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Partie A : Actine et motilité cellulaire

| Introduction générale : le cytosguelette

Comme haubans et mat soutiennent I'armature d’'teabale cytosquelette, composé
d’'un réseau de fibres protéiques, apporte a lalleek soutien mécanique qui lui permet de
conserver sa forme caractéristiqueette notion de structure responsable de la aesist
meécanique des cellules fut proposée pour la preniags en 1931 par le biologiste francais
Paul Wintrebert. Structure hypothétique a I'épodeecytosquelette devint observable une
décennie plus tard grace a l'introduction de laroscopie électronique en biologie. Depuis
les années 1970, des réactifs ciblant les composdnt cytosquelette et le marquage

fluorescent permettent de I'étudier dans les cedlwivantes (Figure Al).

W cancergquesiorg

Figure Al: Cellules endothéliales vues au microscep

Les microtubules sont marqués en vert par un argid’actine est marquée a la phalloidine
(en rouge) et les noyaux sont marqués au DAPI b&ource : Cancerquest.org.



Le cytosquelette est une structure tres dynamiquées polymeres qui le constituent
s’assemblent et se désassemblent en permanenceré&dmns permettent aux cellules
eucaryotes d’'adopter une grande variété de fortnd@'sféectuer des mouvements coordonnés.
Les fibres du cytosquelette constituent donc nareseent I'«ossature» de la cellule mais

aussi la «<musculature» qui lui permet de se dép(&adelski and Theriot 2004).

La biologie cellulaire et la biochimie ont montréegle cytosquelette était fortement
impliqué dans de nombreuses fonctions biologigoaddmentales telles que la phagocytose,
I'établissement de la polarité des cellules, ledhésion a un support ou entre elles, la
formation du fuseau mitotique et de I'anneau catilea permettant la division cellulaire, le
transport vésiculaire participant aux mécanismesdticytose et d'exocytose (Chen et al.
2003)

Le cytosquelette eucaryote (2.8% des protéinesaeghest constitué de trois grands
types de fibres protéiques, trés conservées dawldtion: les microtubules, les
microfilaments d’actine et les filaments intermédia (Figure A2). Ces fibres sont formées
par l'auto-association de protéines monomeériquesdil@ments. Elles interagissent avec un
grand nombre de partenaires : des protéines cympi@es (protéines motrices, protéines
organisatrices, protéines sous-membranaires) oupdagines associées a la membrane
(protéines d’adhésion...), ce qui leur confére daspmpétés structurelles et fonctionnelles
spécifiques. Les trois types de biopolymeres sindisent par leur diametre, leurs propriétés

meécaniques et biochimiques, leur localisation tale, et leur fonction.
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Figure A2: Organisation des éléments du cytosqueletd’'une cellule épithéliale.
A gauche les filaments intermédiaires (en bleu)ydieu les microtubules (en vert), a droite
les filaments d’actine (en rose). Source : wwwadspci.fr/scolarite/c_BIO/cell/cell21.jpg.



Il L'actine

1°) Généralités

L’actine fut nommeée et caractérisée biochimiquemeat Bruno Straub, qui I'a
purifiée a partir de muscle squelettique. Elleadgindante dans toutes les cellules eucaryotes,
méme non musculaires, ou elle représente typiquemhanl0% de la masse protéique pour
une concentration dans le cytosol de I'ordre ddgges dizaines a quelques centaines de
micromolaires. C’est une protéine extraordinairetre@mservée au cours de I'évolution. La
conservation remarquable de certains résidus swuligur implication dans des interactions

essentielles pour la structure du filament.

L’actine monomérique, aussi appelée actine-G, mstpuotéine globulaire de 42 kDa.
Elle a été cristallisée en complexe avec diversetimes qui inhibent la polymérisation, ou
aprés mutagenese ou marquage covalent pour inlailq@slymérisation. Elle est constituée
d'une seule chaine polypeptidique de 375 acidesnésnirepliée en 2 lobes de taille
équivalente liés par une crevasse (Figure A3-Akx Pdobes sont eux-mémes divisés en 2
sous-domaines : le petit domaine, qui comprendslmss-domaines 1 et 2, et le grand
domaine, qui comprend les sous-domaines 3 et 4sdes-domaines 1 et 3 sont exposeés a
'extrémité que I'on appelle barbée (+) du filamedctine et les sous domaines 2 et 4 sont

exposes a I'extrémité dite pointue (-) (Figure AB-B

Dans la crevasse située a la jonction de ces 4dmusines est logé un nucléotide
('ATP ou I'ADP selon son état de phosphorylatiaar) complexe avec un cation divalent
métallique (C&" ou Mdf+) qui interagit directement avec les phosphitesy de I'ATP. Le
phosphatey de 'ATP établit des liaisons hydrogéenes aveclja&ige 158 et la sérine 14, ce
qui maintient les 2 lobes rapprochés (Sablin e2@02). Lorsque le monomere d’actine est lié
a 'ADP, il a été proposé que le pont maintenantravasse fermée soit rompu suite au
changement de chélation de Iion Mdnitialement lié aux phosphatfsety de I'ATP et que
la structure correspondante de l'actine-ADP soitspbuverte que celle de l'actine-ATP.
Cependant, il n’en existe aucune preuve, puiscusttactures cristallisées d’actine portant de
I’ATP ou de I'ADP connues a ce jour sont identigu&da base de la molécule, 2 hélicesle
la crevasse constituent une charniere dont ladiké autorise un mouvement relatif des 2
lobes et permet I'échange du nucléotide. Il esttamqu’en I'absence de ces deux cofacteurs,

l'actine se dénature facilement.



Extrémité « pointue »

Extrémité « barbée »

Figure A3: Structures tridimensionnelles de I'actire globulaire et filamenteuse.

A. Représentation de la structure tridimensionndllemonomere en complexe avec la DNase
I. LADP (en violet) et le Ca2+ (sphere grise) sdotalisés au centre de la molécule. Les

sous domaines 1, 2, 3 et 4 sont représentés régp@ent en bleu, rouge, vert et jaune.

B. Modele du filament de Holmes (Holmes et al. 19906us les monomeres d’actine ont la

méme orientation et chacun d’eux établit deux tygiegeraction avec ses 4 voisins : des

interactions latérales avec les sous-unités n+h-&t et des interactions longitudinales avec

les sous-unités n+2 et n-2.

Les filaments d’actine ont un diamétre d’environnih et une longueur pouvant
atteindre quelques pum vivo. Leur longueur de persistance est de 7 a 8 pmuickes classe
dans la famille des polyméres semi-flexibles. Lembreuses études structurales menées sur
'actine par diffraction des rayons X et par miaogie électronique ont mené au modele
atomique contemporain du filament d’actine : unypwre protéique hélicoidal ((Holmes et
al. 1990) et Figure A3-B). Le filament peut étrecittcomme une simple hélice gauche :
chague monomére s’assemble au bout du filament @avemgle de -163,2° par rapport a la
sous-unité précédente et allonge le filament ddemi-sous-unité, c’est a dire de 2,75 nm. Il
y a 13 sous unités pour 6 tours d’hélice. On pegsiaconsidérer le filament comme une
double hélice droite dont le pas est de 71,5 nne &8esous-unités par tour d’hélice. Dans un
filament, toutes les sous-unités ont la méme aitent. Cette polarité structurale a été
visualisée en microscopie électronique en préseéancsous fragment | de la myosine : les
tétes de myosine se fixent toutes dans la mématatien et dessinent des pointes de fleche
sur les filaments. Par analogie a la structurepdéstes de fleches, les deux extrémités ont été
appelées extrémité barbée (ou +) et extrémité pei(du -) (Milligan et al. 1990). La polarité
structurale des filaments d’actine s’accompagndeégant d’une polarité dynamique : les
taux d'association et de dissociation des sousirat bout barbé sont plus grands que ceux

au bout pointu.



2°) La polymérisation de l'actine.

Les filaments d’actine ne se forment qu'au dessusedconcentration minimale de
monomeres appelée concentration critique (Cc) B¢ dis conditions de force ionique, de
température et de pH bien définies. La polymésatie I'actine monomérique (actine-G) en
filaments d'actine (actine-F) est amorcée par Utajdlions Mg, K* ou N&. Dans les
conditions physiologiques (100mM KCI, 1mM MgClpH 7,8), l'actine se trouve
essentiellement sous sa forme F, en équilibre dynammavec la forme G. La cinétique de
polymérisation de l'actine peut étre suiumevitro en utilisant des fluorophores covalemment
liés aux monomeres, et dont la fluorescence vame #environnement biochimique. Ainsi,
on distingue un temps de latence correspondant&tape initiale de nucléation (formation
de noyaux de filaments), suivie d'une phase d'é&uiog, et enfin I'établissement d'un

équilibre appelé état stationnaire (Figure A4).
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Figure A4 : Les différentes phases de la polyméritian de 'actine.

A : Relation entre les fractions d’Actine-G (monomae) et d’Actine-F (polymérisée) en
fonction de la concentration totale d’actine : l&laments d’actine ne se forment qu’au
dessusl’unecertaineconcentratiord’actinemonomériquappelée concentration critique (Cc)
B : Exemple de cinétique de polymérisation de lfeetpar suivi de la fluorescence pyrene.
La fluorescence augmente lors du passage de hétaomeérique a I'état polymérisé.

C : Représentation des trois phases jalonnant I'agdage d’un filament d’actine: (1) Phase
de nucléation (étape la plus lente) : formation rd’'noyau d’actine a partir duquel va
s’allonger un filament. (2) Phase d’élongation sl&laments d’actine croissent par ajouts
successifs de monomeres. (3) Etat stationnaire@tetfactine est polymérisée a I'exception
de I'actine monomérique correspondant a la conadidn critique.



Les monomeres d’actine étant chargés négativeniesgmble a priori difficile de
concevoir que ceux-ci puissent s'auto-assemblentapément. L'activation de I'actine-G a
haute force ionique constitue la premiére étapka glymérisation. Des ions (Mg C&" et
K™") neutralisent les charges négatives a la surfack grotéine et diminuent la répulsion
électrostatiquentrelesmonomeéres;equifavoriseleurassociationprobablemenénentrainant
un changement structural (Carlier et al. 1986poper et al. 1983)

Aprés la phase d’activation suit une phase ditendeléation. Le mécanisme de
nucléation n'est pas encore totalement élucidé niaest clair que c’est une réaction
coopérative qui constitue I'étape cinétiquementitamte dans la polymérisation. Tout
d’abord, deux monomeéres s’associent par interadiogitudinale pour former un dimere peu
stable (Kudryashov et al. 2005). La fixation d'waisieme monomere stabilise le complexe
en établissant des interactions latérales aveddes premieres sous-unités et permet d’initier
un processus d’isomérisation, aussi appelé mécantdarcondensation hélicoidale (Oosawa
and Kasai 1962)ll y a alors passage d’un polymeére linéaire a imére hélicoidal appelé
« noyau », qui est le plus petit polymére posséldestructure du filament d’actine (Cooper et
al. 1983), (Steinmetz et al. 1997)’addition de nouvelles sous-unités devient
thermodynamiquement plus favorable car chaque @omws qui s’ajoute est liée a deux sous-
unités d’actine contre une seule dans le noyaualinita nucléation devient négligeable
lorsque le nombre de filaments amorcés est assard goour que leur croissance fasse
diminuer significativement la concentration de mmieoes.

Les filaments d’actine s’allongent alors rapidempat addition de monoméres aux
noyaux hélicoidaux. L’élongation du filament copead a la somme des réactions
d’association et de dissociation de monomeres aewxx cextrémités du polymere. Les
monomeres sont consommeés jusqu'a ce que leur ciratten atteigne la concentration
critigue Cc. A ce moment, la vitesse d’allongemeéevient globalement nulle : c’est I'état
stationnaire. Les filaments coexistent alors avectihe monomérique et continuent a

échanger des sous unités avec le milieu.

3°) Hydrolyse de I'ATP et phénomeéne de tapis roulan
(treadmilling)

L’hydrolyse de I'ATP est une réaction irréversildesociée a la polymérisation de
I'actine. Elle se déroule en 2 phases : le clivageique de 'ATP en ADP-Pi est suivi par la

dissociation plus lente du phosphate inorganiqije (P



L’hydrolyse de I'’ATP associée & la polymérisatianldctine-Ca™-ATP est trés lente.
Dans ce cas la polymérisation est quasi-réversbldes concentrations critiques sont
identiqgues aux deux bouts’hydrolyse de I'ATP associée a la polymérisatida I'actine-
Mg**-ATP (cas physiologique) est rapide et vectorieiest & dire se produit selon un
mécanisme de fermeture éclair a linterface F-ADF-RTP. La sous-unité terminale du
bout barbé peut donc étre sous forme ATP, ADP-PADR selon que 'association des sous-

unités se déroule plus ou moins vite que I'hydrelyfigure A5)
Il

Actine-F

temps
Figure A5 : Nature du nucléotide fixé a I'actine-Fau cours de la polymérisation

Tandis que la vitesse d’association de l'actinedbaut barbé n’est limitée que par la
diffusion, l'extrémité pointue échange plus lentamnees sous-unités et est constituée
d’actine-ADP (Carlier and Pantaloni 1986; Korn kt1®87). Le cycle de renouvellement du
filament d'actine a l'état stationnaire comprend létapes suivantes: la dissociation de
l'actine-ADP a l'extrémité pointue, I'échange du cteotide ADP contre un ATP et
'association d’actine-ATP a I'extrémité barbéeslaeux bouts d’un filament d’actine-Mg ne
possédent donc pas des concentrations critiquératifes et, a I'état stationnaire, ils sont
composés de sous-unités qui portent des ligandératits : ADP-Pi pour le bout barbé et
ADP pour le bout pointu.’hydrolyse de I'ATP introduit une polarité thermpthmique qui
s’ajoute a la polarité structurale du filament diae. A I'état stationnaire, les flux nets de
polymérisation et de dépolymérisation aux 2 exttéssont égaux et de signes oppokas.
polymérisationa I'extrémité barbée compense alors exactement la dépolyménisatio
'extrémité pointue. La concentration critique dst0,08 UM au bout barbé et de 0,6 uM au
bout pointu. Ainsi, la vitesse globale d’allongerdun filament est nulle et sa longueur reste
constante malgré un flux net de sous unités dafitateent. (Figure A5)Ce flux de sous-
unités d’actine dans le filament, dit phénoméndages roulant ou «treadmilling » est a la
base de la maotilit€ellulaire.ll permetau filament d’avanceret créeuneforce capable, en
particulier, de déformer la membrane d’'une cellide. présence d’ADP, la concentration

critique est identique aux 2 extrémitést'y apas de tapis roulant ni de motilité.



Il Réqgulation de la dynamique d’assemblage de I'agtie

La motilité cellulaire est basée sur le phénoméntagis roulant de I'actine. Dans une
cellule en mouvement les filaments s’allongent @ witesse de l'ordre de 0,79 pm/min
(Wang 1985) tandis qun vitro, cette valeur est proche de 0,03 pum/min dans degittons
physiologiques. Nous verrons dans le paragraphe squi que la cellule est capable
d’accélérer la vitesse de renouvellement des fitemd’actine pour permettre un mouvement
rapide. Dans un lamellipode, le réseau de microfiats est trés dense mais pourtant, il est
confiné dans une zone de quelgues centaines dengtmes de profondeur environ. Ce haut
niveau d'organisation est rendu possible par lagme&e de centaines de protéines auxiliaires
qui rendent possible la régulation spatiale et melfe du cytosquelette. Ces protéines, aussi
appeléesActin Binding Proteinsreprésentent environ 25% des protéines cellulaiEiss
peuvent étre isolées et étudiées au moyen d’apgsodiiochimiques, génétiques et
immunologiques. Dans ce chapitre, je décrirai lescjpales protéines qui régulent le tapis
roulant. Elles sont la clé du contrdle par la dellde son stock d'actine car elles modifient les
taux de polymérisation des filaments a leurs extésren se liant a I'actine-G ou a I'actine-F.
Il s’agit :

v' des protéines de coiffe ou «capping proteimspping proteingelsoline)

v' des protéines séquestrantes (thymosine...)

v' des protéines qui fragmentent les filaments owersgy proteins »

1°) La profiline et les protéines séquestrantes

Dans les cellules au repos, la concentration diaction polymérisée peut étre
supérieure a 100 uM (Bray and Thomas 1976) : amiteentration est donc de plusieurs
ordres de grandeur plus élevée que la concentratitque de I'actine pure. Considérant les
conditions de force ionique élevée et constanteremgment dans la cellule, quasiment toute
I'actine intracellulaire devrait étre polymérisér, seulement 40 % de I'actine intracellulaire
se trouve sous forme filamenteuse ! Une grandeepde I'actine intracellulaire est en fait
complexée avec des protéines dites séquestranéenuiertes dans les années 1970, les
profilines forment une classe de petites proté{i@sl5 kDa, 125-139 résidus) exprimées de
maniére abondante dans toutes les cellelesaryotegSohn and Goldschmidt-Clermont
1994).
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La profiline est indispensable aux premiéres étajpedéveloppement chez la souris
(Verheyen and Cooley 1994), (Witke et al. 2001)Dtasophileet Dictyostelium(Haugwitz
et al. 1994). Elle est également indispensablefartaation de I'anneau contractile lors de la
division cellulaire (Balasubramanian et al. 1998augwitz et al. 1994). Les cellules dans
lesquelles I'expression de la profiline est inhilbéepeuvent plus développer de lamellipode
et de fortes quantités de filaments d’actine s’aadent dans le cytoplasme (Rogers et al.
2003). La profiline est la principale protéine g&nt aux monoméres d’actine du fait de la
combinaison de son abondance {2010* M) et de sa forte affinité pour I'actine G (Kd de
I'ordre de 0,1 uM pour I'actine-G-ATP et de 2 pMupbactine-G-ADP).

Elle possed@ fonctionsselonla présence ou non de bouts barbés libres:

- Lorsque les bouts barbés sont bloqués par desimestée coiffe (décrit plus loin), la
profiline agit en protéine séquestrantelle augmente la concentration d’actine non
polymérisée en formant un complexe profiline-actimeapable de polymériser au bout

pointu. Les complexes profiline-actine ne peuvexd former de noyaux entre eux.

- En présencdeboutsbarbédibres,le complexeActine-G-ATP-Profilingpeut participer a la
polymeérisation mais uniquement au bout barbé (Ramitand Carlier 1993) (Figure A6).
La profiline permet ainsi de maintenir dans lawellun sous-ensemble d’actine-G-ATP
qui peut étre consideré comme une deuxieme espeéaetind monomeérique
polymérisable. Les complexes profiline-actine-G-A¥Bssemblent cependant avec une
vitesse de 30% inférieure a celle d’'un monomeéretitia-G non complexé. En présence
de bouts barbés libres, le réservoir d’actine pélysable est rapidement consommé, ce
qui implique que la concentration de bouts barbéis ster faible. La profiline agit
également comme un facteur d’échange du nucléstinlel’actine-G en accélérant la
dissociation du Mg-ADP ((Mockrin and Korn 1980)ge(Blroizen et al. 1995)).

E-°>°>°>°>D>ﬁ
L—»@ 25
V)

E“?-T

Figure A6: Régulation de la polymérisation de I'adne par la profiline.

La profiline se fixe a I'extrémité barbée. Le coaxa profiline-actine ainsi formé s’assemble
exclusivement au bout barbé. La profiline doit stadher pour permettre 'assemblage
ultérieur de sous-unités. La profiline interagiteavl'actine-ADP qui dépolymérise au bout
pointu et accélere I'échange du nucléotide, ceagigmente la vitesse du treadmilling.
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2°) L'ADF

Les protéines de la famille ADFA¢tin Depolymerizing Factyy aussi appelées
cofilines, constituent une famille de protéinesquitaires de faible poids moléculaire (15-22
kDa). Chez les eucaryotes, 'ADF est impliqué daes nombreux phénoménes comme
I'endocytose, la cytodierése, le développement gambmaire et la motilité cellulaire (Carlier
et al. 1997; Carlier et al. 1999). Dans un kéraman mouvement, 'ADF est localisé a
larriere du lamellipode (Svitkina and Borisy 199%n supprimant son expression, les
cellules ne développent plus de lamellipode (Rogeed. 2003). L’ADF se lie a I'actine-G et
F de maniére coopérative, préférentiellement damsforme ADP (Carlier et al. 1997). En se
liant aux filaments, 'ADF impose une torsion su@pkntaire de 5° par sous-unité qui
déstabilise les contacts latéraux et/ou longituginantre les sous-unités d’actine, ce qui
favorise la dépolymérisation. (McGough and Chiu9)9@rigure A7)

L’ADF accélére la vitesse de dissociation des amites ADF-G-ADP au bout pointu
d’environ 25 fois (Carlier et al. 1997). Cette réac est I'étape limitante dans le cycle des
réactions du treadmilling. Les monomeres ADF-G-AdaRangent rapidement leur nucléotide
contre de 'ATP, ce qui dissocie 'ADF de l'acti@ATP car son affinité est beaucoup plus
faible que pour l'actine-ADP. (Ressad et al. 1998ADF augmente la vitesse du tapis
roulant de I'actine en augmentant le stock d’aeATP polymérisable (Ressad et al. 1999)
jusqu'a I'établissement d’'un nouvel état stationmaiu le flux d’association de I'actine G-

ATP a l'extrémité barbée équilibre le flux de dgpoérisation de I'extrémité pointue.

(ADP\ (ADF\ (ADF) (ADF) (ADF)

‘D>D>D>D>D>ﬂ

| y
® P

Figure A7: L’ADF/cofiline accélére le turnover desfilaments d’actine.

L’ADF se fixe le long du filamemiréférentiellement sur les sous-unités ADP. Cesiatélise

le filament et accélére 25 fois la vitesse de damablage du complexe ADF-Actine-G-ADP a
'extrémité pointue. Aprés dépolymérisation, le ptere ADF-Actine-G-ADP se dissocie et
I'actine-G échange son nucléotide ADP pour de I'AFPlarge exces dans le milieu.
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3°) La gelsoline et les protéines de coiffe du bbatrbé.

Les protéines de coiffe sont essentielles pouptesessus motiles (Hug et al. 1995;
Loisel et al. 1999) ; (Sun et al. 1997). L’absedeeprotéines de coiffe entraine un exces de
ruffles et une accumulation de filaments d’actirla nembrane chez @rosophile Leur role
est de bloquer I'assemblage au bout barbé. Legipest de coiffe les plus étudiées sont la
Capping Protein(CP) et la gelsoline. L&apping Proteirse lie a I'extrémité barbée libre du
filament d’actine tandis que la gelsoline opereypamécanisme différent : en se fixant sur un
coté du filament, elle déstabilise le filament eodifiant sa structure, ce qui le coupe. Enfin,
la gelsoline se fixe a I'extrémité barbée génémdg coupure. Elle peut donc étre considérée
non seulement comme une protéine de coiffe, masiaomme unsevering protein elle
fragmente les filaments, ce qui augmente leur nerebdiminue leur longueur moyenne.

La gelsoline est une protéine de taille moyennek(88) ubiquitaire et conservée chez
les eucaryotes (Sun et al. 1999). En présence de €l forme un complexe avec deux
molécules d’actine-G (Coue and Korn 1985). C’estdmplexe GA ainsi formé qui possede
une activité coiffante du bout barbé. Son affiptar le bout barbé est tres élevée (Kd = 0.1
nM) (Pollard et al. 2000), ce qui fait de la geilsella protéine de coiffe la plus efficace a ce
jour. La gelsoline tire son nom de sa capacitéaliser la transition Gel-Sol d’'un réseau
d’actine, c’est a dire solubiliser un gel d’actiilamenteuse. Les protéines de coiffe du bout

barbé possedent deux effets sur la dynamique gengalsation de I'actine :

- Un filament dont le bout barbé est bloqué ne peetse raccourcir a I'état stationnaire en
perdant des sous-unités au bout pointu. Par coasgdes protéines de coiffe du bout
barbé ralentissent le renouvellement des filamenks consommation d’énergie associée
(ATP). Il a été estimé que si tous les bouts bariése cellule étaient libres, le
treadmilling résultant consommerait plus d’ATP dmeellule ne pourrait en produire.

