénosine, plusieurs autres enzymes font partie du
systéeme des ectoenzymes; tel la nucléotide pyrophosphatase qui peut hydro-
lyser 1'ATP en AMP (41), la nucléoside triphosphatase activée par le
Mgz+ et agissant comme ATPase, ou encore la nucléoside déphosphatase
pouvant déphosphoryler 1'ADP en AMP, etc... (Une couverture plus compléte

de ces enzymes pourra étre retrouvée dans la référence 122).

En fait, il semble gue la surface extérieure de plusieurs types de
cellules soit tapissée d'un réseau d'enzymes dont la fonction principale

est d'hydrolyser completement les nucléotides jusqu’a ce gue ces derniers
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soient complétement dépourvus de leur phosphate.

A titre d'exemple, citons Pearson et coll, (122) qui ont mesuré les
différents produits du catabolisme de 1'ATP mis en présence de deux types
différents de tissus en culture., La figure 35~A nous montre les deux gra-
phiques qu'ils ont obtenus suite 8 une série de mesures de la composition
en nucléosides et nucléotides de ces milieux en fonction du temps d'incu-
bation. Une réduction de notre figure 16 a aussi été reproduite sur la

figure 35-B.

I1 est bien évident ici qu'on ne peut relier directement les trois
graphiques de la figure 35 en terme de source de membranes ou encore en
terme de conditions expérimentales, On peut tout de méme se permettre de
constater une certaine similitude pour 1'élimination rapide de 1'ATP et
de 1'ADP au profit de 1'AMP qui disparalt ensuite pour finalement laisser

la place & l'adénosine.

Cette similitude de comportement nous indigque bien que la face exté-
rieure de nos membranes agit trés rapidement sur le milieu réactionnel,
On peut par contre difficilement savoir si leur face interne joue aussi
un réle en ce sens, pas plus d'ailleurs gue 1'ampleur que ce rGle pourrait

avoir.

Mais pour en revenir aux aboutissements de la question posée précé-
demment, il est tout 3 fait normal que nos membranes hydrolysent rapide-
ment tout 1'ATP de notre milieu réactionnel, C'est 13 un signe de tres
bonne santé de notre suspension de membranes puisque certains de ces ecto-

enzymes sont en fait utilisés comme margueurs membranaires (158),



FIGURE 35:

Hydrolyse de 1'ATP par des membranes cytoplasmiques

d'origines diverses, A)Pormation des produits.du

catabolisme de 1'ATP exogéne par des cultures de

cellules en fonction du temps. De

1'ATP (1uM) a été incubé avec des cellules vascu-
laires et de 10pM-dipyridamole; @——@ ATP,

A A 2oE, H—M0 nvE, W
(Cette figure a été tirée d'un article de Pearson
et coll, éublié en 1980 dans Biochem, J. (122).)
B) Effet d'une suspension de membranes cytoplasmi-

¥ Adénosine,

ques d'hépatocytes de lapin sur 1'ATP en fonction

du temps d'incubation., Les conditions sont données
a la figure # 16 dont ceci est la reproduction.
®——eo »t, A W aop, O O amp,

X ——— X Adénosine,
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Donc, connaissant cette importante propriété intrinséque des membra-
nes d'hépatocytes, il serait fort difficile maintenant d'imaginer que la
préparation de membranes que Grazi et Magri ont #tilisée pour leurs expérien-
ces ait été tout a fait dépourvue de tels facteurs. Rappelons d'ailleurs
que nous avons préparé nos membranes d'une facon trés similaire a la leur.
Et méme si notre méthode avait comporté de trés grandes différences pou-
vant entrainer par exemple une activité de déphosphorylation de 1'ATP
100 fois subérieure a la leur, on peut voir a la figure 14 qu'une durée
d'environ 20 minutes aurait tout de méme libéré dans ces conditions plus
d'une mole dephosphate (a 21°0) par mole d'ATP présente initialement. Dans
un tel cas, qui nous semble vraiment dépasser de loin la limite acceptable
pour deux préparations de membranes similaires, quel aurait été, passé ce
délai de 20 minutes, le substrat pour la phosphorylation massive de
1'actine? Cette phosphorylation pouvait s'étendre sur plus de 1 a 3 heures

selon Grazi et ses coll. (54, 55).

le facteur responsable de la perte des propriétés de l'actine dans
ce cas devrait donc etre différent d'une phosphorylation, puisque, de
phosphoxylation de 1l'actine, il n'y en a pas dans ces conditions - du

moins pas sur une échelle mesurable.

Ceci n'exclut évidemment pas la possibilité que l'actine puisse etre
phosphorylée dans des conditions différentes. Rappelons qu'on a fait men-
tion au chapitre I de plusieurs exemples de phosphorylation de 1l'actine.
Ie tableau XII nous dresse d'ailleurs une liste des tentatives de phospho-
rylation de 1l'actine qui ont été réalisées depuis une dizaine d'années

environ.



Tableau XII

Tentatives diverses de phosphorylation de 1'actine

1 .
Tempa de Enzyme - AMP Type Phosphorylation | Remargues [ Année |Référence
[eheaphory Lation d'actine
15 min. YHT purifié ot Muscle assez - (1373} i8]
cardiague bonne
. Enzyme
Plusteurs "X~ purifié ol hoEine-G excellente ajouts
heures non musculaire péricdi- | (1981} | (165}
quemsEnt
hetine-F banne
nan musculaire
AcEine-~G banne
musculai re
Actine-F nulle
musoulaire -
15 min. - aui nan musculaire o % Chaines (19731 [lad})
natives
seulement
15 mim, 3'=5" o=RMP aui Actine-F Trés faible - 1197%) (144}
dépendante du muscle
protéine
kinase
purifide
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On peut constater que dans la majorité des cas ol l'actine a pu etre
phosphorylée, a un niveau plus ou moins important, les conditions expéri-
mentales nécessitaient de 1'AMPc ainsi que la présence d'un enzyme puri-
fié, en 1'occurence la protéine kinase dAnendante de 1'AMPc. On peut voir que
d'une maniére générale l'actine non-musculaire semble un meilleur subs-
trat a la phosphorylation que 1'actine musculaire, de méme que la forme

G de l'actine serait phosphorylée plus facilement que sa forme F.

On constate aussi que partout ol des tissus, cellules ou membranes
naturelles ont été utilisées, le temps permis pour la phosphorylation ne
dépassait pas 15 minutes. Des études cinétiques plus longues nécessitent
la présence d'un enzyme purifié de fagon & éliminer toute réaction secon-—
daire indésirable. De plus, le seul exemple que nous ayons trouvé faisant
état d'une phosphorylation indépendante de l'AMPc pour l'actine a ét2 rapporté
par Chaimanee et Yulhavong (26). Il s'agissait alors de la phosphorylation

d'actine d'érythrocytes infectés par Plasmodium berghei (malaria). Ces éry-

throcytes étaient donc anormaux et de plus, aucune mention de guantifica-

tion n'a été effectuée dans cette étude,

Quoique déja en présence de nombreux éléments, autant théoriques
qu'expérimentaux, qui nous permettaient d'émettre un doute sérieux sur
l'hypothése de Grazi et Magri, nous ne pouvions pas vraiment la rejeter
sans posséder des preuves irréfutables de ce que nous avancions a ce

moment.

11 devenait alors nécessaire de prouver que le phénoméne important
lors de la perte des propriétés de l'actine (suite & une incubation avec

des membranes plasmiques) n'était pas la phosphorylation de l'actine,
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mais bien 1'élimination totale de 1'ATP et de 1'ADP du milieu réactionnel.