- Bien que les protéines de coiffe du bout barbéisdent la croissance au bout barbé des
filaments auxquels elle se lient, elles accelél@rdroissance des filaments non coiffés
dans une population a [I'état stationnaire (Carletr al. 1997). En effet, la
dépolymérisation de tous les filaments (coifféqien coiffés) doit étre compensée par
une croissance plus rapide des filaments non soiff@r conséquent il s’établit dans le
milieu une concentration stationnaire plus élevéetthe-G. Schématiquement, les sous-
unités qui se dissocient des bouts pointus desditds coiffés sont recyclées vers les

bouts barbés des filaments non coiffés : il y &ffiet d’entonnoir (figure A8).
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Figure A8: Les protéines de coiffe accélerent la orssance aux extrémités barbées libres
par un effet d’entonnoir.

A : La croissance des filaments coiffés par la gleie est bloquée a leur extrémité barbée et
ils dépolymérisent par leur extrémité pointue. l,esnomeres ainsi libérés participent a

I'élongation rapide des extrémités barbées desndats non coiffés avant qu’ils soient coiffés
a leur tour. B : Effet de la concentration des j@iaes de coiffe sur la concentration d’actine
a I'état stationnaire. Lorsque 98% des extrémitésbBes sont coiffées, la concentration
d’actine-G a I'état stationnaire (Css) est procteld concentration critique du bout pointu.

4°) Effet synergigue de 'ADF, de la profiline eted
protéines de coiffe

Dans la cellule, I'ADF, la profiline et les protéis de coiffe agissent en synergie pour
accélérer le tapis roulant. La profiline et 'ADBissent de maniére complémentaire aux deux
extrémités du filament pour accélérer le tapis aoul L'ADF accélere la dissociation des
monomeres a l'extrémité pointue et la profilineighr ces monomeres exclusivement vers
'extrémité barbée puisque la profiline ne permas passemblage a I'extrémité pointue.
Ainsi, la vitesse du tapis roulant augmente de®$ €n présence d’ADF et de 125 fois en
présence d’ADF et de profiline (Didry et al. 199B)autre part, le blocage de la majorité des
extrémités barbées par les protéines de coiffe geda diriger les monomeres issus de la
dépolymérisation due a I’ADF vers les quelquesémrités barbées libres, qui polymérisent
donc plus vite. Ainsi, 'ADF, la profiline et leg@éines de coiffe cooperent pour augmenter
la vitesse du tapis roulant des filaments en acméideur dépolymérisation a I'extrémité
pointue et leur polymérisation a I'extrémité bar@&arlier et al. 1997). Les protéines de

coiffe sont recyclées aprés la dépolymérisatiarodfent les extrémités barbées libres.
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I1l Régulation de la structure du réseau d’actine.

Pour que le processus de tapis roulant soit mairgelfétat stationnaire, il faut que le
nombre d’extrémités barbées libres reste constarqui nécessite de générer continuellement
de nouveaux filaments: c'est le rble du complex®2A3. Le complexe Arp2/3 est un
amplificateur puissant de la polymérisation d’aetigui posséde un mécanisme unique : |l
branche des filaments ou des noyaux préexistansede que la polymérisation devient une
réaction autocatalytique. Il existe également d&siprotéines qui modifient la structure du
cytosquelette d’actine : les "crosslinkers" ou &slonking proteins” créent des liaisons entre
les filaments et modifient complétement les prapgéhysiques et mécaniques du réseau. La
plupart des crosslinkers sont controlés par laukellau moyen d'autres protéines de

régulation, ce qui permet des réorganisationsfimes du cytosquelette.

1°) Protéines contrblant la structure du réseau dime

Outre le complexe Arp2/3, il existe de nombreusesea protéines capables de
modifier I'organisation spatiale et la réticulatido réseau d’actine. Ces protéines de pontage
sont couramment appelées « crosslinkers » ou d¢sgaitulants ». Ce terme fait référence a
la physique des polyméres, ou l'ajout de certammposants (comme le soufre pour le
caoutchouc) conduit a la formation de pontagesedes chaines et modifient complétement
les propriétés mécaniques du matériau.

Voici quelques exemples de protéines de pontageilliize comprend 6 domaines de
répétition d’'un domaine commun avec la famille detsolines qui lui confere une double
activité de coiffe et de fragmentation. Elle regredes filaments en faisceaux grace a son
domaine HP Kleadpiecg de liaison a I'actine-F. L’espine et les prot&imke la famille forked
ont en commun leur domaine C-terminal FAEorked/Espin-homology domairqui leur
permet de regrouper les filaments en faisceawspire posséde une trés forte affinité pour
'actine-F. L'a-actinine (100 kDa) forme un homodimére anti-pa&tall qui ponte les
filaments d’actine de maniére assez lache. La filan(R60 kDa) forme des dimeres paralléles
assez analogues a ceux de-dictinine. La présence de régions flexibles autolkspontage
orthogonal de filaments assez éloignés et favdaigermation de gel d’actine réticulé lache
ou les filaments ont encore une assez grande diltlstmouvement. La fimbrine (68 kDa)
posséde quant a elle deux paires de domaines idenlia I'actine qui lui permettent de

structurer des réseaux assez denses.
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2°) Le complexe Arp2/3

a) Composition et structure du complexe Arp2/3

Le complexe Arp2/3 a été isolé en 1994 chez I'andibanthamoebé&Machesky et al.
1994). Il a par la suite été identifié chez de nmuk eucaryotes et il est aujourd’hui
considéré comme ubiquitaire. Arp2/3 est un assegebstable de 220 kDa composé de sept
polypeptides tres conservés de la levure a I’horf\elch et al. 1997). Le complexe a été
nommé d’aprés les deux sous-unités Arp2 et Arp3agpiartiennent a la famille des ARP
(Actin Related Proteins) et qui possedent des tstres proches de celles de l'actine. La
structure d’Arp2/3 bovin a été résolue a 2 A emdence d’ATP (Robinson et al. 2001) et
confirme les résultats obtenus antérieurement patage chimique (Mullins and Pollard
1999) et par reconstitution du complexe a partisoles-unités recombinantes (Gournier et al.
2001). En 2004, Nolen et collaborateurs ont puthdi¢ structures d’Arp2/3 en complexe avec
de 'ATP ou de 'ADP (Figure A9)

C . Extrémités
. barbées

Complexe
Arp2/3

Extréemite pointue
Figure A9 : Structure du complexe Arp2/3.
A: Structure du complexe Arp2/3 bovin lié & dUfGATP (Nolen et al. 2004)
B: Representation de I'organisation des différergess-unités du complexe Arp2/3.
C: Représentation d’un filament branché : les braagimere et fille forment un angle de 70°
D : Modele de la structure du complexe Arp2/3 a ipaitobservations en cryo-électro-
microscopie. Les deux premiéres sous-unités dealache fille (en rouge et en vert) ont été
attribuées a Arp2 et Arp3 et le reste de la der&igétronique aux autres sous-unités.
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b) Localisation du complexe Apr2/3

Dans les cellules de mammiféres, le complexe Apeat3localisé préférentiellement
au bord avant du lamellipode des cellules motitearoe les fibroblastes ((Welch et al. 1997),
(Machesky et al. 1997)) et les kératocytes (Svitkand Borisy 1999) (figure A10-A a C). Le
recrutement d’Apr2/3 au bord avant du lamellipoge iaduit par le facteur de croissance
PGDF (Machesky et al. 1997). En marquant le congkeXor colloidal, Svitkina et Borisy

ontpuobserver le réseau branché de filaments d’actinenpao-scopie électronique, et situer

le complexe Arp2/3 a la jonction des branches (6gi10-D)

Figure A10: Localisation du complexe Arp2/3 dans m kératocyte en mouvement, a
I'échelle de la cellule et du réseau d’actine (Skina and Borisy 1999)

A, B : Localisation par immunofluorescence du complége2/3 (en vert) et de I'actine (en
rouge) au bord avant du lamellipod@.: Colocalisation du complexe Arp2/3 et de I'actine

D : Micrographie du réseau d’actine branché par lemplexe Arp2/3 au bord avant du
lamellipode. Arp2/3 est marqué par des anticorpgpdés a I'or colloidal (en jaune).

Les résultats sur le complexe Arp2/3 en biologikulzre ont conforté I'hypothese
gu'il joue un réle dans de nombreux processus déitdaellulaire. Par immuno-localisation
ou par expression de sous-unités marquées a lalSE®nplexe a également pu étre localisé
dans les coupes phagocytiques (May et al. 2000¢setcbnes de croissances neuronaux
(Goldberg et al. 2000). Che&¥canthamoebale complexe Arp2/3 est localisé dans le cortex
cellulaire. ChezZSaccharomyces cervevisjde complexe Arp2/3 est localisé au niveau des
patchs d’actine corticaux (Madania et al. 1999), (Pruyrmad Bretscher 2000).
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Le complexe Apr2/3 est également associé a la emeés bactériekisteria et Shigella
(Welch et al. 1997), (Gouin et al. 1999) (voir plas). Selon des expériences de disruption
de génes menées daBs cerevisiaela délétion complete du complexXep2/3 estlétale
(Winter et al. 1999)UneétudedansDrosophilamelangastea montré que des mutations de
perte de fonction dans les génes codant pour Arp@pel conduisend la mortavantl'age
adulte (Hudson and Cooley 2002). L'inactivation cmplexe Arp2/3 par interférence a
I'ARN est létale cheZ. ElegangSawa et al. 2003).

3°) Activation du complexe Apr2/3 par la signalisan.

Le complexe Arp2/3 purifié est constitutivement dgtilx il n'a aucune activité
intrinsequein vitro. Pour stimuler la polymérisation de l'actine, bidétre activé par les
protéines de la famille WASP/WAVE/Scar. Il est antienner qu’outre ces protéines, Il
existe d’autres activateurs connus du complexe /Brg2ls que la cortactine et Abplp
(Olazabal and Machesky 2001). Peu de choses somues au sujet de la fagon dont les
différents activateurs d’Arp2/3 sont coordonnés rpauchestrer la polymérisation et
'organisation de l'actine au cours des différeptscessus dans lesquels elle est impliquée.
Comprendre comment l'activité du complexe Arp2/8régulée dans la cellule et identifier
de nouveaux activateurs d’Arp2/3 qui connectentdiéférentes voies de signalisation est un
objectif de tout premier ordre dans la recherchidesaytosquelette I'actine.

Parmi les protéines de la famille WASP/WAVE/Scar,compte :

- Le groupe des protéineScar/WAVE (1, 2,et 3) guppressor of c-AMP receptor
mutation / WASP family verproline homologous protkj 2 et 3. Les protéines apparentées
WAVE sont les effectrices de Rac et de la prot@édaptatrice Nck. La protéine WAVEL est
impliqguée dans la formation de ruffles en réponsdRacl mais ces deux protéines

n’interagissent pas directement (Miki et al. 1998).

- WASP (Wiskott-Aldrich Syndrome ProtginEn 1994, Derry et collaborateurs isolent
le géne dont les mutations sont a I'origine du sgne de Wiskott-Aldrich et provoquent un
déficit immunitaire (diminution de nombre et du wale des plaquettes, de l'efficacité de la
phagocytose chez les macrophages (Lorenzi et &@0)20dysfonctionnement dans la
reconnaissance des antigenes par les lymphocytks froduit de ce gene est la protéine
WASP, qui est exprimée seulement dans les celtldda lignée hématopoiétique ((Higgs and
Pollard 1999) (Derry et al. 1994).

18



- N-WASP (Neuronal Wiskott-Aldrich Syndrom ProtginBien que la protéine N-
WASP ait été considérée comme un homologue neudmkdl protéine WASP, N-WASP est
en réalité exprimée dans tous les tissus. N-WAS$Rres protéine de 65kDa ubiquitaire chez

les mammiféres qui possede Hesnologueshezlalevure (Las17p) et IBrosophile(WASP)

Les protéines de la famille WASP/WAVE/Scar et leosnologues relient différentes

voies de signalisation au complexe Arp2/3 grackisigurs domaines (Figure Al1l) :

Bee1/Las17 (S. Cerevisiae)| |WH1]
scar/WAVE 1,2,3 (Humain) [IELCIEN [B] BEEN 2 (wh2[ClE
WASP (Humain) [ |WH1] [B]/cen/ BN  [wr2[ZlN
N-WASP (Humain) [ [WH1] [1Q ] ]?'HGEIN

WIP Actine-F CalmodulinePIP2 Cdc42 Grb2, Nck Actine-G  Arp2/3
CARMIL (Dictyostellium) | | LRR | 'WH2

'
Actine-G Arp2/3 MyoB,MyoC

Cortactine (Humain) Fi_ IHéliceI@

Arp2/3 Actine-F Dynamine
Avp1 5. Corovisie)  CTEINN NN e s+
Arp2/3
Pan1 (S. Cerevisiae) | [ EH ] EH |
Arp2/3

Myo1 (S Pombe), Myo3p |

& Myob5p (S. Cerevisiae) Moteur | ]SH3|

Arp2/3

ActA (Listeria) E! \WH2|wH2[ ]
v

Arp2/3 Actine-G Ena/VASP

Figure A1l : Représentation schématique des activatrs du complexe Arp2/3

WH1: domained’homologie a WASP (WASP Homology1), qui fixe la protéine WIP ;
B : domaine basique qui fixe le PIR@BD : domaine de fixation a Cdc42 {@otein Bnding
Domain) Pro : domaine riche en proline/VH2 : domaine d’homologie a WASP2 A8P
Homology 2, qui fixe I'actine monomériqu€ : domaine d’homologie a laofiline aussi
appelé domaineentral ; A : domaine_aide qui fixe le complexe Arp2/$HD : domaine
d’homologie a ScarSH3: domaine d’homologie a Sré\DF-H : domaine d’homologie a
'ADF (ADE Homology), EH : domaine d’homologie a I'epsine_ggin Homology),
CC: domaine_oil-coil. PRD: domaine central riche en proline ®line Rch Domain) qui
fixe les domaines SH3 qu’on trouve en particuli@nslles protéines telles que Grb2 et Nck.
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Il a été montré que N-WASP était la cible directe@Hc42 lors de la formation des
filopodes dans les fibroblastes (Miki et al. 1998armi les différents ligands capables de
réguler l'activité de N-WASP, Cdc42 et le PIP2 soeatix dont le mécanisme d’activation a
éte le mieux caractérisé. Tandis que le domainer@thal VCA (ou WA) isolé active Arp2/3
constitutivement (Rohatgi et al. 1999), la prot&8VASP entiere est un activateur modeste
du complexe Arp2/3. Une interaction entre les domeiGBD et WA (Miki et al. 1998)
(Abdul-Manan et al. 1999)) induit un repliementauthibé de N-WASP (Kim et al. 2000)
gui empéche la fixation et I'activation du compleXg2/3 (Rohatgi et al. 1999). La fixation
de Cdc42 au domaine GBD (Miki et al. 1998), du P#e2domaine basique, ou la fixation
coopérative de Cdc42 et du PIP2 diminue l'affiitdre les domaines GBD et WA ((Egile et
al. 1999), (Rohatgi et al. 1999), (Higgs and Pdllat999) et déplace I'équilibre
conformationnel de la forme fermée inactive verfolane ouverte active. L'ouverture de la
protéine démasque le domaine WA, ce qui permeedkiter et d’activer le complexe Arp2/3
(Figure Al12). Le domaine C-terminal VCA de WASPta &entifié comme étant suffisant
pour activer Arp2/3. Il est a noter que les pragide la famille WAVE ne contiennent pas de
domaine GBD : elles ne sont pas auto-inhibées etoné pas des cibles directes des Rho-
GTPases, (Eden et al. 2002)).

PIP; Cdcd? Grby, Nek
WASP/N-WASP l l l

Conformation dépliée active
Activateurs (PIP,,
| [ & e b

Conformation repliée inactive

WASP/N-WASP

Filaments d’actine
branchés

b
&
Figure A12: Mécanisme d’activationdes protéinesde lafamille WASP par Cdc42 & PIP2
N-WASP est en équilibre conformationnel avec unedmuverte active et une forme fermeée
inactive dans laquelle le domaine WA est masqué2 et Cdc42 se fixent respectivement au
domaine basique (B) et au domaine de fixation deggmes G (GBD) de N-WASP/WASP

pour stabiliser sa forme ouverte active. Le domam& est démasqué et active Arp2/3 qui
génere des filaments d’actine par branchement.
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La capacité de N-WASP a lier difféerents facteurstg@ques et lipidiques par
l'intermédiairedesedifférentsdomaineségulateursui confére un réle de centre d’'intégration
qui connecte les cascades de signalisation et tlesquelette d’actine. Par exemple, son
domaine basique établit une interaction avec | PRdhatgi et al. 2000), son domaine GBD
lui permet d’interagir avec la petite protéine Gc€a (Miki et al. 1998), son domaine riche en
proline avec les domaines SH3 de protéines liégsrétepteurs tyrosine kinase telles que
Nck et Grb2 (Rivero-Lezcano et al. 1995; Carlierabt2000). N-WASP interagit avec de
nombreuses autres protéines (Takenawa and Miki)2001

Il est intéressant de noter que les fibroblasteficidets en N-WASP peuvent
néanmoins développer des lamellipodes et des fillegpoAinsi, Nakagawa et collaborateurs
ont suggéré que les activateurs physiologiquesp2/ dans la protrusion du lamellipode
seraient d’autres protéines de la famille WAVE/Sgplatét que N-WASP (Nakagawa et al.
2001). Bien que de nouvelles voies de signalisagorent couramment découvertes et
remettent en question les conclusions tirées jadors, il est communément admis que
Cdc42 et Racl jouent respectivement un role dansormation des filopodes et des
lamellipodes, tandis que RhoA intervient essemtieéint dans la formation des fibres de
tension et des plaques d’adhérence. Pourtant, Temicast collaborateurs ont montré que
Racl serait un bien meilleur activateur de N-WASIE Gdc42 (Tomasevic et al. 2007). Ces
résultats remettent en cause un « dogme » jusgbienaétabli selon lequel la formation de
lamellipodes serait induite par les protéines diamaille WAVE sous contréle de Rac tandis
gue N-WASP jouerait plutot un réle dans la formatite filopodes sous controle de Cdc42 et

ne serait pas impliqué dans la formation de lapedles.

4°) Mécanisme de nucléation et branchement par A2

Mullins et collaborateurs ont utilisé la microsag@lectronique pour montrer que les
filaments formés en présence du complexe Arp2/8 smnchés en Y (Figures A9 et A10).
Des expériences d'immuno-localisation en microseogectronique du complexe Arp2/3
dans le lamellipode d’'un kératocyte confirment tpieomplexe Arp2/3 est localisé au point
de branchement de deux filaments dont les extrénbtbées font face a la membrane
plasmique (Svitkina and Borisy 1999) (Figure AlQ-Blanchoin et collaborateurs ont
démontréuele complexeArp2/3activeégénérale nouveauxilaments(Blanchoin et al. 2000).
L’'analyse des cinétiques de polymérisation de ib@cen filaments branchés montre que ce
phénomene est auto-catalytique, c’est a dire q2Agenere de nouveaux filaments a partir

de filaments d’actine préexistants (Pantaloni et . al 2000).
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VCA se lie a un monomere d’actine via son (ou skshpaine(s) WH2 et a Arp2/3 par le
domaine CA. Le complexe ainsi formé interagit awecfilament meére avant d’initier la
formation d'un filament fille. L'unité de branchemtene serait donc pas le complexe Arp2/3
seul mais plutét un complexe ternaire formé du dewe Arp2/3, du domaine WA de la
protéine N-WASP et d’'une actine-G fixée a WA. Esealre de données structurales, il a été
proposé que ce complexe ternaire posséde la méomtuseé qu'un noyau d'actine (dans
lequel les sous-unités Arp2 et Arp3 joueraientdke e deux actines pour interagir avec
I'actine fixée a WH2). Ce complexe nucleus se faesur le filament mére préexistant pour
initier un nouveau filament (Pantaloni et al. 200® complexe WA-actine-G aurait alors la
méme fonction que le complexe profiline-Actine-Gi quarticipe a la polymérisation a
l'extrémité barbée (Egile et al. 1999). Un désagcsmbsiste néanmoins sur le mécanisme
d’interaction du complexe Arp2/3 activé avec umrfient pour initier un branchement: le
complexe actine-G-VCA-Arp2/3 se fixe soit sur letec@es filaments préexistants, soit a
I'extrémité barbée de filaments.

Sur la base d'observation de filaments d’actinentin@s en microscopie a
fluorescence, Amann et Pollard ont proposé querdadiement se produit sur le cété du
filament (Amann and Pollard 2001). L'observationanchement en temps réel par TIRFM
(Total Internal Reflection Fluorescence Microscof&inann and Pollard 2001) indique que
le branchement aurait lieu a proximité de I'extr&ntarbée (Blanchoin et al. 2000). Ces
résultats ont été confirmés par Ichetovkin et @atateurs, qui ont montré que la capacité des
filaments a former de nouvelles branches diminuecabVage des filaments et que le
branchement se produisait préférentiellement aeanivdes sous-unités qui portent de I'’ADP-
Pi ou de I'ATP (Ichetovkin et al. 2002). Plus réceent Mahaffy et Pollard ont montré que la
nature du nucléotide en complexe avec l'actinefeihit pas le branchement mais que les
branches étaient d’un ordre de grandeur plus stdbisque le flament meére est dans I'état
ATP ou ADP-Pi que dans I'état ADP (Mahaffy and Radl 2006)

Le modele de branchement par le c6té des filamer#®e contesté par Pantaloni et
collaborateurs qui proposent un mécanisme de beameht par le bout barbé (Pantaloni et al.
2000) (Figure A13). Les auteurs montrent que lesnients dont les extrémités barbées sont
bloguées ne peuvent pas brancher et que Il'actd@énucléation auto-catalytique des
filaments d'actine par le complexe Arp2/3 ne dépead de la masse d’actine-F mais du

nombre d’extrémités barbées.
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Par ailleurs, le modéle du branchement par le dotdilament implique que les
branches filles soient toujours plus courtes qeebl@anches meres. Or, les observations de
corrélation des longueurs des branches filles etesnanontrent que leur taille est
statistiguement égale (Pantaloni et al. 2000). Réwent, des simulations de formation d’'un
réseau polarisé de filaments branchés suggerenegukeux modeles peuvent coexister mais
gue la majorité des branches pourraient étre fosrpée le cotén vitro, mais par I'extrémité
barbée dans la cellule (Carlsson et al. 2004).

&>
Filament ATP Hydrolysis Elongation ATP Hydrolysis
attachment Filament Detachment Debranching

ADP L? ) aTp A28 <« B

@)
Arp2/3 activation & / Depolymsnzat;on
@ < ©

nucleotide exchange

Arp2/3

ATP-Actin ADP-Actin

Figure Al13: Modéle de branchement/débranchement dedilaments d’actine par
I'extrémité barbée.