4.2 Comportement de l'actine en absence de nucléotide

Nous avons vu au chapitre III gu'il est possible de retirer en-
tiérement 1'ATP et 1'ADP d'un milieu donné par un traitement au Dowex I-X8.
Un tel traitement sur une solution d'actine-G élimine immédiatement tout
1'ATP et 1'ADP du milieu et 1'actine~G-ATP perd ensuite graduellement son
nucléotide suite au déﬁlacement de l'éguilibre dans le sens favorisant
la forme actine-G sans ATP. Plusieurs études concernant les constantes
d'équilibres relides 3 cet échange dans différentes conditions ionigues
et en présence de différents analogues de 1'ATP ont d'ailleurs traité am-

plement de ce sujet (6, 32, B0, 102, 147).

D'autre part, nos résultats nous ont permis de constater que l'acti-
ne-G incubée en présence de Dowex-I-BX perdait lentement mais irréversi-
blement sa polymérisabilité (figure 18). Ces résultats ne venaient en fait
que confirmer plusieurs études déja anciennes (1961) de la polymérisabili-

té de l'actine en absence de nucléotide (6, 9),

Les travaux reconnus de Kasai (74) en 1964 démontraient finalement
la possibilité de ﬁolymériaer 1'actine-G native completement démunie de
son nucléotide et de son cation divalent, Mais ces derniéres expériences
avaient été effectuées dans un milieu 4 forte concentration de sucrose de
fagon justement a éliminer toute dénaturation possible de 1'actine, On
voit donc que 1'ATP est essentiel pour la stabilité de l'actine face &
sa dénaturation, mais qu'il ne semble pas d'une nécessité absolue pour

permettre sa polymérisation. Puisque nos membranes cytoplasmiques d'hépa-



tocytes, et probablement celles obtenues par Grazi et Magri, déphospho-
rylaient trés rapidement les nucléotides du milieu réactionnel; puisgue
1'élimination de ces nucl2otides était suivie de la perte rapide de
1'ATP et de L'ADP liés & l'actine; et, enfin, puisgque cette perte du
nucléotide 1ié amene la dénaturation irréversible de l'actine-G; il
est tout a fait normal que l'incubation de 1'actine-G en présence

de ces membranes soit accompagnéie d'une perie graduelle de sa
polymérisabilité et de sa capacité d'inhiber la [MAse T pancréatigque.
(Rappelons a cet effet gue le complexe zctine:DNRse I doit lui avesi

contenir una molécule A'ATP 1lié (68,105).)
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Cn voit donc gue n'importe gquel traitement pouvant enlever le nucléo-

tide lié de l'actine aménerait automatiguement sa dénaturation irréversi-

ble ainsi gue les divers phénoménes gui en découlent,

A ce stade, nous avons voulu vérifier expérimentalement toutes les
déductions auxquelles nous en étions arrivés de fagon théorigue. Nous
avons donc congu et réalisé l'expérience "monstre" décrite 4 la section
3.2.4. Comme nous l'avons déjd mentionnéd, 1'intérét fondamental de cette
expérience était de pouvoir suivre simultanément de nombreux é&léments
pour eétre en mesure de les comparer réellement a partir de conditions

expérimentales identigues.

Comme nous avons pu le constater & la section 3.2,4, nous avons
repris, dans le cadre de cette expérience, les essais de Grazi et Magri
concernant la phosphorylation de 1'actine-G en présence de membranes et

les effets de cette supposée phosphorylation sur deux propriétés fondamen

—
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tales de l'actine; sa polymérisabilité et sa capacité d'inhiber la
DNAase I pancreatique (Fig 22 et 24). Nos résultats en ce sens se sont

d'ailleurs révélés tres semblables aux leurs.

On a vu aussi qu'un témoin de membranes seules sans actine permet-
tait d'éliminer la possibilité gque l'actine soit phosphorylée malgré
l'cbtention de résultats similaires a Grazi et ses coll., (55) pour la
détermination de 1'orthophosphate 1ié 3 1'actine (par la méthode colori-

métrigque au vert de Malachite).