1: Activation d’Arp2/3 par formation d’'un compleXetine-G-WA-Arp2/3. 2 : Association
d'un filament au complexe ternaire. 3: L’hydrolyskee I'ATP sur l'actine apres son
incorporationdansla branchedéstabilise I'interaction avec WA et conduit auadéement de

la jonction branchée. 4 : Elongation des filamemiare et fille. 5 : L’hydrolyse de 'ATP sur
Arp2 au niveau de la branche cause le débranchenenDépolymérisation des filaments.
7 : L’échange de nucléotide sur I'actine-G et lengdexe Arp2/3 permet leur recyclage

(Le Clainche et al. 2003)

En conclusion, les études sur le mécanisme de lheamnt de filaments n’ont jusqu’a
maintenant pas donné de réponse claire et déénstiv le mécanisme précis de la nucléation
de l'actine et de son organisation par le compkE/3. Il reste par exemple a comprendre
le mécanisme moléculaire par lequel le complexe2/&pnteragit avec son activateur et si

l'incorporation a lieu dans le filament meére oUefil
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IV Motilité cellulaire et changements de forme liésa
I'actine.

De nombreux processus de motilité cellulaire méaamt changement de forme local,
surtout a la déformation de la membrane plasmi@eas. différents processus mettent en jeu

deux types d’organisation du cytosquelette d’actine

» Des réseaux de filaments entrelacés fortement bésnc

»  Des faisceaux de filaments non branchés (parakglemtiparalleles)

1°) Structures de filaments d’actine

a) Filaments structurés en faisceaux antiparallélespsralléles.

Certaines structures présentent une rigidité qoéssite que les filaments qui la sous-
tendent soient associés. LEssceauxcontractilesformés de faisceauxanti-parallélesse
trouventessentiellement dans les sarcoméres, la ceintadhétence, I'anneau contractile
mitotique et les fibres de stress. Le mécanismeagraction des faisceaux repose sur le
glissement, entrainé par I'nydrolyse de I'ATP, filesnents d'actine en interaction avec la
myosine-Il. On trouve des faisceaux paralléles defwnction principale est le maintien de la
structure plutdt que leur aptitude a générer ungraction. On peut citer les microvillosités
des cellules épithéliales de la bordure en brassstinale, les stéréocils ou encore les poils
neurosensoriels deD. melanogaster.Ces structures correspondent a des protrusions
membranaires maintenues par un ou plusieurs faigafilaments d’actine paralléles.

Les filopodes ou microspicules sont des pseudopwdssallongés plus petits que les
lamellipodes. lls sont présents dans de nombreauestge cellules au repos ou en mouvement.
lls servent surtout a I'exploration de I'environnemn cellulaire. De nombreux filopodes font
partie du cone de croissance du neurite en dévetoppt. Les filopodes sont observés au
bord avant du lamellipode des cellules en migratitams les cones de croissances neuronaux,
dans les vaisseaux sanguins en croissance (Gesdtaatlt2003), ou encore au niveau de la
synapse immunologique (Dustin and Cooper 2000).

24



b) Filaments structurés en réseaux branchés

Bien qu'on trouve des réseaux de filaments branchésiveau du réseau sous-
membranaire d’actine corticale, ce type d'orgaiogatse trouve essentiellement au bord
avant des cellules qui se déplacent ou changenfoee, souvent suite & un signal
extracellulaire. (Figure Al4). Les cellules motiesment dans les fronts de migration des
structures spécialisées, appelées lamellipodessanti des grands pseudopodes plats. Cette

région est en général plus large que le corpslaghuet posséde une épaisseur de plusieurs

centaines de nanométres, d’ou sont exclus les ibegaffigure Al4)

Figure Al4: Les changements de forme des celluleascompagnent de la formation de
protrusions cellulaires par réorganisation du cytoguelette d’actine.

A : L’activation des plaquettes fait suite au remlade de leur cytosquelette d’actine et la
formation de protrusions membranai®s Déplacement d’'un kératocyte (V. Small)

2°) Motilité cellulaire.

La migration cellulaire a un réle primordial au rseies organismes eucaryotes
pluricellulaires. De nombreuses cellules sont ckgsaldle migrer individuellement ou en
groupe. Les cellules acquiérent la capacité deeanigés té6t au cours du développement de
'embryon chez les vertébrés, par exemple lorsadgdstrulation, une étape essentielle au
développement. Ces processus de migration cebBulaint lieu tout au long de
'embryogenese. Les cellules des crétes neural@sremarquables par leur capacité a migrer
sur de longues distances. Les mémes phénomeénesataiigs interviennent lors de la
croissance axonale, pour permettre aux neurondabiiiédes synapses jusqu’a plusieurs
centimetres de leur point de départ.
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Bien que la migration des cellules soit moins inigate chez I'adulte, de nombreuses
cellules resteront motiles. Par exemple, les lynegtes, les macrophages et les fibroblastes
continueront a se déplacer au cours de la vassateamn, ou les cellules endothéliales migrent
pour former un réseau de capillaires lors de laggnese. Dans l'inflammation, les cellules
immunitaires migrent vers les sites infectés pattrudre les bactéries. Dans la cicatrisation,
les cellules migrent pour restaurer un tissu endagénCicchetti et al. 2002), (Bearer and
Satpute-Krishnan 2002).

a) Processus de migration

La migration cellulaire peut étre divisée en quairecessus distincts (cing si on
compte la polarisation de la cellule) qui se déntlen réalité simultanément de maniere
coordonnée (Figure A15): protrusion du bord avdatla cellule ; adhésion de la partie

avancée a la surface ; rétraction du corps celtuladé-adhésion du bord arriére de la surface.

Direction of movement

Focal adhesion

\

A

Cell body movement

(1) Extension
b

Lamethpodium ":3 Translocation

4

{2) Adhesion
{4) De-adhesion

Mew adhesion

/ Old adhesion

Figure A15 : les différentes étapes de lalocomotiarellulaire

1: La polymérisation insertionnelle d’actine conteemembrane génére une force suffisante
pour déformer la membrane. L'extension du lametipassure une large surface de contact
avec la matrice extracellulaire (substraf).: L’adhésion du lamellipode au substrat est
médiée par des protéines membranaires de la famdés intégrines. L’adhésion
s’accompagne de la formation de complexes focaanthdsion (structures qui contiennent de
I'actine-F sous forme de faisceaux). L'adhésionaestctérisée par des forces considérables
de l'ordre du nN qui constituent une composantetdinte de la motilité cellulaire3: Les
forces de contraction générées par l'interactionreda myosine Il et I'actine induisent le
mouvement du corps cellulaire vers l'avant (tranatmn)4 : Le détachement des adhésions
a l'arriere de la cellule repose sur la rupture degsons entre les intégrines et leur ligand,
mais peut aussi étre meédiée par la sécretion dimesyhydrolysant des composants de la
matrice extracelulaire.
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b) Réle de la polymérisation d’actine dans les proaesmotiles

Le lamellipode contient de grandes quantités diaek qui apparait organisée en
réseaux formés de filaments courts ramifiés enoaapie électronique (figure A10-D). La
compréhension du role de l'actine dans les phénemeénotiles tels que l'avancée du
lamellipode a fait un grand pas grace aux expéeeae Wang en 1985. Il a micro-injecté de
I'actine marquée a la rhodamine dans un fibrob)gstés I'a photoblanchie par rayonnement
laser au bord d’'un microspicule ou d’'un lamellipoBe suivant I'évolution du recouvrement
de la fluorescence, il a pu en déduire que I'acfiragt incorporée dans les filaments a I'avant
du lamellipode et dépolymérisait a I'arriere (Wdg5). Les filaments anciennement formés
qui se trouvent a l'arriere du front de migraticgpdlymérisent, les monomeres d’actine sont
réincorporés dans de nouveaux filaments pres dehabrane plasmique. Ce phénomeéne est
strictement contrdlé et contribue a la productierfatces qui permettent la motilité cellulaire.

Il est admis que I'énergie chimique qui assemblargdnise les filaments d’actine est
transformée en énergie mécanique capable de géaméeeprotrusion en déformant le bord
avant de la cellule. Le lamellipode tire la cellot@tile en avant par sa croissance continue,
qui repose sur la polymérisation dirigée du résgmdilaments d’actine contre la membrane
plasmique. La migration de la cellule nécessitecanplage de la protrusion a I'adhésion :
I'actine exerce aussi des forces de traction vewadbles (les fibres de stress) sur les points
d'ancrage (les adhésions focales). Le mouvementepi@tion dépend non seulement de
l'actine, mais aussi de la myosine Il, qui prodigés forces de contraction en se déplacant le
long de filaments d'actine.

Sur les bases de la connaissance biochimique dinBa on a longtemps pensé que
I'avancée du lamellipode ou I'extension de filopsdievait se dérouler a la méme vitesse que
la polymérisation de Il'actine. Récemment, I'amelioon des techniques d’observation
comme la gFSM dquantitative Fluorescent Speckle Microscpmy permis de mesurer le
turnover de filaments individuels au sein du laipelle (Waterman-Storer and Danuser
2002). Cette technique a montré que deux réseatinats de filaments co-existent et sont
caractériseés par différents turnovers. Au bord adanlamellipode, dans une zone de 1 a 3
pKm, un réseau de filaments branchés a un turnapéte . La lamella est une région située en
arriere du lamellipode dans le turnover des filatmelactine est plus lent. La polymérisation
d’actine se fait donc a plusieurs vitesses dangnérae cellule, ce qui signifie que différentes
machineries protéiques agissent de concert. Lemisina de coordination n’est pas connu.
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c) Actine et cancer

Nous avons vu que les cellules eucaryotes sonteslode propriétés motiles. Le
déreglement de ces propriétés motiles peut donic dee conséquences dramatiques. Ainsi,
dans le cas du cancer, les cellules tumorales peleler capacité a réguler la balance entre
adhésion et locomotion. L'augmentation déréguléedemobilité leur permet de s'échapper
du centre de la tumeur initiale pour former desast@ises et envahir I'organisme. C’est la
capacité de s’étendre a d’autres tissus et d’autrganes qui fait du cancer une maladie
potentiellement mortelle : le développement de stétes est la premiére cause de mortalité
des patients atteints d’'un cancer (Woodhouse &88rI7).

Le phénoméne de métastase (du grebanger de place »@st une série complexe
d’étapes au cours desquelles des cellules canedremgittent le site originel (tumeur
primaire) et migrent vers d'autres parties du cerpsitilisant le systéme lymphatique et/ou le
systeme sanguin. Il existe maintenant de solidgsnaents pour penser que les stades ultimes
de la cancérisation épithéliale sont marqués ppette des jonctions intercellulaires, associée
a la perte de la morphologie épithéliale et a liasijon de propriétés de mobilité cellulaire.

Il a été montré que les cellules cancéreuses sqabtes de briser la matrice extracellulaire
qui sépare la tumeur des tissus voisins et de d&\w@e la tumeur primaire.

Tout comme l'augmentation de la mobilité des ceflumalignes leur permet de
s'échapper du centre de la tumeur initiale pounérrdes métastases et envahir I'organisme,
les processus de vascularisation des tumeurscdanmaissance des cellules tumorales par des
lymphocytes T sont tous engendrés par la polyntéisairigée de I'actinelLe cytosquelette
d'actine est donc une cible de choix pour les nubdscthérapeutiques visant a inhiber le
mouvement non controlé des cellules cancéreusesstlldonc essentiel d’accroitre nos
connaissances sur les mécanismes gérant la madtilles propriétés invasives des cellules

cancéreuses avec pour objectif de développer deeties approches thérapeutiques.

Changement de forme
de la cellule

Carcinogénes
Oncogenes

Facteurs de
croissance

Altération de cohésion
cellule - cellule

Remodelage
du cytosquelette
d’'actine

Altération de la division
cellulaire

Perturbation du
mécanisme d’apoptose

Figure A16 : Le remodelage du cyosquette I'actinese impliqué de différentes manieres
dans les mécanismes de cancérisation.
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Partie B: Systemes modeles de la motilité

| Certains pathogénes court-circuitent la signalisaon
qui mene au complexe Arp2/3.

1°) Propulsion par polymérisation d’actine.

Plusieurs microorganismes pathogenes tels lgsieria monocytogenefTilney and
Portnoy 1989)Listeria Ivanovii (Mounier et al. 1990)Shigella Flexneri(Bernardini et al.
1989),Rickettsia(Heinzen et al. 1999), ainsi que le virus de lacuae (Cudmore et al. 1995)
sont capables de provoquer leur internalisatiors di&s cellules hotes puis de lyser la vacuole
d'endocytose pour se retrouver libres dans le tgope. Tous ces pathogenes se déplacent
dans la cellule héte en utilisant la polymérisatitenl'actine comme force de propulsion. Ils
induisent d’abord la formation d’'un nuage d’acthm@mogéne a leur surface, qui, ensuite, se
polarise et s’ouvre pour aboutir a la formationreélcométe composée d’un réseau réticulé de
filaments d’actine (Tilney et al. 1992) qui les putse comme un fusée, d’ou le terme de

« rocketting motility» (exemple d&isteriadans la Figure B1).

D oY ;
Figure B1: Listeria se déplace a l'intérieur des diiles qu’elle infecte en se propulsant
avec une cométe d’actine. (Theriot et al.)

-

A : Cellule infectée par Listeria. La bactérie esirquée en rouge et I'actine en vert.
B : Listeria propulsée dans le cytoplasme par lenete d’actine.
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Toutes ces bactéries court-circuitent, a divergaun, les voies de signalisation de la
cellule pour recruter le complexe Arp2/3 et initiarpolymérisation d’actine a leur surface
(Figure B2). Les stratégies dlésteria, Shigellaet du virus de la vaccine sont détaillées dans

les paragraphes suivants.
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Figure B2: Plusieurs bactéries pathogénes sont cdplas de détourner le complexe
Arp2/3 directement ou par l'intermédiaires d’activateurs présents dans la cellule hote.

Certaines d’entre eux activent le complexe Arp2&puis I'extérieur de la cellule pour
induire une réorganisation du cytosquelette d’agtoonduisant a leur internalisation. Cette
restructuration de l'actine sert a faciliter leurttachement a la membrane plasmique (a:
EPEC et EHEC, formes enteropathogénes et enterah@gigues d’Escherichia coli), ou
encore a promouvoir leur phagocytose (b : SalmajeD’autres pathogénes (d : Shigella;
e . Listeria; f : Rickettsia) utilisent la polymésdtion de I'actine pour former des cométes qui
les propulsent a l'intérieur du cytoplasme de |#ude héte et permet leur dissémination vers
les cellules voisines. Pour chacun de ces pathagest détaillée la stratégie utilisée pour
détourner les voies de signalisation. EPEC/EHECH@)e virus de la vaccine (c) injectent
des protéines leur permettant de recruter des jmmeteadaptatrices (Grb2 etNck) capables
de recruter et d’activer N-WASP ; Salmonella (bjeate un effecteur qui active Rac et
CDC42 ; la protéine IcsA présente a la surface td@d@la (d) recrute N-WASP tandis que
Listeria (e) et Rickettsia (f) disposent de leuogme protéine activatrice du complexe Arp2/3
(ActA et RickA respectivemetaprés (Goley and Welch 2006)
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a) Listeria monocytogenes

La motilité deListeria, une bactérie gram-positive, a été décrite poynrdaniere fois
en 1989 par Tilney (Tilney and Portnoy 1989). Eivaut la dynamique de l'actine-F dans
des macrophages infectés pasteria, Theriot et collaborateurs ont montré que la gitede
propulsion des bactéries était égale a celle gmlgmérisation de I'actine dans les cométes
(Theriot et al. 1992). La protéine de surface Astést révélée nécessaire et suffisanta
motilité de la bactérie: en effet, une souchd.déeria qui n'exprime pas ActA est incapable
de stimuler I'assemblage d'actine. Par ailleurss tactéries normalement non motiles
transformées avec ActA acquierent la capacité emdordes cométes (Kocks et al. 1995).
Toutes les autres protéines nécessaires au mouvégiies que I'actine, le complexe Arp2/3,
les cross-linkers (typea-actinine), proviennent du cytoplasme de la celiofectée. Plusieurs
études utilisant des extraits ont permis d’obselaenotilité deListeria dans des conditions
acellulaires : les bactéries forment des cométes des extraits d'ceufs de Xenope tout

comme dans des cellules infectées (Theriot et9&41Marchand et al. 1995).

b) Shigella flexneri

Shigella flexneriune bactérie gram-négative, utilise un type déligotrés similaire.
La motilité intracellulaire dé&higellarequiert la protéine transmembranaire IcsA (Bernmard
et al. 1989), qui est la seule protéine bactérieretpiise pour la motilité d&higella.
L’expression de IcsA dans la bactérie non mdEeherichia Coliest suffisante pour induire
son mouvement dans des extraits (Goldberg and athiE9B5), (Kocks et al. 1995%higella
utilise une stratégie leégerement différentelLdseria: tandis qu’ActA recrute le complexe
Arp2/3 directement a la membrane clésteria, ICSA recrute et active N-WASP en mimant
I'effet de Cdc42 che&higella(Suzuki et al. 1998), (Egile et al. 1999) (FigB®).

c) Le virus de la Vaccine

Le virus de la vaccine est un autre exemple deogétie qui détourne le complexe
Arp2/3. La phosphorylation de la Thyrosine 112 al@iotéine virale A36R par les kinases de
la famille Src est essentielle a la motilité duusir(Frischknecht et al. 1999). La protéine
A36R phosphorylée est capable de recruter la pr@t@daptatrice Nck qui recrute a son tour
le complexe WIP-N-WASP (Moreau et al. 2000). Leruéement de N-WASP permet

I'activation du complexe Arp2/3 et l'initiation dhe comete d’actine.
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2°) Les bactéries propulsées par I'actine: un syseemodele

La multiplicité des fonctions de Il'actine dans dieprocessus cellulaires, et la
redondance des protéines interagissant avec kaabint rendu difficile une approche
strictement cellulaire des mécanismes de motiliégémotilité des pathogenes est un systeme
plus simple qui n'utilise que la force de proputsiournie par la polymérisation d’actine. Ce
systeme permet de s’affranchir de toute la sigat@dis en amont de la cascade biochimique
pour en déterminer les étapes et les acteurs. &xamrent a la cellule, la polymérisation de
'actine s’effectue a I'extérieur du pathogéne,que facilite grandement I'expérimentation,

par exemple en utilisant des drogues agissanaquolymérisation de I'actine.

De nombreuses observations ont suggéré que lesoréabiochimiques élémentaires
qui gouvernent la protrusion du lamellipode d'uredude eucaryote et la propulsion de la
bactérieListeria sont les mémes. Ainsi, il a été confirmé que lacitmre dendritique formée
au bord avant du lamellipode se retrouve égalem@stde la surface désteria. De plus, les
extrémités barbées des filaments d’actine sonht@es vers la surface de la bactérie (Tilney
and Portnoy 1989). Dans le lamellipode, les filatmet'actine pointent également leur
extrémité barbée vers la membrane plasmique. Elafidynamique de I'actine a l'arriére de
la bactérielisteria est trés similaire a celle au niveau du lamellgaddincorporation d’actine
fluorescente a l'arriere de la bactérie en mouveraenontré que les filaments restaient a une
position fixe alors que la bactérie avancait (Toieet al. 1992). Ceci suggere que des
monomeres d’actine viennent s’incorporer a I'irded entre la bactérie et la comeéte. En se
servant de la comeéte anciennement formée comme, djgjout d’'un nouveau monomere
entre la surface de la bactérie et le gel pousskgwmete et propulse la bactérie vers I'avant
(Theriot et al. 1992). Wang avait obtenu des résalsimilaires sur la dynamique de l'actine
au bord avant des cellules en mouvement (Wang 19&%) bactéries sont donc devenues un

systeme modéele pour étudier les phénomenes detéimtivitro.

Différents travauxn vitro ont donc été réalisés avec de telles bactéries glaaider
les facteurs moléculaires qui interviennent dansdscade des réactions a l'origine de la
polymérisation de l'actine. Welch et collaboratearst montré que le complexe Arp2/3
purifié a partir de plaquettes sanguines est suffipour promouvoiin vitro 'assemblage de

I'actine a la surface desteria(Welch et al. 1997).
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In vitro, le domaine N-terminal de ActA interagit avec A2t il suffit a stimuler la
formation de filaments d’actine par Arp2/3 (Weldhak 1998). Ces résultats montrent que la
protéine ActA permet disteria de recruter Arp2/3 présent dans le cytoplasmedmllule
infectée et d’initier une comeéte d’actine avec ktpielle se propulse.

Il est & noter que la propulsion de vésicules aetalaires par des cometes d’actine
est un processus physiologique et qu’Arp2/3 estiqug dans ce mouvement comme dans
celui deListeria. Les vésicules endocytaires appelées pinosomasnamiouvement identique
dansdesmastocytes emwulture (Merrifield et al. 1999). Des endosomes et des dgates
développent eux aussi des cometes d’actine sieslaircelles deisteria dans des ceufs de
Xenope (Taunton et al. 2000). Taunton et collalonat ont montré que N-WASP était
présent a la surface des vésicules et activabrieptexe Arp2/3 (Taunton 2001) (Figure B3).
La formation de telles cométes sur des veésiculestgslée par le PIP2 et elle est stimulable
par la surexpression de la phosphatidylinositolsia&e de type | et/ou par linhibition de
tyrosines phosphatases (Benesch et al. 2002), ([BR&teal. 2000; Southwick et al. 2003). Ces
trois études prouvent toutes la présence d’Arp@&3WASP ou N-WASP a la surface des
vésicules. On peut donc imaginer qu'Arp2/3 activa Pl-WASP joue un rble dans le
transport vésiculaire. D’autres études laissenpgs@r un rdle pour la polymérisation de
l'actine accélérée par Arp2/3 dans le bourgeonnéndentelles vésicules (Kessels and
Qualmann 2002).

Figure B3 : Coupe en microscopie électronique d’erabomes propulsés par des cométes
d’actine. Echelle = 500 nm (Taunton et al 2000)
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3°) Le milieu de motilité reconstitué.

Les approches de génétique, de biochimie, de blagllulaire, ainsi que les
pathogenesisteria et Shigellaont permis d’identifier le complexe Arp2/3 comme facteur
clé de la motilité cellulaire basée sur I'actineastal de nombreuses voies de signalisation. Il
restait a élucider le mécanisme et caractériserfdeseurs cellulaires qui engendrent la
croissance soutenue d’'un réseau d’actine en trdadymapide.

Le concept de treadmilling régulé a été validé @91par Loisel et collaborateurs, qui
ont reconstitué la motilité deisteria a partir d’'un ensemble minimal de protéines péeii
nécessaires et suffisantes pour soutenir la nmiotildsée sur I'actine (Loisel et al. 1999;
Pantaloni et al. 2000) (Figure B4). Ces auteurroahtré que le mouvement résultait d’'un
equilibre entre la création spatialement restremenouveaux filaments et l'arrét de la

croissance de ces filaments par coiffage.

En analysant la dépendance entre la concentragencdmposants du milieu et la
vitesse de propulsion, ces auteurs ont montré’gueélération du treadmilling des filaments
par I'action synergique des protéines du milieu FADprofiline et capping proteins) est
effectivement a l'origine de la vitesse de propuisiDans ce milieu qui ne contient donc que
des protéines purifiées, la bactérie se déplacevidom 0,5um/min, ce qui est bien inférieur
aux vitesses observé@s vivo. Aussi, I'addition da-actinine, de profiline et de VASP
(uniguement dans le cas disteria) augmente la vitesse de la bactérie, qui atteiatwdleurs

plus proches de celles observées dans des exglitlires £3 um/min).

Les protéines du milieu de motilité permettentalaponner la concentration d’actine-
G-ATP a I'état stationnaire a environ 2 uM et, d@efait, d'assurer la croissance rapide des
extrémités barbées jusqu’a des valeurs prochesisses de propulsion observées avec des
bactéries en extraits cellulaires. Il a en effét @montré que la profiline et I'ADF peuvent
agir de maniere synergique pour accelérer le trétagnde I'actine pure d’'un facteur 100
(Didry et al. 1999) et que 'ADF peut accélérertieadmilling de I'actine en présence de
gelsoline et d’Arp2/3 (Ressad et al. 1999).
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Figure B4 : Le milieu de motilité reconstitué (Loi®l et al. 1999)

a. E. Coli exprimant IscA et Listeria dans le mileée motilité

b. Vitesses de propulsion pour E Coli (points noatsListeria (points blancs) en fonction des
concentrations des protéines essentielles (a ggwatheon essentielles (a droite)

Ces résultats constituent une avancée majeureadesiques visant a comprendre la
biochimie du mouvement. La composition chimique rdilieu de motilité reconstitué est
parfaitement contrélée, ce qui présente un grostaga par rapport aux extraits cellulaires de
composition variable. Ceci permet une approche fifatime du rdle des réactions
moléculaires dans le comportement motile a I'éehelésoscopique (Bernheim-Groswasser et
al. 2002), (Wiesner et al. 2003). On notera cepeinga’on observe des différences notables
de comportement en utilisant des protéines issagsudfications faites a différentes dates,
mais les différences observées sont bien moindueslarsqu’on travaille avec des extraits

cellulaires.
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Il Biomimétisme de la motilité : propulsion d’objets
artificiels.

Apres la découverte que la protéine ActA étaitisaffte pour engendrer la propulsion
par polymérisation d’actine (Kocks et al. 1995)ygpburs équipes ont tenté de mettre au point
des systémes biomimétiques encore plus épurésnetidionalisant des objets artificiels (tels
gue des microsphéres de polystyréne) par des tairgade la polymérisation de 'actine. Les
premiers essais biomimétiques ont été effectués dee billes de polystyrene recouvertes
d’ActA (Cameron et al. 1999); (van Oudenaarden &neriot 1999), (Noireaux et al. 2000).
Lorsque ces billes sont plongées dans des extelitdaires (de Xénope ou de cellules Hela)
ou dans le milieu de motilité minimum, elles déygent un gel d’actine initialement
symeétrique puis initient un mouvement unidirectieihsemblable a celui desteria (Figure
B5).

Figure B5 : Micrographie d’'un réseau branché d’actne généré par une microbille de 0,5
pm recouverte a 37,5% d’ActA dans des extraits d'ags de Xénope dilués a 40%. Les
fleches indiques les points de branchement réalispar Arp2/3 (Cameron et al. 2001)
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De tels systemes reconstitués possedent de nomlareamtages et augmentent
considérablement le spectre des études que l'oh pener. En effet, ils permettent de
contréler non seulement les paramétres physiquesugport (géométrie, taille, rigidité...)
mais aussi les parametres biochimiques (natureemsité surfacique de la protéine de
fonctionnalisation du support, composition du milie). lls permettent d’étudier les
mécanismedegénératioreforceparpolymérisatiordirigéedel’actinedansunenvironnement
contr6lé. Ces approches ont pour vocation de dppelodes modeles pouvant ensuite étre
transposés au mouvement du lamellipode. Différehjsts ont pu étre fonctionnalisés avec
des activateurs de la polymérisation d’actine :eaptles premiéres études sur des objets

rigides, divers groupes se sont tournés recemnezatl® propulsion d’objets déformables.

1°) Objets artificiels rigides

Différents objets ont pu étre fonctionnalisés agles activateurs de la polymérisation
d’actine, parmi lesquels on peut citer des billespdlystyréne, de latex ou de verre, voire
méme des fibres de verre. Tout comme les bactpat®geénes décrites précedemment, ces
objets générent d’abord un nuage d’actine homogédaar surface. La brisure de symétrie du
nuage d’actine aboutit a la formation d'une comdiactine qui va propulser |'objet.
L’influence de différents paramétres physico-chineis) sur les caractéristiques du

mouvement a été étudiée par différents groupedgQe® résultats sont décrits ci-dessous.

a) L'étape critigue pour initier le mouvement: la brise de
symetrie

Différentes études ont porté sur la brisure de &yeéqui est a l'origine de la
directionalité du mouvement. Elle peut étre cars®#é par la mesure du temps entre le
moment ou la bille est placée dans les extraittulagles et celui ou elle se met en
mouvement. Ce temps dépend du milieu (extraitulegleés ou milieu reconstitué) et de la
taille des objets. Bernheim-Groswasser et collabara ont ainsi montré que dans le milieu
reconstitue, toutes les billes se mettent en moewgnguelle que soit leur taille, et que le
temps de brisure varie linéairement avec la tallks billes (Bernheim-Groswasser et al.
2002). Dans des extraits cellulaires Hela, Camesbrcollaborateurs n’'ont observé la
polarisation du gel d’actine que sur des petitdsdidiamétre< 0.5 um). Pour observer le
mouvement de billes plus grandes, ils ont foncidisg directement la moitié de la surface

des billes pour éliminer le probleme de la brisigesymétrie (Cameron et al. 1999).
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b) Propulsion en régime stationnaire

Apres polarisation du nuage d’actine, les objetsmadtent en mouvement pour
atteindre un régime stationnaire de propulsioneheore l'effet de la taille des billes a été
étudié, mais également linfluence de la densité fdectionnalisation ou du milieu
biochimique, et I'effet d’'une force externe oppoaéeanouvement. Il a été montré qu'il existe
une densité surfacique d’activateurs optimale e les billes forment des cometes (Figure
B6 A et B) dans des extraits cellulaires (Camerbmale1999) comme dans le milieu de
motilité reconstitué (Wiesner et al. 2003). Danslémxieme étude, I'utilisation de protéines
purifiées a aussi permis de constater qu'a dedsitéurface constante, le nombre de billes
formant des cométes dépend du taux de coiffe (EBig@-C) : pour les billes a basse densité
d’activateur, la capacité de former des comeétegotébortement quand le taux coiffe
augmente, tandis que les billes a haute densitdivbéeur nucléent presque a 100% quel que
soit le taux de coiffe. Ces résultats souligneetfét antagoniste des protéines de coiffe sur
l'activité de branchement, en accord avec le modeléoranchement bar le bout barbé de
Pantaloni et collaborateurs (Pantaloni et al. 2000)

Les deux études ont également montré, par micrascapépifluorescence et a
contraste de phase, que la densité d'actine dasdméetes augmente avec la densité
surfacique d’activateurs. Wiesner et collaboratemtsmontré que la concentration d’actine-F
dans la comete est de I'ordre du mM, comme dateniellipode (Abraham et al. 1999). Par
rapport au milieu environnant (3 uM), la concemratd’actine-F est donc enrichie d’'un
facteur 300 dans les comeétes.

Les résultats de Cameron indiquent que la vitessprdpulsion ne dépend pas de la
densité de surface d’ActA, dans les extraits caitak (figure B6-D). Au contraire, Wiesner et
collaborateurs ont montré que la vitesse de prapuldépend de la densité d’activatears
utilisant une gamme de billes recouvertes d’aativat activité spécifique connue. La vitesse
augmente avec la densité de surface en activgpeigsatteint un plateau lorsque la distance

moyenne entre deux activateurs est de 2.8-5.6 nm.
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Figure B6 : Influence de la densité d’activateurs & la propulsion de billes N-WASP
dans le milieu minimum et de billes ActA dans desxéraits cellulaires (d’aprés (Wiesner
et al. 2003), (Cameron et al. 1999) respectivement)

A, B: Influence de la densité d’activateurs sur la podion de billes formant des cométes.
C : Influence de la concentration de gelsoline suptoportion de billes N-WASP qui forment
des cométes pour une densité d’activateurs élgy@at§ noirs) et pour une densité faible
(points blancs).

D, E: La vitesse stationnaire des billes ne dépenddeata densité d’ActAdans des extraits
cellulaires alors qu’elle augmente avec la dendgéN-WASP.

La nature du milieu dans lequel sont placées ldlesbiaffecte également le
mouvement : hormis dans les expériences de Cametrocollaborateurs, la vitesse de
propulsion mesurée est plus élevée dans les extriulaires (jusqu’a 1m/min) que dans
le milieu reconstitué (de 0.5 ayn/min) pour des raisons qui ne sont pas encoreeslan
bon candidat est la présence de la protéine VASB kg extraits. Cette protéine est connue
pour augmenter la vitesse des bactéries d'un fad@u(Smith et al. 1996). Un travail a
montré que I'ajout de cette protéine au milieu restibué augmente la vitesse des billes ActA

d’'un facteur 3 (Samarin et al. 2003).
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Au cours de son cycle d’infectiohjsteria doit traverser les parois cellulaires. Elle
rencontre alors des forces qui s’opposent a sorvement pouvant aller jusqu’a plusieurs
nanonewtons. Plusieurs études ont eu pour but limep une force externe au systeme et
d’établir la relation force-vitesse (McGrath et 2003), (Wiesner et al. 2003), (Marcy et al.
2004). Deux equipes ont fait varier la force ex¢éeem augmentant de la viscosité du milieu,
par addition de méthylcellulose (ce polymeére adl@age de freiner le mouvement des gros
objets sans ralentir la diffusion des monomeresctitia, donc la polymérisation des
filaments). McGrath et collaborateurs ont ainsidétule mouvement deisteria dans des
extraits de cerveau (McGrath et al. 2003), tandis \¢/iesner et collaborateurs ont analysé le
mouvement de billes fonctionnalisées avec N-WASRsda milieu reconstitué (Wiesner et
al. 2003). Les premiers ont trouvé un comportemigiphasique avec une trés forte
décroissance de la vitesse (d'un facteur 20) pesarfdrces comprises entre 0 a 50 pN, suivie
d'une trés faible décroissance jusqu’a 180 pN. sesonds ont au contraire mesuré une
vitesse de propulsion qui n’est que tres modéréraffattée par une force visqueuse allant
jusqu'a 50 pN (diminution de la vitesse de 30%usPiécemment, un diagramme force-
vitesse a été établi par micromanipulation de faéte d’actine avec une micropipette (Marcy
et al. 2004) Dans cette derniére étude, la croissance de lateom& jamais été stoppée
(ralentissement d’environ 90%), méme en appliquaetforce de 4.3 nN. Les points obtenus
par Marcy et collaborateusontcohérentsavecceuxobtenus par Wiesner et collaborateurs
(Figure B7), alors que dans I'étude de Mc Grathodlt la décroissance de la vitesse est telle

guelListeriaperd presque 90% de sa vitesse des 50 pN (Figyre B7
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Figure B7 : Relation force-vitesse mesurée par miomanipulation (Marcy et al. 2004)
ou en augmentant force visqueuse par ajout de métlogllulose (Wiesner et al. 2003). La
vitesse est normalisée a la vitesse a force nulMgrcy et al.) et a la vitesse avec mesurée
avec un meéthylcellulose a chaine courte (Wiesner at, 2003)
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2°) Objets artificiels déformables.

Méme si les essais de motilité avec les billespmntnis de faire d’énormes progrés
dans la compréhension des mécanismes de géneddidarce et de mouvement, ils ne
peuvent rendre compte totalement des événememodeaisant au bord avant d’'une cellule
en mouvement. En effet, dans la cellule, les aiva d’Arp2/3 ne sont pas immobilisés
comme sur les supports mentionnés ci-dessus oiils lbres de diffuser a la surface de la
membrane plasmique. Pour rendre compte de ceti@i¢® des billes de verres ont éte
recouvertes d’'une monocouche de lipides capablesredeuter les activateurs de la
polymérisation d’actine, ce qui leur permet dewdifr a la surface (Giardini et al. 200&)o
et al. 2007) Ce dernier systéeme est encore pdfegbhuisque la membrane plasmique des
cellules est déformable. Les propriétés élastigeesnécaniques de la membrane sont
susceptibles d’influer sur la morphogenése du redeatineetsur la force générédfin de
développeun systemeébiomimétiqueplus proche de la réalitdes systémes a support flexible
ont été développés a partir de vésicules lipidiqgsdhyaya et al. 2003), (Giardini et al.
2003)) ou d’émulsion d’huile (Boukellal et al. 2004

a) Systemes propulsés

Les premiers essais ont été développés a partiésieules lipidiques (Upadhyaya et
al. 2003), (Giardini et al. 2003) ou de gouttekettthuile (Boukellal et al. 2004) plongées
dans des extraits cellulaires. Des vésicules pbdas lipides-nickel peuvent recruter ActA,
qui porte un tag histidine, a leur surface. Lestgdettes d’huile sont fonctionnalisées avec la
partie VCA de WASP, par simple adsorption a I'ifdee huile-solution aqueuse. Une fois
placées dans des extraits, vésicules et goutieldéieeloppent une comete d’actine qui les

déforme et les propulse dans la solution (Figure B8

Comme la membrane des vésicules et l'interfacegoestelettes sont fluides, ActA
comme VCA sont libres de diffuser a leur surfaca.odurs de la propulsion, les activateurs
viennent s’accumuler a l'arriére de la vésiculedmula gouttelette (Giardini et al. 2003),
(Upadhyaya et al. 2003; Boukellal et al. 2004). @@¥noméne mime la polarisation des
activateurs observée cheasteria, qui exprime ActA avec une densité supérieure @ SO

extrémité arriere.
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Figure B8 : Différents objets déformables propulségpar une cométe d’actine dans des
extraits cellulaires.

A : Vésicule de 3um (90% EPC — 10% DOGS-NTA-Ni)ueede d’ActA propulsée par une
comeéte d’actine dans des extraits de cerveau deftmgplémentés (entre autres) par de
I'Arp2/3, de I'ATP et de l'actine-G. L’actine estanguée a la rhodamine (en rouge) et les
vésicules a I'Oregon Green phosphatidylethanolanjgmevert) (Upadhyaya et al. 2003)

B : Gouttelette d’huile de 5um recouverte de VCAppisée par une comete d’actine dans
des extraits de cellules HelLa (Boukellal et al. 200

Les molécules d’ActA sont localisées a I'interfadre la vésicule et le gel d’actine,
ce qui suggeéere gu'il existe une interaction erdgrenembrane et le réseau (Upadhyaya et al.
2003), (Giardini et al. 2003). Il est a noter gwe dégrégation des activateurs est un
phénomene indépendant de la capacité des vésicskesléformer. En effet, on observe aussi
une seégrégation des activateurs capables de diffuksesurface de billes rigides recouvertes
de lipides (Giardini et al. 2003).

Ces deux systemes de vésicules ont permis les gnemne estimation des forces
locales exercées par le gel sur le support (Upadhga al. 2003), (Giardini et al. 2003). La
membrane de la vésicule étant flexible, elle peut&former sous I'action de la contrainte
exercée par le gel. Il est possible d’estimer latreinte en mesurant la courbure de la
membrane. Les auteurs trouvent que la vésiculeé dabiforces de compression sur les flancs
de la comete, qui participent a la propulsion, e$ dorces rétractiles a I'arriere, qui S’y
opposent, ce qui expligue la forme de poire quiacirise ces vésicules. Giardini et
collaborateurs estiment la force exercée pour reaintcette forme entre 0,4 et 4 nN.
Upadhyaya et collaborateurs donnent quant a euxalesrs maximales de 3-4 nhi? et 6-8

nN/um? pour les contraintes de compression et decté&ir respectivement.
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b) Systemes reconstituant la protrusion du lamellipode

Bien que les molécules mises en jeu soient les méttmssemblage d’actine qui
propulse les bactéries, billes ou vésicules adidiextérieur de I'objet tandis que, dans les
cellules en mouvement, il a lieu a lintérieur (pusion de lamellipodes et filopodes).
Plusieurs groupes ont déja encapsulé de l'actinént@rieur de liposomes et l'ont fait
polymériser en utilisant différentes approchesteljue I'électroporation, I'augmentation de
la température ou encore I'augmentation de foro&iee au moyen d’un ionophore.

La premiere étude d’encapsultion d’actine a l'iietér de vésicules été réalisée en
1989 par Cortese et collaboreturs (Cortese et989)Y1Un mélange de lipides contenant de la
valinomycine (un ionophore potassique) en solutans un mélange éther-eau était injecté
dans une solution aqueuse contenant les protéieesapsuler (actine, gelsoline, filamine).
Grace a la valinomycine dans les membranes, lmdide potassium a I'extérieur faisait
entrer le sel dans les vésicules et induisait lyrpérisation de I'actine encapsulée. Les
déformations des vésicules, dont I'amplitude dépdada longueur des filaments, étaient
observées par microscopie a contraste de phase.

Dans deux autres études similaires, Limozin etaboltateurs ont utilisé un autre
ionophore, 'A23187, pour faire entrer du magnésietrinduire la polymérisation d’actine
encapsulée dans des vésicules géantes (Limozin28G8),(Limozin and Sackmann 2002)
Les auteurs ont observé par épifluorescence ladiom d’'un cortex d’actine et de faisceaux
réticulés par de di-actinine ou de la filamine (Figure B9). Il fauttap que dans ces

expeériences l'actine était marquée a la rhodamivalgdine qui stabilise les filaments.

Figure B9: Liposome géant encapsulant un réseau cttne-F
(Limozin et al. 2003)
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Honda et collaborateurs ont obtenu des liposomegaflement spontané a 0°C en
présence de 50 ou 100 uM d’actine monomérique (Bl@idl. 1999). La polymérisation de
I'actine intravésiculaire est facilitée en placansuite les vésicules a température ambiante.
L’actine-F se concentre a la périphérie des lipasngui sont déformés. L'amplitude et la
morphologie des protrusions sont modulées parutajle protéines réticulant I'actine telles
gue la fascine, ti-actine ou la filamine. Dans les études réaliséedvjiyata et collaborateurs
en 1999 (Miyata et al. 1999), les auteurs syntbgtislansnun premier temps des liposomes
DMPC:cardiolipine (50:50). Dans un deuxiéme tenijatine encapsulée est polymérisée
par électroporation de KCI accompagné d'un indizatituorescent (PBFI). La formation
rapide de protrusions contenant des surdensitéirtealuorescente a été observée.

Des expériences semblables ont été réalisées aviectdbuline encapsulée dans des
vésicules. La déformation membranaire généréegsamicrotubules polymérisant contre les
parois a aussi été observée (Houchmandzadeh et9@¥). Les microtubules sont des
polymeéres beaucoup plus rigides que les filameiaistide, ce qui facilite la déformation de

la membrane.

Il Modéles biophysiques théorigues.

Nous avons vu que la polymérisation d’actine peetreer un travail mécanique dans
divers processus de motilité cellulaire. Commentolae est-elle produite exactement ? La
biophysique théorique et expérimentale a apporsérélgonses multiples a cette question. On
peut distinguer deux types de modéles (qui ne past antagonistes) pour expliquer les
mouvements engendrés par polymérisation de I'actine
- Les modéles meécanistiques dits « microscopique€es modeéles décrivent les
propriétés mécaniques d’un filament individuel e téactions biochimiques mises en
jeu lors de sa croissance contre une paroi, p@iselrapolent a un nombre n de
filaments.

- Les modeles élastigues mésoscopiques qui constdéreréseau d'actine dans sa
globalité comme un milieu continu élastique. llsréent les propriétés émergentes de
I'ensemble formé par le réseau d’actine. Dans aigteription, ce sont les propriétés

mécaniques (élastiques) du gel d’actine qui sdworigine des forces de propulsion.
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1°) Modeéles mécanistigues microscopiques.

a) Modeles de Brownian ratchet.

Ces modeles ont été proposés successivement depui®dele initial de Hill et
Kirshner en 1981 : ils consistent a utiliser I'égierdu mouvement brownien pour générer un
mouvement dirigé. Pour comprendre ce mécanismagiimmas une roue a cliquet (crécelle),
libre de tourner aléatoirement dans les deux dinestmais solidaire d’une poignée (Figure
B10). Une fois que la roue aura passé un crarg peut pas y avoir de retour en arriere et il
en résulte donc un mouvement dirigé. Ce dispagdifrrait par exemple faire remonter un
petit poids attaché a la poignée, créant ainsimaehine générant du travail. Sans apport
d’énergie, ce résultat violerait la loi de Carroést pourquoi ce systeme ne peut fonctionner

gu’en présence d’'une source d’énergie extérieiaid’ ATP.

Figure B10 : Principe du Brownian ratchet illustré par une roue a cliquet

Des 1981, Hill et Kirshner ont développé une dértratisn basée sur la
thermodynamique qui montre que la polymérisatiorbid@olyméres peut exercer un travail
meécanique contre une force opposante (Hill 198&XteCdémonstration indique également
gue I'hydrolyse d’'un nucléotide n’est pas une ctiadinécessaire a la production d’une force
mais gu’elle affecte la cinétique du processus atiectionnalité.

Peskin s’est inspiré de ce concept de « cliquetbien » pour proposer le modele du
cliquet thermique Brownian ratchet qui fut le premier modéle proposé pour tenter
d’expliguer les mécanismes de génération de foacgplymérisation d’actine (Peskin et al.
1993). En 1993, il a considéré que, suite au moewneiorownien de.isteria, les monomeres
d’actine pouvaient s’ajouter dans I'espace libértecla comeéte et la bactérie. Les filaments
étant considérés comme des batonnets paralleidgesjga bactérie ne pouvait plus diffuser
en arriere apres addition des monomeres. Par imsarontinue de monomeres, la bactérie
initie donc un mouvement opposé a celui de l'alemgnt de la cométe. Sa vitesse de

propulsion est égale a la vitesse de polymérisatemfilaments (figure B11).
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Diverses études ayant suggéré que le mouvemennlaowles bactéries ne peut pas
expliquer le mécanisme de la propulsion, MogilneOster ont ensuite proposé le « modeéle
du cliquet brownien élastique £l@stic brownian ratchgt adapté de celui de Peskin, qui
considére cette fois le mouvement brownien demglats individuels flexibles dans un réseau
orthogonalCemodeledécritle filament comme un baton élastique caractéris&géongueur,
son angle relatif a la surface de la bactérie ®/gesses d’élongation et de raccourcissement.

Brownian Motion

-lrvlr/

Figure B11: Le filament, en rouge, est constitué el monomeres d’actine qui

s'assemblent a une extrémité. La position de l'obje en vert, fluctue, et permet
l'insertion de monomeres (Kuo and McGrath 2000).

Tout comme le modele de Peskin, le modéle du diQuawnien élastique suppose
gu’il n’existe pas de lien entre le pathogene (objét) et sa comete. Or, il existe plusieurs

évidences montrant qu’il existe une force liangé¢ au support :

- Gerbal et collaborateurs ont montré qu’il n’est passible de séparer la bactérie de la
comete avec une force de 10 pN appliquée avec ibesspoptiques (Gerbal et al.
2000).

- Kuo et collaborateurs ont mesuré le coefficientddfision delListeria et montré que
les fluctuations thermiques du pathogéne sont BOnfimins élevées que celles d’'objets
libres de taille similaire dans le méme milieu,oce indique que la bactérie est attachée
a la comete (Kuo and McGrath 2000).

- La forme des vésicules développant une cométe patmeéduire I'existence d’'une
connexion entre l'actine et la surface. En effeg§ Vésicules s’allongent sous l'effet
d’'une force rétractile qui ne peut agir que sieetnnexion existe, sinon la vésicule
relaxerait (Upadhyaya et al. 2003), (Giardini et28i03).