Méme si ces résultats étaient déja connus, nous les avons répétés
pour etre bien en mesure de pouvoir les relier avec les nouveaux parame-

tres gue nous introduisions A& ce moment.

-

Ces parametres ont été présentés aux sections 3.2,4.5 a 3.2.4.7
inclusivement. Il s'agissait de repérer exactement ou se situait le noyau
adényl margué au tritium ainsi gue le phosphate gamma de 1'ATP possédant
un phosphore 32. On pouvait aussi vérifier par électrophorése si une

incorporation de phosphore 32 était wvisible dans la bande d'actine,

Tout d'abord, on a pu constater gu'un échange rapide de 1‘{32?}YTATP
se produisait avec 1'ATP 1lié 3 l'actine avant méme de débuter 1'incubation
avec les membranes (Figure 26), On a pu constater ainsi gque l'actine per-
dait lentement mais irréversiblement son ATP, On a pu aussi voir gue
le traitement au powex effectué pour é&liminer 1'ATP libre du milieu était
efficace mais gu'il n'était cependant pas suffisant pour arracher le
nucléotide 1ié a 1'actine, de méme que la cinétique de 1'enlé-

vement du nucléotide de l'actine est plus rapide en présence de membranes
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a forte concentration, mais qu'aucune relation directe ne peut étre éta-
blie entre cette cinétique et la concentration de membranes, Le seul point

qu'on ne puisse vraiment expliquer (Figure 26) est la réapparition du 32

F
dans le milieu traité au Dowex aprés plusieurs heures d’'incubation 3 un
moment ol déja 1'actine est complétement dénaturée, Mais cette remontée
ne peut certainement démontrer la phosphorylation de l'actine ni pro-
bablement d'ailleurs celle d'un autre composant membranaire puisque tout
1'ATP du milieu est entiérement détruit & ce moment. (Il pourrait peut-

étre s'agir d'un effet de saturation du Nowex par le phosphate mais nous

ne pouvons l'affirmer.)

Les mémes conclusions peuvent etre tirées de la figure 27 ol l'on a
mesuré l'ensemble du tritium présent a chaque étape de la prise d'échantil-
lon et pour chague milieu réactionnel, Ici, par contre, on ne voit pas seu-
lement la présence d'ATP ou encore de phosphate libre, mais aussi celle
de tous les dérivés adénylés provenant de l'hydrolyse de 1'ATP par les
membranes. On a pu constater alors gque le Dowex était impuissant a élimi-
ner certains de ces dérivés, comme l'adénine et l'adénosine dans ces con-

ditions.

Quant & l'identification de la nature des nucléotides présents i
1'état libre ou 1iés a l'actine, la section 3.2,4.6 nous semble avoir été
suffisamment explicite & ce sujet. Rappelons gue 1'ATP et 1'ADP — les deux
nucléotides qui possédent la faculté de stabiliser 1l'actine — sont trés
rapidement éliminés du milieu et que le % d'ATP lié (3 l'actine) diminue
d un rythme fort semblable i celui enregistré pour la perte des propriétés

de l'actine.
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Le dernier aspect gue nous a révélé cette expérience monstre était
la présence d'une protéolyse assez importante exercée sur l'actine par
notre préparation de membranes (Voir figure 33, section 3,2,4,7), Cette
protéolyse n'était toutefois pas d'une ampleur suffisante pour expliguer
a elle seule la perte de la polymérisabilité de l'actine, ou encore celle
de son inhibition de la DNAase I ﬁancréatique. Tout au plus, elle aura
induit une accélération du processus, On peut ici imaginer qu'un tel phé-
noméne de protéolyse a pu prendre place dans les expériences relatées par
Grazi et Magri (46), malheureusement il nous est impossible de vérifier

cette supposition.

Suite a cette expérience i multiples aspects, nous avons effectuéd
une derniére démarche expérimentale visant a vérifier la possibilité de
phosphoryler l'actine-F & l'aide de membranes plasmiques de foies de rats,
Et si la section 3.2.5 a déja bien présenté ce sujet, rappelons tout de

meme les principales conclusions qu'on a pu en tirer,

Tout d'abord, reprécisons gue cette expérience était tout a fait
distincte de celle décrite a la section 3,2,4, et que méme si la méthode
de préparation de membranes était identigue a celle utilisée pour 1'expé-
rience monstre, des rats et non un lapin en ont été la source dans ce
cas-ci. (Nous avions déja mentionné que ces deux sources de membranes

étaient identiques quant & leurs effets sur l'actine,..).

Les conclusions qui se sont imposées lors de l'analyse des électro-
phorégrammes (Figure 34) et des résultats de comptage des bandes d'actine
(Tableau XI) é&taient les suivantes: pas de phosphorylation de l'actine

mesurable (au-dessous de 1%) ni pour l'actine-G, ni pour l'actine-F; une
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prctéolysu importante sur l'actine-G et nulle pour l'actine-F et finale~
ment; une tendance de 1'actine-F & co-précipiter avec les membranes, Con-
naissant les propriétés des deux formes de 1'actine, ces résultats ne sur-
prennent nullement sauf pour la co-précipitation de 1'actine-F dans des
conditions ou, seule, elle n'aurait aucunement précipité . Cette derniére
constatation nous amene a considérer une double possibilité qu'il serait
fort intéressant de vérifier plus en profondeur lors d'études subséguen-
tes. En effet, on est clairement ici en présence de la manifestation d'un
lien direct de l'actine a un composant membranaire non déterminé, ou enco-
re a une forme de gélification de l'actine induite par un &lément membra-

naire guelcongue,

Nous avons donc réussi a reproduire l'essentiel des résultats obte-
nus par Grazi et ses collaborateurs (46, 113} +tout en obtenant une con-
clusion tout a fait différente de la leur. le seul effet de l'action des
membranes sur l'actine gue nous n'ayons pas touché expérimentalement est

la capacité de cette derniére a induire 1'ATPase de la myosine.

Les raisons pour lesguelles nous n'avons pas jugé utile de reprodui-
re leurs résultats en ce sens sont relativement simples, Tout d'abord, il
n'y a pas de phosphorylation et toutes les modificaticns du comportement
de 1'actine sont reliées a la perte de son nucléctide 1ié. De plus les
résultats présentés par Grazi et coll. (54, 55) sur l'induction de
1'ATPase de la myosine par l'actine "modifiée" correspondent & ceux gu'on

serait en mesure d'attendre 3 partir d'actine dépourvue de nucléotide,

A cet effet, les travaux reconnus de Biriny et de ses collabora-

teurs (2) ont clairement démontré en 1961 gue l'actine, suite a 1'@elimi-
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nation compléte des nucléotides libres dans le milieu, de méme qu'a
celle de jusqu'a 60% de ses nucléotides 1liés, pouvait tout de méme
activer 1'ATPase de la myosine avec un rendement de 100% si ses groupe-

ments -SH étaient protégés par le <3—mercaptoéthanol.

Rappelons ici que Grazi et ses collaborateurs ont aussi travaillé
dans des conditions incluant la présence de(?—mercaptoéthanol a une
concentration normalement jugée suffisante pour protéger efficacement

les groupements-SH de l'actine.

Mais, avant tout, il ne faut pas oublier que le milieu réactionnel
d'actine en présence de membranes posseéde plusieurs enzymes capables
d'hydrolyser 1'ATP. De plus, on a vu par électrophoreése que plusieurs
protéines et fort probablement aussi plusieurs de ces enzymes ne
peuvent 8t;e entiérement éliminés du milieu par une centrifugation.
L'activation de 1'ATPase de la myosine par l'actine modifiée que Grazi
et ses collaborateurs ont décrite semble plutdt, a la lumiére de ces faits,
étre l'activité normale des enzymes membranaires présents avec l'actine.
Cette activation de 1'ATPase de la'myosine pourrait bien n'étre qu'un
autre artéfact expérimental qu'il est impossible de percevoir sans avoir
effectué le contr8le préliminaire de 1l'effet des membranes seules sur le

tampon G.