Devant ces données expérimentales, Mogilner etr @ste modifié leur modele de
facon a tenir compte de l'attachement de la surtada comete d’actine. Cette derniere
approche consiste a considérer que les filamentt atachés de maniere transitoire a la
surface de la bactérie. Ainsi, le filament naissaetait connecté a la surface par
l'intermédiaire des protéines qui activent la pofyisation de I'actine puis il se détache et
s’allonge librement jusqu’au moment ou il est blégar des protéines coiffantes.
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Il existe donc deux populations de filaments (FégBA.2):

bY

- les filaments attachés a la surface par le complesaéique ActA/Arp2/3 ou
WASP/Arp2/3 qui sont sous tension et s’opposemhauvement de la bactérie,

- les filaments qui sont libres de polymériser ettsmmpressés contre la bactérie, et qui
génerent la force de propulsion en transmettantdeargie élastique a la bactérie.

tv
/_\ r ActA/VASP/Arp2/3 protein complex

“y capping protein
/ actin filament

working
8 filament

cytoskeletal network
Y D
Figure B12 : Le modele du cliquet élastique attach@Mogilner and Oster 2003).

Partant de la, Mogilner et Oster expriment lesderexercées par chaque population
de filaments en fonction de la vitesse. Pour umecfde rétention extérieure de 0 a 200 pN, le
modele livre une relation force-vitesse bi-phasiguec une décroissance rapide d'un facteur
cing de la vitesse de propulsion dans la gamme PN2Buivie d'une décroissance plus lente.
Cette relation décrit trées bien la courbe mesurée McGrath et collaborateurs mais ne
parvient pas a expliquer celle observée par Wieshetrollaborateurs. Le modele prédit
egalement que la relation force-vitesse dépend diehsité de la cométe pour des forces de
rétention extérieures non nulles mais que la \éteds propulsion est indépendante de la
vitesse de nucléation des filaments. Mogilner eteOsalculent une vitesse théorique de
propulsion des billes comparable a celles obserpae€ameron et collaborateurs (Cameron
et al. 2001). Pour cela, les auteurs doivent estendout 5 parametres et donner aux 4 autres
des valeurs issues de la littérature. Le principptoche que I'on peut faire a ce modele est
gu’il posséde un grand nombre de parameétres ajastabe qui le rend difficile a tester

expérimentalement.
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b) Croissance de réseaux branché

Le seul modéle qui inclut a ce jour un traitememipdoduction de nouveaux filaments
a la surface par nucléation ou branchement est pedposé par Carlsson (Carlsson 2001),
(Carlsson 2003)). La simulation tient compte des tde polymérisation/dépolymérisation, de
branchement/débranchement, de coiffe/décoiffe edtadientation des filaments. Ce modéle
s'intéresse a la structure de la comete d’actindoeation des paramétres cinétiques de
'assemblage de I'actine. La probabilité d’ajoutermonomere dépend de la distance entre le
filament et I'obstacle. Le coefficient de diffusiole I'obstacle est choisi plus faible que celui
des objets libres utilisés pour rendre compte ddalchement du réseau a I'obstacle. Le
modele ne tient compte ni de I'attachement desnilats a la surface ni de I'élasticité des
filaments ou du gel. Le modéle permet d’estimevitasse de propulsion, la densité de la
comeéte et I'espacement entre les branches. Aihgitévoit que la densité de la cométe
augmente avec la force alors que la vitesse nee vaeis. Les travaux de Wiesner et
collaborateurs sont en accord avec le modeéle ded@aiEn particulier, la vitesse et la densité
de branchement diminuent avec le taux de coiffmdt également en évidence la pertinence
du rapportentrele taux de branchementt le taux de coiffe plutét que de les considérer

isolément.

c) Actoclampin’

Dickinson et Purich ont proposé un modele qui teswedonner une explication
mécanistique de la propulsion en termes de changsnecenformationnels cycliques liés a
I'hydrolyse de I'ATP (Dickinson and Purich 2002)e @Gnodéle, appelé « clamped-filament
elongation model » (modele d’élongation du filameramponné) s’inspire du mécanisme
d’interaction actine/myosine. Il repose sur un gwnent d’affinité dun crampon
moléculaire pontant I'extrémité barbée du filamenta surface, qui aurait une affinité plus
forte pour I'actine-ATP que pour I'actine-ADP. Su# I'hydrolyse de I'ATP sur la sous-unité
terminale du filament, le crampon avancerait d’saas-unité sur le filament pour se lier a la
derniere sous-unité ATP incorporée. A la différedes modéles microscopiques proposes
par Mogilner et Oster, le modele du filament crampd prédit que la vitesse de propulsion
est limitée uniqguement par la concentration d’actmonomérique jusqu’'a des forces de
rétention extérieures de l'ordre de 6-10 pN paanfiént, et ne dépend pas du nombre de
filaments impliqués dans la propulsion. Les auteémsettent I'hypothése que N-WASP

pourrait faire partie du crampon.
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2°) Modele mésoscopique élastique

Le modele élastique présente une vision mésoscepigusysteme dans lequel le
mouvement est la conséquence d’'une action coopéraddis filaments. Ce modele considere
le réseau d’actine comme un gel élastique (Gerball.e2000).L'ajout de monomeéresa
l'interfaceentre la bactérie et le gel génére une coucheidéaqui déforme et compresse le
gel préexistant (Figure B13). Les contraintes miggeas sont maximales au niveau de la

partie extérieure du gel et nulles a la surfackadzlle.

— Listeria :

addition d’un nouvel
« élagticue »

Figure B13: Schéma illustrant la mise sous tensionu gel des anciennes couches
(représentés par des élastiques) par insertion deanomeéres a l'interface gel d’actine-
surface qui forment une nouvelle couche.

La couche externe est sous contrainte, mais peigi gmésenter des défauts dans
I'organisation du gel. En effet certains liens penivétre plus ou moins éloignés les uns des
autres sur toute la surface du gel. Ces imperfeet@nt provoquer a terme une cassure de la
partie externe du gel suivie de l'ouverture du aésd’actine. La relaxation de la couche
interne conduit alors a la formation d’'une coméi®.bille adopte alors un mouvement de
propulsion directionnel. Le gain d’énergie libreoguit lors de la polymérisation de l'actine
n’est donc pas directement utilisé pour la propulsile gel emmagasine d’abord une énergie
élastique qu’il relaxe par un glissement créarfbtae propulsive a l'origine du mouvement.
Ce glissement génere une force de friction entr@ydk et la bactérie qui s’oppose au
mouvement : la vitesse dépend donc de I'équikintecla forceélastiquelaforcede friction et
la force externe appliquée a la bactérie. L'inteoscentre le gel et la surface de la bille est
décrite par la dynamique d’interaction des filarsemvec le complexe activateur-nucléateur
(WASP-Arp2/3 ou ActA-Arp2/3). Comme l'ont suggér@&®al et collaborateur des 1999, ce
mécanisme de friction est basé sur I'attachemetatciément des filaments d’actine avec
I'activateur. Lorsqu’ils interagissent, le glissemhéelu gel entraine la déflection des filaments,
ce qui crée une force par filament. La force rési# est le produit de cette force locale par le

nombre moyen de filaments attachés.
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Les forces générées par le gel (de I'ordre du mié¥ymettent a la bactérie de se
déplacer a travers une cellule sans étre généd'@aantuels obstacles : le modeéle prédit une
vitesse de propulsion indépendante de la forceédmtion extérieure en dessous d’environ 1
nN. Cela est en accord avec les observations gnirerd que_isteria a une vitesse constante
lors de son déplacement méme lorsqu’elle rencal@semembranes. Cela expliqgue également
pourquoi les forces appliqguées par des pincesuggiqu un champ électrique (maximum 200
pN) ne réussissent pas a ralentir le pathogendarisare de symétrie est facilitée avec des
petites billes car les contraintes exercées pgelaleviennent importantes plus rapidement
gu’avec des billes de grande taille. D’autre padurface des petites billes étant plus faible, le

nombre de filaments d’actine qui constituent leggtlmoins important.

Le réle de I'élasticité du gel d’'actine dans lashre de symétrie et le mouvement est
confirmé par I'utilisation d'un matériau déformabtmmme support. Une gouttBhuile
fonctionnalisée(figure B14) montre un petit pincement a l'arriesle la gouttelette. Les
filaments d’actine, en s’assemblant a l'arrieregregnt une contrainte sur un objet qui veut
constamment s’échapper a cette contrainte. L'asatys la forme de I'objet permet de
déterminer les forces mises en jeu : les forcepalessée se développent sur le bord, les
forces de traction s’exercent a l'arriere. Cethetion est capable d’arracher le gel a l'arriere

de cet objet, ce qui a pu étre démontré expérirfeméent.

Figure B14 : Gouttelette d’huile de 5um recouvertale VCA propulsée par une comete
d’actine dans des extraits cellulaires d’'HelLa. (Bokellal et al. 2004)

Méme si l'analyse élastique permet d’expliquer cgffiement le mouvement de
propulsion, il n'est pas transposable au cas dwellgpode : la topologie étant inversée, la
composante majeure du mouvement par propulsidiorda élastique, n'est pas présente. En
revanche, il permet d’expliquer un type de promustrés particulier par sauts successifs
observé&hez un mutant ddsteria et pour des billes dans un essai de reconstitution
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Partie C : Membranes biologigues et
membranes reconstituées.

| Membranes biologigues

1°) Rb6le et composition des membranes biologigues.

Les membranes cellulaires interviennent dans debresmx processus cellulaires
comme le transport intracellulaire, la reconnaissatellulaire, les phénomeénes de conversion
d’énergie, etc... Elles sont constituées principaliet d’'une bicouche lipidique (4-5 nm
d’épaisseur) dans laquelle sont insérées des pestéi

Les lipides membranaires constituent de 30 a 5% dnasse de la membrane. Ce
sont des molécules amphiphiles consitutées d’uigep@élaire hydrophile et d’'une ou deux
gueues hydrophobes formées de longs résidus d&agids ou de groupements aromatiques
(Figure C1-A). Les lipides sont classés en plusidamilles en fonction du groupement de
liaison de leur téte polaire et de leurs chainesboreées : les glycérolipides, les
sphingolipides, les stérols (Figure C1-B & D). Déucellule a une autre, on observe de fortes
variations de composition lipidique, et égalememiree les deux feuillets qui constituent la
bicouche. Cependant, les glycérolipides restenbieposant majoritaire des membra(oes

cellules et des organelles).
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Figure C1 a) Structure amphiphile des phospholipide. b), c), d) Trois exemples de
chaque famille de lipides: la phosphocholine (glgrolipide), la sphingomyeline
(sphingolipide) et le cholestérol (stérol).
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2°) Une propriété importante des membranes : lefloidité’

Les membranes présentent différentes phases suavdempérature du milieu dans
lequel elles sont placées. A basse températurdjpides hydratés forment des structures
ordonnées denses (phase cristalline). Lorsque ngpémture augmente, cet état devient
instable. A la température de sous-transition IT'g, a transition vers une phase gel moins
compacte, toujours ordonnée, dans laquelle lesebailiphatiques sont encore rigides. Au-
dessus de la température dite de fusion des ligid®3, les chaines deviennent souples et on
parle de phase fluide (ou liquide cristalline). Ti'm augmente avec la longueur de la chaine
aliphatique et diminue avec son degré d’insatunatimmbre de double ou triple liaisons C-C
dans la chaine). Il est a noter que les membramdsglmues contenant beaucoup de

phospholipides insaturés, elles sont dans unléidefa des températures physiologiques.

La membrane fluide se caractérise principalememt yp& grande mobilité des
molécules dans la couche lipidique. Il existe dédfés types de mouvement dans la bicouche
(figure C2). Le plus important est la diffusiondedle : les lipides peuvent diffuser librement
dans leur monocouche, avec un coefficient de difukatérale de I'ordre du pitsec (notons
gue celui des protéines membranaires insérées wansnembrane peut étre d’'un ou deux
ordres de grandeur plus élevé). En plus de lagidfulatérale, on distingue particuliéerement
les phénoménes de diffusion rotationnelle autoutadke du lipide (trés rapide) et de passage
d’'une monocouche a l'autre, dlip-flop (beaucoup plus lent). Différentes techniques tglie
le FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaghirésonance magnétique nucléaire et
la résonance paramagnétique électronique ont pefenisesurer de maniere quantitative ces
différents degrés de liberté des lipides.

mouvement

déplacement
hors plan

latéral 10 s)

ien,..
i

flexion (1 0 s) rotation

Figure C2: Mouvements des lipides au sein d'une dwuche et leurs temps
caractéristiques.
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3°) Le modele de la membrane cellulaire.

Depuis le modéle d’'une simple bicouche lipidique 1&25 par Gorter et Grendel,
plusieurs évolutions successives ont abouti au teauéléculaire de ‘mosaique fluide’ par
Singer et Nicolson en 1972 : lipides et protéinegremt latéralement et aléatoirement par
mouvement Brownien dans un fluide bidimensionnetrape (figure C3). Cependant, dées

1974, la diffusion aléatoire des composants esisemn question et il est envisagé qu'il

existe des microdomaines distincts dans la mempegpelés radeaux lipidiqudgp{d rafts).
i oses

cytoplasme  protéine
globulaire ' hélice o

Figure C3 : Modéle de Singer et Nicolson, 1972.

De nombreuses données obtenues avec des techdigysss en plus sophistiquées
telles que les pieges optiques, le suivi de pdetianique (Simple Particle Tracking, SPT), ou
la spectroscopie de corrélation de fluorescenceo(Escence Correlation Spectroscopy,
FCS), confirment aujourd’hui qu’il existe une fortetérogéneéité latérale membranaire,
cohérente avec I'existence de micro-domaines daagtlases différentes (“rafts” de lipides
et “clusters” de protéines). (Simson et al. 199Sheets et al. 1997), (Dietrich et al. 2002),
(Vereb et al. 2003), (Subczynski et al. 2007)

Difféerentes études suggerent également que leodunraines lipidiques ainsi que le
cytosquelette d’actine entravent la libre diffusides molécules membranaires et jouent un
réle important dans le confinement des protéirékseétz et al. 1989), (Jacobson et al. 1995),
(Lenne et al. 2006), (Wenger et al. 2007), (Margetl. 2006), (Morone et al. 2006)
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Il Membranes artificielles.

1°) Les liposomes

Les amphiphiles, de par leur caractére bivalem¢ @§drophile et queue hydrophobe)
présentent un caractere auto-associatif. En mdiguweux, pour résoudre la frustration des
deux parties au comportement antagoniste, ces meteaans un premier temps, s’adsorbent
aux interfaces (eau-air ou eau-huile) et les stant, avec la partie hydrophile du c6té de
'eau et la partie hydrophobe du c6té de I'air aurdilieu non aqueux. Si on augmente la
concentration jusqu’a avoir un exceés de moléculgsreste en solution, elles vont s’auto-
organiser et former des assemblages pour protéges parties hydrophobes de I'eau. Les
molécules amphiphiles peuvent donner naissancesastiactures de morphologie et de
complexité variées, en fonction de leur nature ext donditions physico-chimiques (Figure
C4) (Lipowsky 1995).

a)

A
@?ﬁ%@

Wyppsic ma@:&w
b) 2Emm |

Figure C4 : Quelques exemples de phases possiblesipdes amphiphiles dans I'eau

(a) Micelle et micelle inverse, (b) bicouche,{@&sicule, (d) Phase lamellaire (empilement de
bicouches), (e) Phase hexagonale inverse (arrangedemicelles cylindriques inverses), (f)
phase éponge,(g) phase cubique inverse bicontDiagres (Israelachvili 1992]Lipowsky
1995)
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Les liposomes (ou vésicules) artificiels sont desmiranes lipidiques fermées qui se
sont imposées comme un modéle extrémement simplaahebranes biologiques. lls ont
également trouvé de nombreuses applications en é&okigie (cremes hydratantes,
antioxydants ...) et en pharmacologie (vecteurs micipes actifs...) (Lasic and
Papahadjopoulos 199%)es liposomes sont souvent classés par leur Hilbar la complexité

de leur membrane.

On distingue les vésicules unilamellaires constisuél’une seule bicouche et les
vésicules multilamellaires qui peuvent comporteusmurs bicouches. Les vésicules
unilamellaires sont classées en trois domainesitle t lesSmall Unilamellar Vesiculesu
SUVs (40 & 100 nm de diameétre), lewrge Unilamellar Vesicleu LUVs (100 & 500 nm de
diametre) et enfin le&iant Unilamellar Vesicle®u GUVs (1 a 20um de diamétre). Leur
classification en taille est d'ailleurs liée a lenéthode de fabrication. Dans tous les cas, la
préparation des liposomes consiste a mettre deedipdans un milieu aqueux pour qu’ils
s’auto-associent en bicouche. La nature des lipaddes conditions physicochimiques vont
déterminer le nombre de bicouches dans la memletdadaille des objets.

Les liposomes submicroniques (SUV et LUV) ont ététensivement et
minutieusement étudiés. De par leur dimension,sitgpparentent d’avantage a certains
organites comme les vésicules de sécrétion, lesdyses ou les endosomes. Les vésicules
unilamellaires géantes ou GUVs (Figure C5) comstit un systéme idéal pour I'observation
directe par les techniques de microscopie optigoatfaste de phase, fluorescence, RICM)
des propriétés physiques des membranes. De nhombawaux ont été consacrés a I'étude
des formes d’équilibre et des propriétés mécanigesszUVs (Lipowsky 1995).

Figure C5: Image d’une vésicule géante observée sricroscopie a contraste de phase
Echelle = 10um. Le schéma de droite représente le double ét i@ lipides(4-5 nm
d’épaisseur).
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2°) Mélanges de lipides

Tous les lipides ne sont pas miscibles et on pbaemwer des séparations de phase
dans les mélanges de lipides. La plupart des itierss entre deux lipides différents sont
répulsives, les lipides de méme nature tendent daserassembler et a former des domaines
(Almeida et al. 2005). Les membranes composéesdr types de phospholipides peuvent
présenter une séparation de phase a des températmgprises entre les températures de
fusion des deux types de lipides. C’est le cas pms lipides PC ayant des longueurs de
chaines différentes, mais aussi pour des mélangedipdles ayant des tétes polaires
différentes (Shimshick et al. 1973) ou des mélargesipides saturés et insaturés. Il existe
aussi un couplage entre la courbure de la memlataleerépartition des lipides a la surface :
certaines zones courbées vont mieux convenir ainsrtipides et d’autres a des lipides de
forme différente. La séparation de phase peut dodgire la formation de domaines tres
courbés (Julicher and Lipowsky 1993); (Julicher ambwsky 1996). Seifert a inversement
proposé que la courbure de la membrane pouvaitrsthuséparation de phase (Seifert et al.
1993), ce qui a été montré expérimentalement (Rxual. 2005). La microscopie a deux
photons a rendu possible I'observation des domadarege la séparation de phase (Bagatolli
and Gratton 2000) (Figure C6), grace a certainddpfluorescents (tels que le Laurdan) dont
les caractéristiques spectrales différent selorigidité de leur chaine carbonée. De telles
sondes permettent de mesurer a la fois I'orgaoisdéitérale et le degré d’ordre des chaines

carbonées.

Figure C6: Séparation de phase observée en microgie a deux photons sur des GUVSs.
Il y a coexistence entre une phase Lo, composégptengomyeline et de Cholestérol (en
bleu) et une phase Ld, composée de DOPC (en r¢Bgemgart et al. 2003).
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Nous avons vu précédemment que des phospholipiesians une phase solide au-
dessous de la température de fusion Tm et danphase fluide au dessus de Tm. L’addition
de cholestérol dans une bicouche lipidique peutifieodsa fluidité de deux maniéres

opposeées (Yeagle 1985), (Ohvo-Rekila et al. 200@sque le cholestérol est inséré dans une

bicouche_en phase fluidéa rigidité de ses quatre cycles carbonés termbrapacter les
chaines des phospholipides et réduire leur mouverharbicouche devient moins fluide et
moins perméable. Lorsque le cholestérol est insimés une bicouche en phase, gél
déstabilise les interactions entre chaines carlsoagé@augmente la fluidité de la membrane
(Veatch and Keller 2002). Il induit donc un étaermédiaire appelé phase liquide ordonnée,
qui correspond a un ordre conformationnel élevéurt ordre translationnel faible.
Récemment, de nombreuses équipes ont entrepricadailler sur des mélanges ternaires
constitués de lipides saturés, de lipides insater@e cholestérol (Silvius 2003), comme par
exemple un mélange DOPC/SM/cholesterol. Ces métategaaires peuvent étre considérés
comme un systtme modeéle de la membrane cellulaimedessous d’'une température de
miscibilité, on observe une coexistence de deusgihéluides Lo et Ld (Dietrich et al. 2001),
(Veatch and Keller 2002), dont on peut détermirercomposition : l'une est riche en

sphingomyeéline et en cholestérol, tandis que leaast riche en DOPC (Figure C6).

Les membranes modeles composées de deux a tr@isesslipidiques ne semblent
cependant pas suffisantes pour décrire les menmbiEikilaires. Certaines équipes incluent
donc maintenant des protéines dans une bicoucigéglie (Kahya et al. 2001), (Bacia et al.
2004). D’'autres équipes essaient de mimer I'eftecgtosquelette en construisant un réseau
d’actine attaché a la surface des liposomes ou tEdiposomes (Helfer et al. 2001),
(Limozin et al. 2003). Enfin, les GUVs peuvent ausse créées directement a partir de
membrane cellulaire (Bernardino de la Serna et2@04), ce qui permet d’intégrer de

nombreux types de protéines et de lipides, en ptigps physiologiques.
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I1l Physigue des membranes.

Depuis les travaux pionniers de Helfrich (Helfrit@73), Canham (Canham 1970) et
Evans (Evans 1973) dans les années 70, les pegpri@canigues des membranes fluides ont
été explorées tant du point de vue théorique gqueotht de vue expérimental. Les propriétés
élastiques des membranes ont permis d’expliquemnains en partie, des propriétés des
cellules telles que des changements de formeprdegssus de fusion et de fission, ou encore
certains aspects de la mobilité cellulaire. L'édwme lipides d’'une monocouche vers un
réservoir extérieur (solution externe ou monocoum$senciée) est trés lent (quelques heures)
comparé aux temps caractéristiques de la pluparéxigériences. La membrane contient donc
un nombre fixé de molécules. On considere qu’ugeushe fermée, non déformée par une
force extérieure, est d’'aire et de volume constdmtsiéformation d’'une membrane comporte
trois composantes : étirement-compression et @saéint dans le plan de la membrane;

courbure dans une direction perpendiculaire au géala membrane.

- Dans le cas d'une membrane fluide, les lipides peuniffuser librement dans leur
monocouche : le module de cisaillement est nul.

- La déformation d’étirement ou de compression cpoad a un changement d’aire de la
membrane. Un grand module d’étirement-compressiodt00mN/m) a été mesuré sur
des vésicules constituées d’'un ou plusieurs lipdi#érents. En I'absence de contrainte
extérieure, I'aire de la membrane est donc conse@léomme constante.

- Les fluctuations de la membrane générent des détamns dynamiques de courbure.