Quant a leur observation selon laquelle leur actine-G "modifiée"
n'était plus en mesure d'augmenter la viscosité d'un milieu comptant déja
une bonne concentration de fragment S-1 de la myosine, ce n'est en rien
surprenant si l'on est en fait en présence d'actine complétement dénaturée

et incapable de polymériser.
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Leur derniére expérience a l'aide de l'actine~G "modifiée" par les
membranes plasmiques relatait gue cette dernifre pouvait toujours se lier
d des filaments de myosine et produire une contraction des fi}aments d'ac-
tomyosine obtenus suite & 1l'ajout A'ATP (par la méthode décrite par
Hayashi et coll., (66). A cet égard, rappelons que Barany et coll, (9) éta-
blissaient que l'actine; traitée au charbon activé pendant 30 minutes a
25°C et cela successivement 3 trois reprises, pouvait encore se lier &
la myosine. Et cela malgré le fait gu'elle ait alors perdu la totalité de
son ATP lié. A la lumiére des travaux de Barany et de ses collaborateurs
il est peu surprenant de constater gue l'actine soit encore en mesure de
se lier a des filaments de myosine aprés une incubation en présence de
membranes. Le fait gue Grazi ait pu voir des filaments d'actine suite a
cette liaison peut aussi s'expliquer si on se souvient gue l'actine peut
€tre en mesure de polymériser en certaines occasions en absence de nucléo-
tides. La présence de myosine entiére doit &tre un é&lément important dans
ce cas-ci (Quoigque Grazi ne montre pas les photographies de ces filaments

d'actine ...}

Quoigu'il en soit, les résultats obtenus par Grazi et coll, (54, 55)
en ce gul a trait aux relations entre l'actine et la myosine ne vont aucu-
nement a 1'encontre de 1'hypothése que nous avons émise au sujet de la
non phosphorylation de l'actine dans ces conditions, Il semblerait plutdt

gu'ils viennent 1'appuyer en lui ajoutant un poids nouveau,

Le tout dernier point & considérer se rapporte 3 l'effet des membra-
nes sur l'actine-F., Grazi et Magri (55) ont constaté une phosphorylation

équimolaire accompagnée d'une baisse de viscosité (environ le 1/3 de sa
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viscosité spécifique initiale), ainsi qu'une perte de 1l'inhibition de la
DNAse I . Dans ce cas aussi, l'activation de 1'ATPase de la myosine demeu-

rait inchangée.

L'explication de tous ces phénomenes éeut encore étre facilement
fournie a la lecture des travaux de Barany et coll. (9) et de ceux de
Kasai et Oosawa (75). Ces derniers travaux nous démontrent la possibilité
d'obtenir une F-actine partiellement privée de nucléotide suite a une dia-
lyse prolongée de l'actine-F-ADP. Cette derniére conserve cependant sa
structure polymérisée et donc sa viscosité, de méme que de l'actine-G-ATP
saine peut étre obtenue de nouveau par une dialyse a faible force ionique
en présence d'ATP. La forme polymérisée de 1'actine préserve donc 1l'inté-
grité de cette protéine méme en l'absence de nucléotide autant dans le
milieu qu'a l'intérieur méme du polymére, On a déja mentionné de plus
que l'actine-F est beaucoup plus résistante que l'actine-G pour de nombreu-

ses situations dénaturantes.