L’élasticité d'une membrane fluide fermée, sansti@inte extérieure, se réesume donc
uniquement au terme de courbure. Celui-ci est ohétgr par trois parametres : la rigidité de
courbure (qui dépend de la nature des composanis lieouche : rigidité et longueur des
gueues lipidiques, nature des interactions entee tétes polaires, etc.), les courbures
principales (mesurées localement en chaque poirla deembrane), et enfin, la courbure
spontanée (qui correspond a une éventuelle asyntins la composition lipidique des deux
feuillets ou bien a la forme adoptée par la biceueh 'absence de contrainte). En condition
isotonique (méme pression osmotique de part ettr@ade la membrane), les vésicules
lipidiques ont une tension de surface de I'ordrelfid — 10° N/m, trés faible comparée a
d’autres systémes interfaciaux: par exemple, Isidende surface de I'eau est deT® N/m.
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Elles se trouvent donc dans un régime ou I'énedgieourbure domine, et sont trés
déformables, méme sous une faible contrainte méganiUne bicouche plongée dans un
milieu aqueux est soumise aux chocs des moléctdas ¢én mouvement Brownien, ce qui
provogque des ondulations de sa surface (figure 87)cours du temps, chaque point de la
membrane est alors animé de mouvements rapidesrailgcsa position d’équilibre, a toutes
les échelles de longueur. On parle de fluctuatibesmiques, qui peuvent étre réduites en
mettant la vésicule sous tension. L'étude de aeguhtions permet, entre autres, de mesurer
le module de courbure d’'une membrane, ou d’évdlaegmentation de la tension de surface

par un événement qui perturbe les fluctuations (Kamd Evans 1981).
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Figure C7: Ondulations thermiques de vésicules gétas observées en contraste de phase
(@) Veésicule montrant des fluctuations thermiquesgdande amplitude (la tension de la
membrane est quasi-nulle) ; (b) Vésicule tendudodre sphérique. Echelle = 1on.

On peut mesurer la rigidité de courbure avec :

- des technigues basées sur l'analyse des fluctgatin forme de vésicules quasi-
sphériques, qui combinent la détection du contas deésicules avec une analyse de
Fourier rapide des images. Les contours peuverg 86trivis en microscopie a
épifluorescence (Schneider et al. 1984), en caetrde phase (Grimm et al. 1997),
(Dobereiner et al. 2003), (Pecreaux et al. 2004rolumiére pulsée (Meleard et al. 1997)

- des techniques qui étudient la réponse élastiqee ndembranes a une déformation
meécanique. Cette déformation peut étre créée paatien dans une micropipette (Kwok
and Evans 1981), par I'action d'un champ électrigliernatif (Kummrow and Helfrich
1991), (Meleard et al. 1998) ou d’'un champ maguétiqur une vésicule remplie d’'un
ferrofluide (Gazeau et al. 1996), (Sandre et 80020

Il est a noter que pour des vésicules constitukesrdéme type de lipide, ces techniques
ont donné des valeurs sensiblement différentemetutefois autour de T8 J. Le choix

des parameétres d’analyse affecte grandement l'éxdetde ce genre de mesures.
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Position du sujet
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Position du sujet.

Le mécanisme moléculaire qui sous-tend la motilid@lulaire basée sur la
polymérisation d’actine est trés complexe car it @ jeu un grand nombre de partenaires
protéiguesn vivo. Une approchéottom-uppermet de réduire le nombre de parameétres pour
comprendre le role individuel de chacun d’entre. duexlaboratoire de Marie-France Carlier a
ainsi défini les protéines régulatrices nécessatesiffisantes pour engendrer un mouvement
par polymérisation branchée d’actine et a dévelapp&ysteme de motilité reconstituide
vitro dans lequel des billes de polystyréne fonctioseak par la protéine N-WASP sont
propulsées dans un milieu composé de 5 protéines gactine, ADF, profiline, gelsoline et
Arp2/3). Ce systéme biomimétique permet une apgrocioléculaire du mécanisme de
production de force exercée sur une surface sphagolymeérisation insertionnelle d’actine.
Néanmoins, la situation dans la cellule est plusmlexe puisque les activateurs d’Arp2/3 ne
sont pas immobilisés sur un support solide, maig Ebres de diffuser a la surface de la
membrane plasmique, qui est déformable. Pour étre groche de la réalité, nous avons
remplacé les billes par des liposomes synthéticafes d’étudier l'interaction entre la
membrane plasmique et le cytosquelette d’actinanatysé la propulsion par polymérisation
d’actine de liposomes fonctionnalisés avec la pmet&l-WASP ainsi que d’autres activateurs

d’Arp2/3. Les expériences ont été congues danstlddrépondre aux questions suivantes :

1) Comment l'interaction entre N-WASP immobilisdaamembrane et les filaments
d’actine est-elle impliquée éxactement dans la liteott Ces liens sont-ils transitoires ou
permanents ? Peut-on agir sur les étapes élénmentdir processus de branchement des

filaments pour contrdler la motilité ?

2) Comment la mobilité des activateurs N-WASP augace des vésicules affecte-t-
elle la morphologie du réseau d'actine, le mécaeaisde brisure de symétrie et

d’établissement de la directionnalité du mouventent
3) Quel est le role de la déformabilité de la meankrdans la production de force ?

4) En quoi les systemes des vésicules et des Hifféesent-ils pour établir et

maintenir la polarité du mouvement ?
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Résultats
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Chapitre | : Mise au point du systeme
biomimétique.

Cette partie définit les parameétres de productiapide et sélective de vésicules
géantes unilamellaires de diamétre compris ente 5um. Ces vésicules sont préparées a
partir d'un mélange de lipides contenant notamndestlipides contenant un groupe Ni-NTA
permettant de fonctionnaliser les liposomes pampde®ines munies d’'une étiquette histidine.
En particulier, la fixation de His-N-WASP permetdtiver le complexe Arp2/3 directement a
la membrane des liposomes et d’induire la croissaten réseau de filaments branchés a la
surface des vésicules. Je décrirai la préparates esicules par électroformation, puis
'optimisation de leur fonctionnalisation et enfi composition du milieu de motilité dans

lequel les vésicules fonctionnalisées sont placées.

| Synthése de liposomes géants unilamellaires par
électroformation

1°) Choix des lipides.

Les liposomes sont synthétisés par électroformagiair plus loin). Les lipides
doivent étre en phase fluide pour que le gonflerseittsatisfaisant. La température a laquelle
a lieu le gonflement doit étre supérieure a la ©maure de transition de phasg du lipide
ayant la température de transition de phase lagige du mélange de lipides utilisés. Nous
nous placerons systématiquement a une températtimment supérieure a la température de
transition afin de s’affranchir des effets prétiiasnels (Dimova et al. 2000). Les lipides
DOGS-NTA-Ni sont les seuls lipides marqués au dickgponibles commercialement. Les
autres lipides qui composent le liposome doiverg gtiscibles avec les lipides DOGS-NTA-
Ni afin d’éviter des séparations de phases conduisala formation de vésicules de
composition hétérogene. La nature de la téte mplaimsi que la longueur et le degré
d’insaturation des chaines aliphatiques sont chqieur que la température de transition de
phase du lipide auxiliaire soit assez proche de del DOGS-NTA-NI.
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Malheureusement, le Tm du DOGS-NTA-Ni (Avanti Pplalest pas connu, on ne sait
donc pas a quelle température réaliser I'électrofdion. Il n'existe pas de relation simple
permettant de mesurer le Tm d’'un lipide A (ici |©0GS- NTA-Ni) a partir du Tm d’un
meélange de deux lipides A+B en connaissant le Trligide B (ici un lipide auxiliaire
miscible avec le DOGS-NTA-NI).

Cependant, comme c’est essentiellement la longatle degré d’insaturation des
chaines aliphatiques d’'un phospholipide qui déteeria valeur de Tm, la solution la plus
simple a consisté a choisir un lipide auxiliairendtes chaines aliphatiques ont une longueur
et un degré d’insaturation voisins de ceux du DOGE3-Ni.

Un grand nombre de phospholipides garantissentféidaune bonne miscibilité (I
proches) et un gonflement optimal{K Température de gonflement), en jouant sur la
longueur des chaines et leur degré d’insatura@apendant, pour assurer une miscibilité
optimale entre les différents lipides, il est prafde d’utiliser des lipides ayant des chaines de
longueursroisines (3-4 carbones de différence au maximunpft&oCribier, communications
personnelles). Les chaines saturées tres courtasdemc exclues. Ensuite, la présence
d’insaturations rend la molécule plus fragile, pléactive. Il est donc préférable d’utiliser des
lipides possédant un faible nombre de liaisonstuméas. Ces limitations imposent le choix
d’'un lipide auxiliaire dont les chaines aliphatiqumnt la longueur et de degré d’insaturation
de celle du DOGS-NTA-Ni: deux chaines oléoyl. Tm devrait étre trés proche et la
miscibilité satisfaisante.

Le DOGS-NTA-Ni contient deux chaines aliphatiquésntiques : deux chaines oléoyl
(9-cis-octodecanoique selon la nomenclature IUPAGYmI les différents phospholipides
possédant deux chaines oléoyl (18 carbones avegnigee saturation), le DOPC a un Tm de
-20°C ; le DOPS a un Tm de -11°C et la DOPE un Bml®°C. La nature de la téte polaire
n'a donc pas une grande influence sur le Tm. Il goac de grandes chances pour que le
DOGS-NTA-NI ait également unylassez bas. C’est vers un de ces trois phosphedigd'il
semble logique de s’orienter.

Reste donc a choisir la téte polaire, qui peut étrargée ou non. L’'actine étant
chargée négativement, l'incorporation de lipideargBs tels que la phosphatidylsérine (PS),
le phosphatidylglycyérol (PG) ou encore l'acide gpimatidique (PA) pourrait causer des
interactions artefactuelles entre la membrane ®tfilaments d’actine, c’est pourquoi jali
choisi d'utiliser un lipide neutre. Traditionnellemt, les phospholipides utilisés pour
fabriquer des liposomes sont les phosphatidylétlhamioes et les phosphatidylcholines, qui

sont des lipides zwitterioniques de charge globalke.
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A température ambiante, les températures de tramgie phase de la DOPC et de la
DOPE sont toutes les deux tres inférieures a lpéeature ambiante donc le gonflement sera
possible avec ces deux lipides. Néanmoins, a pietit0°C, la DOPE subit une transition de
la phase cristalline vers une phase hexagonalée @etpriété fait de la DOPE un moins bon
candidat que la DOPC pour assurer une miscibilgénale avec le DOGS-NTA-Ni. Jai
donc choisi la DOPC comme lipide auxiliaire au DOKBA-Ni dans les liposomes faisant
I'objet de cette étude : sonyTfaible (-20°C) assure un bon gonflement quelle gai la
température a laquelle il a lieu et le fait que dbaines aliphatiques soient les mémes que
celles du DOGS-NTA-Ni garantit une excellente nbdite. Par ailleurs, les propriétés de

vésicules composées de DOPC ont été largemengésydie qui est un atout non négligeable.

Dans certaines expériences, jai utilisé des lipidieiorescents pour marquer les
vésicules afin de visualiser le contour des vésguDans ce cas, on a donc un mélange
ternaire de lipides. La sonde fluorescente pewt fik€ée a la téte polaire ou aux chaines
aliphatiques. Néanmoins, le choix de phospholipidesplés avec une sonde fluorescente
utilisable en microscopie optique est restreinf: rhajorité des lipides fluorescents
commerciaux sont marqués au NBD mais il existe mlesspholipides marqués avec des
dérivés de la fluorescéine (comme la rhodamine)'ekiste pas de DOPC-Rhodamine ou de
dérivé de phosphatidylcholine ayant up Voisin de la DOPC. Nous avons donc choisi la
DOPE-Rhodamine (Figure I-1)
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Figure I-1: Spectres d’absorption et d’émission déa DOPE-Rhodamine
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En conclusion, les liposomes utilisés dans cetteledtsont composés d’'un meélange

ternaire de lipides (Figure I-2 et Tableau 1)

- des lipides au nickel (DOGS-NTA-Ni)
- des lipides auxiliaires globalement électriquenmenitres : DOPC
- des lipides fluorescents pour marquer les membraD&PE-Rhodamine

A DOPC " 5
Il
/W\/\:/W\/\n/d H o | i

o]

DOGS-NTA-N1 o)
W\/W\/\/\)\
/\(\ J\/\’r J_,L

C DOPE-Rhodamine

Figure I-2: Formule des différents lipides entrantdans la composition des liposomes.

A : DOPC (1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholie?) DOGS-NTA-Ni (1,2-Dioleoyl-
sn-Glycero-3-([N(5-Amino-1-Carboxypentyl) iminodicatic Acid] Succinyl)(Nickel Salt))

C: DOPE-Rhodamine (1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phasgthanolamine-N-(Lissamine
Rhodamine B Sulfonyl))

o Concentration de . % typique dans le
Lipide _ Masse molaire (Da) i o
la solution stock meélange lipidique
DOPC 12,7mM 786.15 89%
DOGS-NTA-NI 4,7mM 1057.02 10%
DOPE-Rhodamine 1,9mM 1301.73 1%

Tableau 1: Masse molaire des lipides utilisés et zoentration des solutions stock.
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2°) Gonflement de liposomes géants unilamellairesis
champ électrique.

La méthode de gonflement spontané pour produirdiplesomes géants implique des
temps de gonflement trés élevés (au moins 12 hewtegénere de trés grandes quantités de
liposomes multilamellaires et de débris lipidigués séparation des vésicules géantes
unilamellaires des autres objets par sédimentatiofiotation dans des gradients de sucrose
est difficile. Du fait des faibles rendements deiffzation, cette technique a été abandonnée
au bénéfice de I'électroformation (gonflemeatuschampélectrique), qui permet d’obtenir
sélectivement des liposomes géants unilamelladesm@tres de 1 & 200 micron§)ette
meéthode, développéaans les années 1990 par M. Angelova (Angelova ;198@elova
1992) et améliorée ensuite par L. Mathivet (Mathigeal. 1996)consiste a appliquer un
champ électrique alternatif entre deux électroéesuvertes d’un film de lipides séchés sous
vide et mis au contact de la solution aqueuse. dfdimisé le protocole habituel pour
accélérer le gonflement: celui-ci prend désormaig vingtaine de minutes au lieu de

plusieurs heures auparavant.

a) Préparation et stockage des mélanges de lipides

Les lipides sont commercialisés sous forme de moadren solution. Selon le service
technique d’Avanti Polar Lipids, il est préférakble conserver les lipides insaturés en solution
et les lipides saturés sous forme de poudre paurasleur stabilité. En effet, les lipides
insaturés conservés sous forme de poudre sonhymescopiques et 'humidité provoque
leur hydrolyse ou leur oxydation. Les solutions @séde lipides dans le chloroforme sont
conservees dans des fioles en verre scellées €.-2@8% concentrations des solutions méres

sont rappelées dans le tableau 1.

A partir des solutions meres de DOPC, DOGS-NTAND®PE-Rhodamine (dont les
concentrations sont réesumées dans le tableau prépare un mélange de lipides en solution
dans du chloroforme. Comme nous le verrons plus laiconcentration totale en lipides d'un

échantillon du mélange doit étre comprise entreIOmg/mL.
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Une fois les fioles de solutions méres de lipidagentes, le volume nécessaire a la
préparation du mélange lipidique est prélevé auenajune seringue Hamilton et le reste de
la solution mere est transféré dans une fiole ge &y Micro reaction Vessel » de 300uL
(Supelco) équipée d'un systeme de fermeture « Mihwvalve ». Ce systéeme est équipé d’'un
dispositif d’ouverture et de fermeture muni d’'unnjoen téflon garantissant une fermeture
hermétique et permettant de conserver les lipides de bonnes conditions.

Les fioles sont nettoyées a I'écouvillon avec uokition a 1% Liquinox chauffée
(détergent ne contenant pas de phosphate), rirdslamment a I'eau du robinet, puis a
'eau déminéralisée, deux fois a I'éthanol et ersinchloroforme. Ces fioles sont a la fois
utiliséesgpourstockele mélangalelipideset les solutions méres aprés leur premiére oueertur
Afin d’éviter I'oxydation des lipides au cours denips, les fioles sont au préalable remplies

avec un flux d’azote. Comme les solutions meres)dange de lipides est conservé a -20°C.

b) Préparation des lames d'ITO

Dans notre montage expérimental, chaque électrstdene plaque de verre de 5¢cm de
long sur 2cm de large pour une épaisseur de 1,1eamuverte sur une seule face par une
couche de 100 nm d’un matériau conducteur, I'ITi@liim Tin Oxyde = Oxyde d’indium et
d’étain). La face conductrice est identifiée pandwctimétrie a I'aide d’'un ohmmetre : sa
conductivité est typiquement de I'ordre de @0€m. Les bords longitudinaux de la lame sont
érodés avec du papier de verre de maniere a igerititilement le coté conducteur et surtout
a éviter tout effet de bord une fois les électraddiges au générateur de courant. Ensuite, on
nettoie les lames successivement avec de l'eali¢tth@nol et enfin avec du chloroforme.
Entre chaque solvant, les lames sont séchées émtiesnt avec un papier Kimwipes propre.

Les lames ainsi nettoyées sont prétes pour le diplipides.

c) Dépbt des lipides sur les lames ITO.

On dépose 10pL du mélange de lipides]d0Omg/ml au moyen d'une seringue
Hamilton en verre munie d’'un piston en téflon. €etpération se fait sous sorbonne a
température ambiante. Les rendements de produdtioantité et taille moyenne des

liposomes obtenus) sont meilleurs en déposantmrlifiidique fin et homogéne.
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Cette étape est relativement délicate car elle ddmdeaucoup de précision : on
commence par déposer une goutte d’environ 2uL en #a la lame puis on I'étale sur
'ensemble de la surface a l'aide de l'aiguilleldeseringue qu’on applique latéralement sur le
verre en la courbant (voir schéma), tout en coatihul’injecter le reste du mélange lipidique
de maniére a dessiner des bandes en zigzag. Leofdnitoe s’évapore rapidement mais pas
totalement ; c’est pourquoi les derniéres tracestderoforme devront étre éliminées par
évaporation sous vide.

L’aiguille est longue et surtout, elle est flexiblBour que le dépdt soit fin et
homogene, il faut a la fois contréler la pressigereée sur l'aiguille et I'angle formé entre
l'aiguille et la lame ITO (Figure I-3). Plus l'arglentre l'aiguille et la lame ITO est grand,
plus la largeur des bandes sera faible. Au coetralus l'aiguille est plaquée contre la lame,

plus la surface de contact sera grande et les batedipides seront larges.

Figure 1-3: Dépot des lipides sur les lames ITO aweune seringue Hamilton de 10pL.

La pression exercée sur l'aiguille permet égalendentontroler la largeur des bandes
et influence la qualité de I'étalement et du gamiéat : plus on exerce une pression élevée sur
I'aiguille, plus les bandes obtenues sont largedeefaible épaisseur. Lorsque la pression
exercée sur l'aiguille devient si faible qu’il niste plus de contact direct entre I'aiguille et la
lame ITO, les dépodts sont plus épais et I'évapomatiu chloroforme lors de I'étalement est

trés lente. Le gonflement est alors souvent de sioomne qualité.

73



Ceci peut étre di a une réorganisation défavordbl&lm lipidique lors de I'étape
d’évaporation sous vide ou plus simplement a lss glrande difficulté pour éliminer le
chloroforme emprisonné dans un film lipidique épé&s effet, le processus de mouillage des
lames ITO par le mélange lipidique est difficileraitriser. L'expérience montre qu’il est
préférable d'étaler rapidement en exercant uneréégeession sur l'aiguille, juste assez pour
la courber pour dessiner des bandes d’environ 3-Stantarge. Le chloroforme s’évapore
rapidement et les dépbts sont plus fins et plusdgémes. Les dépdts vraiment fins sont
difficiles a réaliser car le chloroforme s’évapdres rapidement. Pour cette raison, il est
préférable de refroidir les lames ITO avant deiséalles dépbts, par exemple en les placant
brievement a -20°C. Cette étape joue sans doutdlardans les phénomenes de mouillage
des lames par la solution et par conséquent suatigement des lipides a leur surface.

Pour que le dépdt soit aussi homogéne que possibkt,préférable de ne pas exercer
une pression trop élevée sur l'aiguille car celnégé des frottements donnant lieu a des a-
coups qui se traduisent par des variations d'épaistu dépbt. La quantité de lipides déposée
est contrdlée visuellement : la densité de dépsétigales idéale est de 7-10ug/cm?2 (dépobt de
couleur mauve). Il est a noter que cette valeurbest supérieure a la quantité de lipides
traditionnellement utilisée dans les protocoledet®oformation classiques. Ce point sera
discuté plus loin.

Lorsque le dépdbt a une couleur ocre / jaune, |atiféade liposomes obtenue est trop
faible. Lorsqu'on dépose davantage de lipides (dépdlace€), plusieurs générations de
liposomes se forment, augmentant ainsi leur quaritbrsque la quantité de lipides déposés
devient trop importante (dép6t de couleur bleu gyBngonflement est moins efficace. En
conclusion, I'étalement des lipides doit se faiee rdaniere a obtenir un dépét de couleur
mauve — violaceée.

Une fois les lipides étalés sur les lames ITOesetli sont placées sous vide pendant
au moins deux heures pour éliminer toute trace lderaforme. En effet, les solvants
organiques dans lequel les lipides sont en solutitérent les propriétés des membranes
formées a partir de ces lipides. Le sechage dégeta qualité du vide utilisé et de la taille de
I'échantillon a sécher. Certaines études de larditure recommandent une évaporation toute
la nuit. Le service technique d’Avanti Polar recoamde un séchage de 2-4 heures pour un
échantillon de 1mL. Dans notre cas, les dépotdijpes ne font que 10uL pour chaque lame
ITO et nous utilisons une pompe a vide générantvida de 8mBar en quelques minutes.
Nous pourrions sans doute nous contenter d’un teti@sporation plus court mais comme

I'étape de séchage est trés importante, j'ai chuisidurée d’au moins 2 heures.
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d) Assemblage de la chambre d’électroformation.

Des espaceurs en forme de U d’environ 400um d’épaissont découpés au scalpel
dont les branches font 3mm de large et les extésntioincident avec celles des lames ITO.
En découpant les espaceurs differemment, la ceflalggonflement peut comporter un ou
plusieurs compartiments, ce qui permet de réaliHérents essais simultanément. Ces
espaceurs flexibles sont composés d’'une coucheelled'gne couche de polyester et une
couche adhésive prises en sandwich entre deux esyxbtectrices : un film de polyéthyléne
et une couche de papier. Une fois les deux couphe®ctrices détachées, les couches
adhésives de deux espaceurs sont placées facee adédamaniere a fabriquer un double
espaceur d’'une épaisseur d’environ 800um dont éesx douches apparentes supérieure et
inférieure sont les phases gels. Ces couches dmdgetent fortement aux lames ITO, ce qui
garantit une bonne étanchéité a la cellule d’ééatmation. La cellule est assemblée en
placant les lames ITO face a face de maniére aiedagface recouverte de lipides de chaque
lame ITO soit en contact avec I'espaceur et oreents l'intérieur de la cellule (Figure I-4).
A ce stade, la cellule de gonflement est encoreedeva I'une de ses extrémités pour
permettre son remplissage avec la solution de gm@ht. L’assemblage de la cellule de
gonflement doit se faire rapidement car pendarieg®s, les lipides séchés sous vide sont a

I'air libre et s’oxydent rapidement.

Electrode en cuivre <—//\I

Pate de scellement «—
Espaceur adhesif <
Lame de verre ITO <
Film lipidique

Solution de gonflement

A A

Geénérateur de tension

A

Figure I-4 : La cellule de gonflement.
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e) Préparation de la solution de gonflement

Le gonflement des liposomes au contact de solutienges faible force ionique (par
exemple solution agueuse de saccharose ou du glicd&®0mM) est aisé, méme a forte
concentration. En revanche, le gonflement deviartiqulierement difficile dans une solution
saline : on ne peut guere dépasser une concentagid0-15mM en sel. Pour cette raison, il
n’'est pas possible de faire gonfler des liposonaes din milieu proche des conditions salines
physiologiques (100mM KCI + 1mM Mgg)l Dans notre cas, la solution de gonflement
posséde une osmolarité de 300mOsm et elle se cemgjwdmM Tris HCI pH 7,8, 0,01%
NaN;, 1mM CaC}, et 265mM saccharose.

A la fin du gonflement, la composition du milieu genflement est établie également
a l'intérieur des vésicules. Pour assurer la coadien des vésicules dans ce tampon de
gonflement & forte teneur en sucres, 0.01 % Nedl ajouté afin d’éviter la prolifération

bactérienne.

f) Remplissage de la cellule de gonflement

La chambre de gonflement est remplie délicatemeet & solution de gonflement,
préalablement filtrée sur 0,2um, au moyen d’'unengae en plastigue de 1mL munie d’'une
aiguille fine. Cette opération doit étre réalisée&@ minutie et sans a-coup afin d'éviter
d’endommager le film lipidique lors du remplissafiaut également prendre soin a ne pas
générer de fuite : un grand nombre d’échecs sostadun court-circuit survenant a cause
d’'une mauvaise étanchéité de la cellule de gonfteme

La cellule, une fois remplie, est fermée avec undmode pate de scellement Sigillum
Wax (Vitrex) qui résiste tres bien au mouillagdle edhére parfaitement aux lames ITO.
faut prendre soin & ne pas générer de fuite déisolde gonflement en pressant sur la pate de
scellement pour les raisons mentionnées plus afstut aussi éviter de piéger des bulles
d'air lors de la fermeture de la cellule. Enfinfaut veiller a disposer le boudin de pate de
scellement de maniere qu’il puisse étre enlevéddiaa@nt aprés le gonflement pour pipeter les

vésicules.
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g) Le gonflement

Une fois la cellule remplie, un champ électriqueralatif est établi entre les deux
électrodes au moyen d’'un générateur de tensionlabess ITO sont connectées au générateur
au moyen de feuilles de cuivre pliées en U qui easeleur extrémité (Figure 1-4).

La fréquence optimale du champ électrique varierdre inverse de I'osmolarité de la
solution de gonflement. Pour des solutions de tedk 200 mOsm, la frequence optimale est
de 20Hz. Dans notre cas (Osmolarité de 300mOsmijrétpuence du courant sinusoidal
délivrée par le générateur est de 7,5Hz. L'ampditdd courant est de 4V. Les lames ITO se
comportent donc comme des électrodes entre lesgu@lgne un champ électrique E=U /d
= 5V/mm ou U est la tension imposée (4V) et d lstatice entre les électrodes (0,8mm).
Contrairement au protocole traditionnel d’électrofation, le voltage est ici directement

établi & sa valeur finale : il n’y a pas de rampegpessive de tension.

La chambre de gonflement est placée sur la platioe microscope relié a une
caméra, ce qui permet de suivre le déroulemenbdilement en direct en vidéo microscopie
(contraste de phase). Quelques secondes aprddi$seament du champ électrique, la couche
supérieure du film lipidique se déforme et on \ajiparaitre de nombreuses vésicules de
petite taille a la surfacdes électrode@iametre inférieur au micron) (Figures I-5 et I-Bn
utilisant le réservoir de lipides déposé sur l'éléde, ces vésicules naissantes croissent
rapidement et une fois leur taille suffisante psertoucher, les vésicules voisines fusionnent
entre elles pour donner naissance a des liposomésiltk croissante au cours du temps. Il
suffit & tout moment d’interrompre le champ élepig pour arréter le gonflement et fixer la

taille moyenne des liposomes.

Au début du gonflement, il existe des zones plases que d’'autres en vésicules. La
surface des zones ou se forment préférentielletasntesicules augmente au cours du temps.
Lorsque le gonflement est optimal, ces zones fmspar se toucher pour former un tapis de
vésiculegsecouvrantoute la surface de I'électrode. Le fait que le boarde vésicules formées
par unité de surface ne soit pas le méme sur Febksede I'électrode est probablement di au

fait que I'épaisseur du dép6bt lipidique et sa cotredion en lipides ne sont pas homogenes.
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Il est trés probable que le film lipidique n’estspeonstitué d’'une seule bicouche de
lipides mais plutét d’'un empilement de nombreusiesuthes dont I'organisation n'a pas
encore été caractérisée. Au début du gonflemeatptemiers liposomes se forment en
utilisant les couches supérieures de lipides (les @loignées de I'électrode). Puis, lorsque les
couches supérieures ont été consommeées pour fdesmgremiéres vésicules observables,
c’est au tour des couches inférieures d’étre a@tspour générer de nouvelles vésicules.
Ainsi, en se déplacant selon un axe normal au géatfiélectrode, on constate qu'il existe
plusieurs « générations » de vésicules. La coueheédicules la plus éloignée de I'électrode
correspond a la premiere génération de vésiculeséies. Ces vésicules sont celles dont les
diamétres sont les plus élevés car elles sonulede nombreuses fusions successives. Plus
on se rapproche de I'électrode, plus les vésicslast petites. Lorsque le dépbt et le
gonflement sont optimaux, on peut observer jusGuigEnérations de vésicules superposées.

Lorsqude gonflement’estpastrésbon,il n'y aqu’uneoudeuxcouches de vésicules.

Vésicule Lame Couches
ITO de lipides

Figure I-5: Représentation schématique d'un gonflment avec la formation de plusieurs
couches successives de vésicules.

Traditionnellement, la durée moyenne d’'un gonflen@assique est de 3 a 4 heures.
Dans les conditions mentionnées ci-dessus, leslegpants ne durent qu’'une vingtaine de

minutes avec des concentrations de liposomes &evée

2 minutes 10 minutes 20 minutes
Figure I-6 : Déroulement d’un gonflement observé ewidéo-microscopie en contraste de

phase. Au début du gonflement, il se forme un tapide petites vésicules qui fusionnent
entre elles pour donner des vésicules de taillesotssantes.
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Homogénéité du film lipidique

Le gonflement de liposomes est un phénoméne complédxn’est ni possible ni
souhaitable de réaliser un film lipidiqgue homogéaes défauts. Bien qu’un film lipidique fin
et parfaitement homogene permette de générer degulgs a partir des couches
superficielles, en I'absence de défauts dansrig fin ne peut obtenir plusieurs générations de
vésicules. Il a été établi que la présence d'ina@i@s voire de petits objets tels que des billes
de latex dans les couches de lipides favorise idlgment des vésicules en augmentant la
pénétration de I'eau dans le film (Dimitrov andnJ&ab84), et en facilitant la courbure de la
membrane vers un systeme fermé (Angelova 1986)d€ksaits proviennent de la nature du
substrat : I'utilisation de surfaces rugueuseslifacie gonflement spontané. lls proviennent
egalement de la méthode de préparation du fiimshatre protocole, les défauts proviennent
de la forte épaisseur du dépdét di a la grande f@ald lipides étalés : plus le film est épais,
plus il présente de défauts, plus le gonflementedfitace, plus le nombre de fusions
successives est élevé et plus les vésicules olsesarent grandes. Indépendamment de la
présence de défauts, une trop faible épaisseutnddigidique (4-5 bicouches) empéche tout
gonflement et a I'inverse, une trop grande éparssanduit & un gonflement anarchique. Pour
cette raison, déposer de grandes quantités dedipidcessite d'imposer un champ électrique
plus fort. Non seulement on peut générer plus dicules (car on dispose de davantage de
matériel) maisenoutrele film lipidiqueestplusricheendéfautsce qui améliore le gonflement.
Utiliser un champ électrique intense impose d'seiti des lames ITO assurant une bonne

conduction du courant sans générer de court ciguuibrdlerait les lames (couleur ambrée).

Effet des sels

La présence de sels et leur nature affectent |[@egpant. Le gonflement est plus aisé
dans le NaCl que dans le KCI mais les ions monotslent globalement peu d’effet. En
revanche, les ions divalents ou trivalents provags®uvent des effets importants comme
I'adhésion des vésicules entre elles pour former mousse de vésicule, ou la vésiculation
(Lipowsky 1995). En effet, les ions interagissem¢@la téte polaire du lipide (Akutsu and
Seelig 1981). Akashi et collaborateurs ont consgae le gonflement spontané des vésicules
géantes constituées d'un lipide zwitterionique fastrisé lorsqu’'on ajoute au milieu de
gonflement un sel comme le Ca®u le MgC} aux concentrations optimales de 1mM CacCl2
ou 10mM MgC} (Akashi et al. 1998). En conclusion, la présereéaibles concentrations de
calcium ou de magnésium a un effet positif surdefigment mais au dela de 1 mM les sels

écrantent le champ électrique et empéchent le goreiht.
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Charge des lipides et influence du pH

Bien que les lipides utilisés soient des zwittesigglobalement neutres), les surfaces
membranaires obtenues a partir de ces lipides Bm#rement chargées négativement,
probablement a cause de I'hydrolyse de quelques patlaires de lipides ou bien a cause d’un
positionnement variable des tétes polaires avecotentration en sel a l'origine d’'une
charge apparente non nulle : les membranes présaitesi un potentiel Zéta de -10 a -20
mV a faible force ionique (5mM) (Makino et al. 1991

La plupart des lipides ont des tétes zwitteriongqoe chargées, ce qui modifie le
comportement des lipides avec le pH. Ainsi par epdem’augmentation du pH provoque la
vésiculation de GUVs avec des tétes PC. La phosiyhatoline ayant un pKa voisin de 10,
la charge globale peut étre considérée comme dahs les conditions de pH utilisées (pH
7,8). En ce qui concerne la phosphatidyléthanolamies pKa des fonctions phosphate et
amine sont respectivement de 1,7 et 9,8. A pH [E&OPE est tres legerement chargée

négativement.

Les ions calcium s’adsorbent sur la membrane |égeme chargée négativement et lui
donnent une charge apparente positive. La présdaceharges dans la membrane est
favorable au gonflement, probablement parce qua&laction de la membrane avec le champ
électrigue ainsi que la répulsion électrostatiquieecles couches de lipides sont d’autant plus
fortes que celles-ci sont chargées (Marra and lirhelli 1985). Par ailleurs, la présence de
calcium favorise la fusion des vésicules en pontesttétes polaires des lipides. Pour ces
différentes raisons, les gonflements sont d’aupdue aisés que le film lipidique contient un
pourcentage élevé de lipides chargés.

Néanmoins, tout comme le tampon de gonflement oé as étre fortement salin, on
ne peut fabriquer des vésicules géantes par goafiesous champ électrique qu’en dessous
d’'un pourcentage de lipides chargés de l'ordre @&@%o lorsque la longueur des chaines
varie entre 16 et 18 carbones. Ainsi la productien GUV par gonflement sous champ
électrique difféere de la préparation de LUV parresion ou par dialyse. Cette différence
résulte probablement d’un effet de la courburaird’ des tétes polaires des lipides chargés est
plus grande que celle des lipides zwitterioniqu&sst pourquoi ils s’incorporent plus
facilement dans une membrane courbée (LUV) que damesmembrane quasiment plane
(GUV) (Marra and Israelachvili 1985)
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Lorsqu’on fait croitre la proportion de lipides chpés négativement, le sel écrante
d’abord la charge des lipides et anéantit tout lgomént. puis, au-dela d'une certaine
concentration critique de charges négatives, ibfige a nouveau le gonflement. Pour cette
raison la concentration de Ca@kt élevée dans le tampon de gonflement. Le selgmsi un

réle de promoteur de gonflement indépendammera deantité de lipides chargeés.

Réle du champ électrique

Le champ électrigue est utilisé de maniére empérigses effets sur le gonflement sont
mal compris mais il semble clair qu'il contribuelécoller les différentes couches de lipides et

gu'’il favorise leur hydratation. Plusieurs typesfdeees sont susceptibles d’y participer :

- Les forces d’hydratation qui courbent la bicoucliaire des tétes polaires exposées a la
phase aqueuse passe de 40 a 70A2. 'étape d’higdraest en général trés rapide : il faut
10* secondes pour augmenter la distance entre lefesae 0 & 1nm. (Reférence : Thése
Anne-Laure Bernard) Lorsque I'hydratation se faibing bien ou qu’elle concerne
plusieurs couches restant collées ensembles, @rvabparfois la propagation du flux de
liquide sous une couche : on voit le front de pgap@n de I'hydratation se déplacer

longitudinalement a une vitesse de 'ordre de quesdcgcentaines de microns par minute.

- Les interactions membrane-membrane et membrandrgubls type électrostatique et van

der Waals qui peuvent conduire a des séparaticqs! @ 100nm.

- Les forces osmotiques et l'interaction avec le ghaectrique qui peuvent induire une

séparation de I'ordre du micron entre les bicouches
On peut émettre différentes hypothéses pour exglibeffet du champ électrique :

Il semble clair que le champ électrique interagitala membrane. Par ailleurs, les
contre-ions doivent étre beaucoup plus sujetscidia du champ électrique que la membrane
elle-méme du fait de son inertie. On peut suppgser le champ électrique redistribue les
contre-ions de part et d'autre de chaque bicounhattéant les contre-ions de l'autre coté de
la membrane, ce qui aurait pour effet d’augmengerdépulsion d’'une bicouche avec la
bicouche voisine. Pourtant, le fait que certaipsdés non ioniques forment des liposomes
dans lI'eau prouve que la présence de contre-ioast rEn tout cas pas nécessaire pour

permettre le gonflement.
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On peut aussi concevoir que le champ électrique are instabilité de courbure et
facilite la formation de défauts facilitant le gterhent. Dans les conditions classiques de
gonflement, cet effet est modéré puisque le paktrainsmembranaire créé par un champ de
10V/cm n’est que de 0,01mV. Pour créer des défaatgluisant a des pores dans une
membrane, il faut plutét des champs de l'ordre &VIcm. Or, l'intensité du champ
électrique que j'ai imposée est beaucoup plus élenee celles décrites dans les protocoles
traditionnels d’électroformation de la littératur80V/cm au lieu de 0,5-1V/cm. Utiliser un
champ électrique élevé comme dans notre cas tamdaaugmenter ce genre d’effet.

Enfin, méme si le probleme n’est pas entieremeslue 'hypothése qui semble la
plus probable est que le champ électrigue génerdlun électro-osmotique : a basse
fréquence, I'eau est dans un régime conducteurn(Mif93) et les charges sont susceptibles
de se mettre en mouvement et générer des flux Wansoqui repoussent les différentes
couches de membrane, que I'on peut voir vibrer féélguence du champ électrique (ceci est
particuliéerement visible a une fréquence de 1H®s @a-et-vient de solvant imposés par la
tension alternative produisent une agitation mépanidouce permettant le décollement du
film lipidique, de la méme maniére que les ultra&son une agitation modérée ont un effet
positif sur la formation de SUV et de LUV en gonflent spontané. Cependant, cette
explication n’est pas suffisante pour expliqueruqumélange de lipides non ioniques puisse
gonfler dans I'eau en absence de flux électro-osmetet de charges dans le film lipidique et

dans la solution de gonflement.

h) Détachement des vésicules et extraction de la chanue
gonflement

Les vésicules sont toutes connectées au résemvdipides a la surface de I'électrode :
lorsqu’on photoblanchit avec un laser une régiontajis de vésicules fluorescentes, on
observe un retour rapide de la fluorescence. Owoitepas de vésicule en volume entre le
tapis de vésicules de I'électrode inférieure etiicde I'électrode supérieure. Les vésicules
sont connectées au film lipidique par I'intermérghad’un tube de membrane trés fin gu'il faut
rompre pour les fermer et les détacher afin d’dbteme suspension de vésicules en volume.
Pour rompre cette connexion a la fin du gonflementpeut appliquer une Iégere vibration a

la cellule de gonflement ou faire circuler une fgetiulle d’air dans la cellule.
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Cette technique est cependant assez violente poachar des morceaux de film
lipidiqgue qui contaminent la solution de vésiculdsest donc préférable d’appliquer une
tension carrée de 5V a 1Hz pour détacher les Jésiclies vésicules liées a I'électrode
inférieure « remontent » vers le centre de la =kl se retrouvent en volume. Les vésicules
des couches supérieures sont attachées au réseevbpides par I'intermédiaire d’'un tube
trés long et donc trés fragile, ce qui facilite rledétachement. En appliquant le champ
électrigue carré, on ne détache que les vésiculggrisures, c’'est a dire les plus grosses. On
obtient alors une suspension de liposomes de talheogene et tres élevée. Si I'on applique
le champ plus longtemps, on détache les vésica@esalches inférieures de taille plus faible.
On obtient alors une suspension plus concentréip@somes, dont la taille moyenne est plus
faible et moins homogene. Si le gonflement a éténugé pour générer au moins deux
couches de vésicules, on détachera les liposomapm@iguant une tension carrée de faible
fréequence. Cette technique marche mal s’il n’y aiggl seule couche de vésicules. On sera
alors contraint de créer un flux de liquide endaiscirculer la bulle d’air pour détacher les
vésicules.

La taille des vésicules obtenues dépend du modeétdehement, et surtout de la durée
du gonflement. 20-30 minutes suffisent pour obtdes vésicules d’environ 10-20um , il faut
une heure pour atteindre des tailles d’environ 50fEm prolongeant le gonflement plus
longtemps, il est possible d’atteindre des tailesplusieurs centaines de microns. Précisons
gue les vésicules sont d’autant plus fragiles #ictes a manipuler qu’elles sont grandes.
Une fois les vésicules détachées de I'électrodeceltule de gonflement est ouverte en
enlevant la pate de scellement. Les vésicules@pnatées en introduisant un céne de P1000
par I'ouverture ainsi dégagée. Le pipetage descules doit se faire avec beaucoup de
minutie et de patience : les vésicules sont trassiBkes au cisaillement et donc aux
frottements contre les parois du cone. Une foisaérs de la cellule de gonflement, les
vésicules sont transférées dans un tube Eppendgibstique et conservées sur glace jusqu’a

trois mois.
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Il Fonctionnalisation des vésicules

Une fois formées, les vésicules sont fonctionnafisén les incubant avec des
protéines activatrices de la polymérisation d’aetiCes protéines étant munies d'une
etiquette histidine, elles sont recrutées a laasertles vésicules par I'intermédiaire des lipides
DOGS-NTA-N..

1°) Nature de la protéine activatrice

Plusieurs protéines activant le complexe Arp2/3éigatutilisées pour fonctionnaliser
les vésicules: N-WASP, VCA (partie constitutiverneactive de N-WASP), différents
fragments de VCA (VCA tronqué) et VCA auquel un mere d’actine a été couplé
chimiquement a I'un des deux domaines WH2.

N-WASP & N-WASP Alexa488e N-WASP recombinant humain muni d’'une étiquette

Histidine est exprimé dans des cellules d’inse¢terirent et al. 1999) puis marqué par

I’Alexa488 maleimide selon un protocole identiqueedui de I'actine Alexa488 (Wiesner et
al. 2003)

VCA : Le VCA recombinant est exprimé dans E Coli puisifiusur colonne Ni-NTA puis
sur une colonne échangeuse d’ions Sl15a avant déargué par I'Alexa488 maleimide

comme décrit ci-dessus.

VCA ponté avec une actine monomeérigllesiagit du fragment VCA dont un domaine WH2

a eté ponté chimiquement avec un monomere d’actine.

VC : Il s’agit des résidus 392 a 484 de N-WASP. Le daracide A, dont le rble est de

stabiliser I'interaction avec le complexe Arp2/8té supprimé.
V. Il s’agit des résidus 392 a 458 de N-WASP domtdeie acide et la partie centrale ont été
supprimées. Ce fragment correspond donc aux demaides WH2 de N-WASP et fixe

I'actine G mais ne peut initier des filaments btaéspar Arp2/3.

Note :Voir la figure A-11 page 19 pour un rappes ddférents domaines de N-WASP
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2°) Fonctionnalisation des vésicules et densitéfagiqgue
d’activateurs.

Pour chaque activateur d’Arp2/3, les conditionsimales de fonctionnalisation ont
ete déterminées. La densité surfacique d’activatptgsents a la surface des liposomes peut

étre modulée de différentes manieres :

- la quantité de lipides Ni-NTA
- la concentration d’incubation d’activateurs

- la durée d’incubation

La solution la plus simple pour faire varier la gti@ d’activateurs présents a la
surface des vésicules est de faire varier la gad lipides nickel qu’elles contiennent.
Néanmoins, comme nous le verrons plus loin, la gandm concentration en lipides nickel
pour laquelle les vésicules initient un mouvemeatpdopulsion est relativement restreinte.
Ainsi, dans les conditions usuelles, les vésiculilssées contiennent 10% de lipides nickel
La recherche fine des conditions optimales de fonotlisation des vésicules se fait en
jouant sur la concentration d’activateurs avec élgusont incubées les vésicules ainsi que la
durée d’incubation. Malgré la forte affinité detiquette histidine des activateurs pour le
nickel, il reste certainement de I'activateur eugon a la fin de l'incubation, méme en
incubant longtemps. Toutefois, une concentratiancdbation de 25 ou 50nM d’activateur
n’est pas suffisante pour fonctionnaliser les wési& de maniere a générer la croissance d’un
réseau branché a leur surface. On considere domdagfraction d’'activateurs restant en
solution dans le milieu de motilité est tres faibteque leur effet est négligeable.

Ceci est surtout vrai pour N-WASP. En effet, N-WA&SR un activateur trés modeste
d’Arp2/3 lorsqu’il se trouve seul en solution : patre pleinement actif, N-WASP doit étre
activé par la signalisation (PIP2 et/ou Cdc42) cur@ché a une surface de maniere telle qu'il
soit dans sa conformation dépliée active (voiriegd-12 page 20). En revanche, VCA est
constitutivement actif et il faut donc réduire aaximum la quantité de VCA restant en
solution apres incubation. On peut diluer d’avaatées vésicules aprés fonctionnalisation
lorsqu’on les place dans le milieu de motilité. fedais, lorsque la concentration d’incubation
est trés élevée, cela imposerait de tellement dileg vésicules que leur nombre s’en
trouverait tres reduit.

Une autre solution consiste a laver les vésicuteésal’étape d’incubation en diluant
le milieu extérieur avec une solution isotoniquateaant du glucose tandis que l'intérieur

des vésicules contient du sucrose. Comme le tameaflution est moins dense que celui de
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gonflement, les vésicules sédimentent au fond de te dilution et on les récupere en
pipetant la fraction inférieure. La vitesse de switation étant relativement lente, il faut
centrifuger la suspension de vésicules. En pratigette approche s’est révélée destructrice :
les vésicules de grande taille sont tres fragitesne quantité importante de vésicules sont
détruites au cours de la centrifugation, probabtempar friction sur les bords ou au fond du
tube. Il est possible de traiter les tubes de ifagation pour diminuer la friction et optimiser
les temps et les vitesses de centrifugation (Jidiemvingh, communications personnelles).

Pour cette raison, j'ai choisi de ne pas laveni@sicules mais plutdt de les incuber
avec des concentrations faibles d’activateurs ¢e260nM et 400nM) pendant des temps plus
longs (2-3 heures) : cela permet de ramener laerdration d’activateurs restant en solution
dans le milieu de motilité a un niveau faible etgdeder un contrdle accru de la quantité de
vésicules (moins de pertes). Les préparations sielnevésicules peuvent étre incubées moins
longtemps avec des concentrations d'activateurs glievées pour ensuite étre diluées
fortement dans le milieu de motilité : de cette e le nombre de vésicules a observer reste
élevé et la concentration d’activateurs libres elutgon reste faible. Ceci suppose que les

activateurs ne sont pas en équilibre rapide emiretat lieé a la membrane et un état libre

Enfin, pour maintenir constant le nombre de vésieuwdans le milieu de motilité, il
faut tenir compte de la concentration initiale e¥sigules de la préparation brute aprés le
gonflement. Aprés chaque gonflement, la conceotragn vésicule de la suspension de
vésicules est estimée. Concrétement, la prépardgovésicules est diluée 10 fois dans une
solution isotonique contenant du glucose et legculss sont observées au microscope entre
lame et lamelle. Un espaceur en parafilm maintignespace suffisant entre lame et lamelle
pour éviter la destruction des vésicules les plasgpes. Néanmoins, I'espace entre lame et
lamelle est suffisamment faible pour que les védsgisédimentent rapidement et il est
possible d’estimer leur concentration par un singoieptage. La différence d’indice entre la
solution de gonflement (saccharose) et la solud®ulilution (glucose) augmente le contraste
des vésicules : elles apparaissent noires en ctatde phase. Toutefois, certaines vésicules

fuient, et ne présentent donc pas de differenamdtaste.