Il est donc normal que l'actine-F traitée aux membranes conserve sa
viscosité spécifique a un niveau assez élevé aprés 1 ou 3 heures de trai-
tement. La baisse obtenue peut e€tre imputée soit a l'action éventuelle de
protéases, soit a une modification allostérique des monomeéres d'actine
pouvant modifier ses propriétés physiques, ou soit encore a une baisse de
concentration de l'actine suivant une éventuelle co-précipitation en pré-
sence de membranes. Puisqu'aucune vérification de la concentration d'acti-
ne n'a été effectuée a cet égard par Grazi et Magri (55),.il n'est pas
possible de déterminer laquelle de ces hypothéses ou encore quelle combi-

naison de ces hypothéses représente le mieux la réalité,
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Quoiqu'il en soit , le fait que cette actine ne puisse plus inhiber
la DNAse I pancréatique laisse supposer que l'actine-F ait subi une per-
te importante de nucléotide 1ié et qu'elle ne peut plus interagir avec
cet enzyme. Il serait académiquement fort intéressant de vérifier cette

derniére possibilité.

Quant & la capacité de l'actine-F d'activer 1'ATPase de la myosine,
rappelons a cet effet que, tout comme nous l'avons mentionné précédemment
pour l'actine-G, le test d'activation a certainement d{i étre faussé par
l'introduction_dans le systéme utilisé pour ce test d'enzymes membranaires

pouvant hydrolyser 1'ATP et donc mimer une activation de la myosine.

De nouveau, aucune contradiction notoire avec 1'hypothése a

laquelle nos résultats nous ont irrémédiablement conduit.

4.3 Conclusion

A la lumiére des faits déja exposés, il nous apparait plutdt ha-
sardeux d'entreprendre des études cinétiques lentes de phosphorylation
sur une protéine comme l'actine a l'aide d'une préparation plus ou moins

purifiée de membranes biologiques.

lLes raisons des problémes rencontrés dans une telle étude sont mul-
tiples. Tout d'abord, il existe, dans de telles préparations de membranes,
plusieurs sources de protéolyse qui peuvent se manifester comme é&tant

assez importantes apres quelques heures. Mais surtout, la présence
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d'ATPases et d'autres agents déphosphorylant les divers nucléotides in-
terdit une prolongation des réactions de phosphorylation au-dela du temps
dévolu pour 1'élimination du substrat fournissant le phosphate, soit
1'ATP. L'addition continuelle d'ATP pourrait éliminer ce facteur, mais
il serait alors difficile d'évaluer l'effet des produits de dégradation

sur la cinétique étudiée.

Mais le facteur le plus important est gque l'actine représente une
protéine assez particuliére puisqu'elle doit posséder de 1'ATP (ou de
1'ADP) 1ié pour etre en état normal de fonctionnement a 1'état natif.
Une inactivation lente mais irrévocable suit la perte de son nucléotide

et des modifications normales de ses propriétés intrinsaques 5'ensuivent.

Nous avons donc pu constater tout au long du présent travail que
l'utilisation de membranes biologiques peut parfois causer des effets
tout a fait différents de ceux recherchés et meme causer des artéfacts

nécessitant de longues recherches avant d'é€tre identifiés comme tels.

La phosphorylation observée par Grazi et coll. (54, 55) nous semble
bien apéartenir a ce type d'artéfact, Nous ne nions toutefois pas la pos-
sibilité que l'actine puisse éventuellement &tre phosphorylée in vivo et
ces deux auteurs ont peut-étre amené les éléments d'une hypothése avant-
gardiste sur un des mécanismes fondamentaux de la régulation non-musculai-
re des différentes formes d'actine. Mais on ne peut encore affirmer quoi

que ce soit en ce sens.

Ces recherches nous auront toutefois permis d'apporter un autre élé-

ment concernant un lien direct de l'actine avec les membranes par la
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co-centrifugation de l'actine-F en présence de ses derniéres, De méme gue
nous avons pu identifier une forme de gélification de l'actine-G induite
par ces memes membranes. Ces deux aspects demeurent toujours 1'un des pro-

bléemes aigus de la motilité cellulaire et beaucoup reste encore 2 faire

en ce sens.
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