En général, la préparation brute de vésicules ikstedentre 5 et 10 fois. Pour les
raisons évoquées plus haut, il est préférable dpoder de préparations de vésicules
concentrées. L’électroformation permet, plus queauttes méthodes, de produire

sélectivement des vésicules géantes unilamellaires des rendements éleveés.
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Pour résumer, les points essentiels de la prépardé vésicules sont les suivants

. 10% de lipides nickel

. 2 heures d’incubation des vésicles avec 400 nM NSRA N-WASP Alexa488 ou
250nM VCA / VCA Alexa488.

. Les vésicules sont en général diluées cinq fos derl'incubation avec N-WASP et dix
fois avec VCA. Les vésicules fonctionnalisées sentore diluées dix fois dans le

milieu de moaotilité.

3°) Calibration de la fluorescence des activatearsa
surface des liposomes: guantification absolue de la
densité surfacique d’activateurs

La fluorescence de N-WASP-Alexa 488 permet de \iseraet déterminer la quantité
de N-WASP présente a la surface des vésicules.alibration a été faite avec des billes
recouvertes de N-WASP Alexa488 dont la densitéasigfie est déterminée au moyen
d'immunoblots quantitatifs pour établir la correedance entre l'intensité de fluorescence
mesurée au microscope et la densité surfaciquetivideurs. Une fois cette calibration
réalisée, il suffit de mesurer l'intensité de flascence des liposomes fonctionnalisés avec N-
WASP Alexa488 pour connaitre la densité de surgic-WASP Alexa488.

Pour mesurer avec précision la quantité d’activateecrutés par immunoblots, il faut
travailler sur des quantités de matériel suffisauftee I'ordre de la picomole) et donc que la
surface disponible soit assez élevée. Méme s’ipessible de concentrer des préparations de
vésicules, la concentration de N-WASP fixé aux adsis apres centrifugation est inférieure a
celle obtenue en centrifugeant une suspensionlids.bPour cette raison, utiliser des billes
procure une meilleure sensibilité. Connaitre avegcipion la surface totale du support
lipidique sur laquelle ces activateurs ont étédiréest pas facile car contrairement aux billes,
les vésicules ont des tailles variables, il ezt possible de les centrifuger sans en perdre et
elles sont contaminées par des débris lipidiquépeuvent aussi fixer N-WASP, et qui sont
comptabilisés dans les mesures de lipides totaour Ees différentes raisons, j'ai choisi de
déterminer la relation liant I'intensité de fluocesce a la densité de N-WASP a la surface des
liposomes par comparaison de la fluorescence dasweés avec celle de billes standard dont

la densité en N-WASP a été mesurée.
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Préparation de billes recouvertes de N-WASP Alex@48

Des billes de polystyréne carboxylées de 6um dmétie sont incubées avec des
concentrations croissantes de N-WASP Alexa488. @vament, 15,2uL d’'une solution de
billes & 2,1x18 billes/mL sont incubées une heure & 4°C soustagitavec 0, 25, 50, 100,
150, 200, 400, 800, 1200 et 1600nM de N-WASP Al&8ad e volume final est ajusté a
50uL par du tampon Xb. Apres incubation, les biest centrifugées 10 minutes a 13 000
rom. Le surnageant est prélevé pour mesurer latig@ame N-WASP libre. Le culot est
resuspendu dans 50uL de tampon Xb a 1% BSA poppstd’adsorption ultérieure de N-
WASP resté en solution. Les billes sont placéesnBlutes sous agitation de maniére a les
saturer de BSA. Ensuite, elles sont de nouveauiftegdes 10 minutes a 13 000 rpm. Le
culot est resuspendu dans 250pL de tampon Xb. Apré®™ cycle de centrifugation, les
billes sont resuspendues dans 50uL de tampon Xh% 6e BSA avant d’étre stockées sur

glace (Figure 1-8). Les billes sont utilisées densemaine qui suit leur préparation.
Mesure de la quantité de N-WASP Alexa488 adsorlba surface des billes.

La fluorescence des vésicules utilisées en roatinespond a celle de billes incubées
avec moins de 200nM de N-WASP Alexa488. Wiesnarolaborateurs ont montré que les
billes recrutent l'intégralité du N-WASP (non flescent) avec lequel elles sont incubées
jusqu’a ce que la saturation des billes soit atteioe qui correspond a une densité de 20 N-
WASP/100nm?2 (Wiesner et al. 2003). Dans un prert@emps, nous avons incubé des billes
avec différentes concentrations de N-WASP fluonespeur s’assurer que tout le N-WASP
Alexa488 incubé est bien recruté par les billegyFe I-6)

La quantité d’activateur fixé par les billes esedtement proportionnelle a la quantité
d’activateur avec laquelle les billes sont incubssess atteindre de plateau, ce qui signifie que
la saturation n’est pas atteinte (Figure I-7). &beurs, on voit que l'intégralité du N —-WASP
incubé n’est pas retrouvé dans le culot de bilBmnme il n'y a pas de N-WASP libre dans
les surnageants des billes, cela signifie qu’'unantji®¢ importante de billes est perdue au
cours des différentes étapes de lavage. En e#etjubntité de N-WASP dans les culots
augmente lorsque les surnageants sont prélevéspayece délicatesse lors du lavage. Par
ailleurs, en centrifugeant les surnageants, ontewlne quantité importante de billes. On part
donc du principe gue tout le N-WASP incubé estutgcpar les billes.
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Gamme de N-WASP Billes recouvertes de N-WASP Alexad488
Alexadss8 libre (pmol) (concentration d'incubation en nM)
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Figure 1-6 : Quantification du N-WASP Alexa488 adsdbé a la surface de billes au
moyen d’immunoblots quantitatifs.

Le gel du haut montre deux séries de mesures uahga une gamme d’étalonnage réalisée
avec des concentrations croissantes de N-WASP 488xan solution et a droite le N-WASP
Alexa488 accroché a des billes ayant été incubées différentes concentrations de N-
WASP Alexa488. Le gel du bas reprend la méme gatenwalibration avec du N-WASP
Alexa488 en solution (a gauche) mais cette foispawée au N-WASP Alexa488 retrouvé
dans le surnageant du premier lavage, c'est-a-thréN-WASP Alexa488 incubé avec les
billes mais non immobilisé a leur surface (N-WABRe). Bien que les deux gammes étalon
de N-WASP libre aient été réalisées avec le mémérigla les bandes du gel du bas
apparaissent beaucoup plus sombres car le tempgpod&tion a été augmenté afin
d’augmenter la résolution et pouvoir détecter l&gence éventuelle de N-WASP en solution
en tres faible quantité dans les surnageants.

NW* fixé en fonction de NW* incubé (pmol)
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Figure I-7: Quantité de N-WASP Alexa488 adsorbé aal surface des billes en fonction de

la quantité de N-WASP incubé. La courbe bleue corgpond a un premier essai et la

courbe rose a un second essai ou les surnageants thdles sont prélevés avec plus de
délicatesse au cours des différentes étapes de lggaDans le deuxieme cas on récupéere
plus de N-WASP dans le culot, probablemergarce que moins de billes sont perdues.
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N-WASP Surnageant

Alexa488 + Billes éliminé (30uL) »BLOT
+ Tampon Xb
(50uL total)
incubation 1 heure
sous agitation Culot resuspendu dans 25[}p
+ 1% BSA puis

centrifugation 10min
Culot de billes

@ 13000rpm
00
Gulot resuspene Surnageant élimingé (245puL) et
) dans 50uL centrifugé 10 min @ 13000rpm
BLOT Culot de billes Billes perdues

Figure |-8 : Etapes de préparation et de lavage ddslles.

La quantité totale de billes étant connue, on déldudensité surfacique des billes
(nombre de N-WASP Alexa488 pour 100nm?) en dividarguantité de N-WASP Alexa488
adsorbé par la surface totale correspondante. @h gunvertir ce résultat en termes de
distance entre deux N-WASP Alexa488 a la surfasebilees (Figure 1-9). La saturation n’est
pas atteinte et la distance entre deux N-WASP Alg&aa la concentration d’incubation la
plus forte est de I'ordre de 5,5nm. Ce résultatéestettre en regard de la distance de 2 nm

mesureée pour des billes saturées de N-WASP nonu@d\ijiesner et al. 2003)

Densite en fonction de la Distance entre 2 NW fluos en fonction de la
concentration d'incubation [BILLES] concentration d'incubation [BILLES]
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0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Concentration d'incubation {(nM) Concentration d'incubation (nM)

Figure 1-9 : Densité surfacique des billes (nombrde N-WASP Alexa488 pour 100nm2)
et distance entre deux N-WASP Alexa488 a la surfaces billes.
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Mesure de la fluorescence des billes.

Une fois la densité surfacique d’activateurs a lafaze des billes connue, la
fluorescence des billes est observée au microspope établir la correspondance entre la
densité surfacique de N-WASP et l'intensité de isgence. Pour cela, l'intensité dans le

plan équatorial des billes est mesurée (figure)1:10

Fluorescence en fonction de la densité Fluorescence en fonction de la densité
3500
5000 A y=6697,3x
R® = 0,9586
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2 2
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Densité (NW fluos I 100nm?) Densité (NW fluos | 100nm?)

Figure 1-10 : Intensité de fluorescence des billesn fonction de la concentration de N-
WASP Alexa488 avec laquelle elles ont été incubées.

On voit que lintensité de fluorescence ne dépesslliméairement de la concentration
de N-WASP Alexa488 avec laquelle elles ont été hees. Ceci est probablement du a un

effet de quenching de fluorescence a partir d'wresié d’activateur importante.

Mesure de la fluorescence des vésicules et déteation de la densité

surfacique de N-WASP Alexa488 présent a la surfales vésicules

Une fois la correspondance établie entre la fllaeese observée au microscope et la densité
surfacique de N-WASP Alexa488 correspondante, filitsde mesurer la fluorescence des
vésicules pour connaitre leur taux de couverturd-#dMASP Alexa488 en utilisant la relation

linéaire établie dans le domaine d’intensité derfiscence qui nous concerne (Figure 1-10)
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Figure I-11 : Calibration et estimation de la dende surfacique des veésicules en N-WASP
Alexa488. En haut a gauche : la droite représentdritensité de fluorescence mesurée en
fonction de la distance moyenne entre deux N-WASPI#&xa488 voisins a la surface d’'une
bille. Les domaines hachurés représentent les valsucorrespondant aux vésicules.

Conclusion : La densité surfacigue moyenne descwkes est de 0,19 = 0,06 N-WASP
Alexa488 /100nm?, soit une distance de 23nm erdgwex dN-WASP Alexa488 voisins. Ceci
correspond a la densité surfacique de billes inesilaéec 90nM N-WASP, ce qui correspond

a un taux de couverture relativement faible (Figurgl et I-12)
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Figure 1-12: Exemple de mesure de la densité localbsolue N-WASP fluorescent a la
surface d’'une vésicule. Sur cette vésicule, le maxim de densité est de 0,215 N-WASP /
100nm?2 soit environ 21nm entre deux activateurs ate que la densité minimale est de
0,17 N-WASP / 100nm? soit environ 24nm entre deuxavateurs
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1l Composition du milieu de motilité.

1°) Protéines

a) Actine

L’actine est purifiée a partir de muscle squeleitigde lapin sous sa forme
monomérique Actine-G-G&ATP selon la procédure standard (Spudich and \Wgit) &
laquelle est ajoutée une derniére étape de geltidh sur une colonne Superdex 200HR dans
du tampon G (5mM Tris HCI pH 7,8, 1mM DTT, 0,1mM @3, 0,01% Nal). L’actine est
conservée sous forme filamenteuse en ajoutant 1nd€iMet 100mM KCI. L'actine est
éventuellement marquée a la rhodamine-NHS (Isanebeait 1995) ou a I'’Alexa488 (Wiesner
et al. 2003)Dans le milieu de motilité, la concentration d'aetiest constante et fixée a
13,5uM.

b) ADF/cofiline

L’ADF recombinant est exprimé daiscoli (Loisel et al. 1999)L’ADF est conservé
a -80°C dans un tampon contenant 10mM Tris, 50mNINamM DTT, 200uM EGTA et
0,01% NaN. Bien que l'activité varie d’'une préparation a uaetre, la concentration
optimale d’ADF pour la propulsion des billes estggméral égale a 50% de la concentration
d’actine (environ 7uM d’ADF dans notre cas). Toaigf la concentration d’ADF est réduite
a 4uM dans le cas des vésicules afin d’éviter [@olygnérisation trop rapide des cometes et

pouvoir observer I'historique de propulsion.

c) Gelsoline.

La gelsoline recombinante est exprimée dareoli (Loisel et al. 1999)La gelsoline
est stockée a -80°C dans un tampon contenant 20mE/ I50mM NaCl, 1ImM EGTA et
0,01% NaN. La concentration de gelsoline utilisée en routse de 100nM et peut varier
dans une gamme allant de 25 a 250nM

d) Profiline

La profiline recombinante est exprimée d&n€oli. La profiline est stockée a -80°C
dans un tampon contenant 50mM Tris, 50mM KCI, 1mGITA, 1mM DTT, 0,1mM EDTA.

La concentration de profiline dans le milieu de ifitétest constante et fixée a 2,4uM
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e) Arp2/3

Le complexe Arp2/3 est purifié a partir de cervelmuboeuf (Egile et al. 1999) et
eventuellement marqué a I'Alexa488 (Wiesner et 2003). Arp2/3 est conservé a
-80°C dans un tampon contenant 20mM Tris, 25mM KZ5mM DTT, 0,2mM ATP, 1mM
MgCl, et 0,5mM EDTA. La concentration d’Arp2/3 couramratilisée est de 50nM et peut

varier entre 10 et 250nM.

2°) Sels.

Le milieu de motilité contient 60 mM KCI, 2 mM MgCet 0.1 mM CaGl Le
potassium et le magnésium permettent a l'actineredter a I'état polymérisé dans des
conditions de force ionique proches des conditipmgsiologiques. La présence de calcium

est quant a elle requise pour 'activité de |la gjeis.

3°) ATP, DTT, DABCO, NaN3, méthyicellulose.

Le milieu de motilité contient également 2 mM ATIR5 (wt/vol) BSA, 0.1% (wt/vol)
methylcellulose, 0.01%NaN1 mM DTT, 0.5 mM DABCO.

La polymérisation d’actine étant un phénomene pidsi la source d’énergie est
'ATP. La quantité d’ATP utilisée est élevée etst'pas un facteur limitant.

Le DTT est un agent réducteur qui permet d’évitenyjdation des protéines du milieu
de moaotilité. La concentration de DTT doit étre nmdére a 1mM car le DTT déstabilise

l'interaction entre I'étiquette histidine des aeti®urs et le groupement Ni-NTA des lipides.

Le DABCO (1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane) est unragantioxydant qui augmente la
durée de vie des fluorophores, qui peuvent étreergbs plus longtemps et/ou plus

intensément en microscopie a fluorescence.

Le milieu de motilité des vésicules étant richesaiare, I'ajout d’azide de sodium
(NaNs), empéche la croissance des bactéries « Granet- éde tous les streptocoques en

bloquant les chaines respiratoires.

La méthylcellulose est un polymere naturel dérieélal cellulose et dont le rble est
d’augmenter la viscositée du milieu de motilité. £€gdermet de réduire le mouvement
brownien des objets étudiés et de réduire le floixeelame et lamelle, facilitant ainsi leur

observation en vidéo-microscopie.
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4°) Solution correctrice et controle de la pressioamotique.

La survie et la stabilité des vésicules requiergumt la pression osmotique soit la
méme de part et d’autre de la membrane. Il faut dmmtrdler la pression osmotique de la
solution dans laquelle sont placées les vésiculebasir judicieusement celle de la solution
de gonflement. Comme la force ionique du milieu rdetilité est proche des conditions
physiologiques afin de maintenir I'activité des tgines telles que Il'actine proche des
conditions cellulaires, une force ionique minimurst eequise. Une pression osmotique
minimum du milieu de gonflement est nécessaire gauilibrer les osmolarités internes et
externes. Afin de disposer d'une marge suffisanter ptendre les vésicules (dilution
hypotonique) ou les détendre (dilution hyperton)glee pression osmotique de la solution de

gonflement a été fixée a 300 mOsm.

Outre les protéines (actine, profiline, gelsoliAegy2/3 et ADF), des sels (KCI, Mgg&l
et CaC)) et les différentes espéces mentionnées plus auP, DTT, DABCO,
meéthycellulose, Nady, le milieu de motilité contient également du su@uour équilibrer les
pressions osmotiques intra- et extra-vésiculairég);Tris (pour tamponner le pH) et de la
BSA (pour limiter I'adsorption des protéines sus llames et lamelles, qui diminue la
concentration des protéines disponibles en solufiair tableau 2).

J'ai choisi de regrouper dans une méme solutiockd®KCI, le MgC}, la BSA et le
sucre chargé de corriger la pression osmotique ileunde motilité pour I'ajuster a celle de
la solution de gonflement. Pour cette raison, 3¢ f'ommeée « solution correctrice » (Tableau
3). Le « Mix » regroupe quant a lui le DTT, 'ATR le DABCO. Le milieu de motilité est
donc préparé en réalisant le mélange suivant : Wtahulose+ Mix + Actine + Profiline +
Gelsoline+ Arp2/3 + ADF + Solution correctrice. Le volume est complété a 9@vec du
tampon de gonflement (G300). On dispose ainsi dg maliser 10 essais de 10uL : pour
chaque essai, on ajoute 1uL de vésicules a 9u Lilirurde motilité.
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Contribution

Concentration Pression Volume pour _
. . . . Concentration 3 la pression
Espéce | de la solution| osmotique de Ia 10 essais de . _
. finale osmotique
stock solution stock 10pL finale
Methyl-
1% <1ImOsm 10 uL 0,1% 1 mOsm
cellulose
20 mM ATP 2 mM ATP
Mix 10 MM DTT 120mOSm 10pL 1 mMDTT | 12 mOsm
SmMDABCO 0.5mMpaABCO
Actine G 45uM 15 mOsm 30pL 13,5uM 5 mOsm
Solution
_ / 865 mOsm 25uL / 2116oSM
correctrice
Profiline 640 uM 252 mOsm 0,4uL 2,4uM 1 mOsm
Gelsoline 4,2 uM 341 mOsm 2,4uL 100 nM 8 mOsm
Arp2/3 S uM 111mOsm 1pL 50 nM 1 mOsm
ADF 157 uM 135 mOsm 2,6 puL 4 uM 4mOsm
Tp G300 / 300 mOsm 8,6 uL / 26 mOsm
Vésicules / 300 mOsm 10 x1 pL / 30 mOsm
Total / 100 pL / 300mOsm

Tableau 2 : Composition et contribution des constitants a I'osmolarité du milieu de

motilité.

Pour assurer la stabilité des vésicules, 'osmmladie la solution correctrice a été

ajustée de maniére que I'osmolarité du milieu dedili® soit identique a celle du milieu

encapsulé par les vésicules. Toutefois, une deéabl@s manipulables est la différence de
pression osmotique entre la solution extérieuta sblution intérieure. Lorsque les vésicules
sont diluées dans un milieu d’osmolarité infériedrecelle du milieu interne (dilution
hypotonique), les vésicules sont tendues parcd' exees de surface dont elles disposent est
utilisé pour résister a la compression due a l&@rihce de pression osmotique. Lorsque les
vésicules sont placées dans un milieu d’osmolatfgérieure a celui qu’elles contiennent
(dilution hypertonique), les vésicules sont flasjoar elles disposent d’'un exces de surface

supplémentaire.

97



. ' Contribution a
~ | Osmolarité de Volume | Concentration dans _
. Concentration ) ) 'osmolarité
Espece la solution ou la solution _
stock _ dans la solution
stock masse correctrice .
correctrice
KCI 4M 8 Osm 600 pL 240 mM 640mOsm
MgCl2 M 3 0OSm 80 pL 8mM 24 mOsm
CaCl2 200mM 400mOsm 10 pU 0,2mM < 1mOsm
Tris 500mM 1,5 Osm 100 pL 5SmM 15 mOsm
NaOH iM 2 0Osm 100 pL 10 mM 20mOsm
NaN3 10% < 1ImOsm 10 uL 0,01% < 1ImOsm
BSA / <1mOsm 400mg 4% <1mOsm
Glucose / <1mOsm 620mg 310mM 325mOsm
Total / 10 mL / 665mOsm

Tableau 3: Composition de la solution correctricepour 10 mL et contribution des
différents constituants a 'osmolarité de la solutin correctrice

Il est couramment admis que les vésicules peuwddrter une différence de pression
osmotique de I'ordre de 10% par rapport a leur danté interne. Au dela de cette différence,
les vésicules trop tendues rompent et les vésictrigs flasques bourgeonnent ou se
disloquent. Comme il est mentionné dans (Boroska. et981), il est courant lors d’'un choc
osmotique d’observer la présence de petites vésiaula surface intérieure ou extérieure de

la vésicule issues d’'un « microbudding ».

Certains types de lipides sont plus sensibles ¢uérds aux différences de pression
osmotique selon leur perméabilité a I'eau : a teaipée égale, plus le nombre d’insaturations
sur les chaines est important, plus la perméatib@aa augmente (Olbrich et al. 2000). La
nature de la téte influence aussi la perméabilitée@u: les phophatidylcholines, ou les
phosphatidylglycérols ont une permeéabilité plubliaique les phosphatidylethanolamines ou
phosphatidylserines ou les acides phosphatidigdesisén and Blume 1995). Plus la
perméabilité a I'eau est grande, plus la vésicden 2 méme d’équilibrer sa pression
osmotique interne pour s’adapter a son environnemetie fera rentrer de l'eau pour
diminuer son osmolarité interne dans le cas d'uhgiah hypotonique tandis qu’elle fera

sortir de I'eau pour concentrer son milieu intetia@s le cas d’une dilution hypertonique.
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Tandis que la pression osmotique du tampon de goefit est amenée a 300 mOsm
avec du sucrose, la pression osmotique de la aplabirrectrice est ajustée avec du glucose.
Si la masse de la membrane elle-méme est néglaeialdst courant d’'utiliser des solutés
différents a l'intérieur et a I'extérieur de la \@de pour augmenter le contraste des vésicules
au microscope grace a une différence d’indice. Bigme les milieux extra- et intra-
vésiculaires aient la méme osmolarité, ils n'ors fEmMEéme densité : la masse molaire du
sucrose étant plus faible que celle du glucose, viesicules sédimentent au fond de
I'échantillon entre lame et lamelle, ce qui faeilltobservation des vésicules, qui se trouvent
toutes dans le méme plan au niveau de la lameaenféx

Cette technique est utilisée pour compter les uésscapres un gonflement pour
estimer leur concentration : la préparation estédilcing fois dans un tampon isotonique dont
losmolarité a été ajustée a 300mOsm en utilisantghicose a la place du sucrose. Les
vésicules sédimentent entre lame et lamelle. L'darité de la solution correctrice est
également équilibrée avec du glucose afin de facile repérage des vésicules avant que le
gel d’actine ait commencé a croire a leur surfadeoriquement, les vésicules devraient
sédimenter dans le milieu de motilité au niveadadame inférieure mais en pratique, cet
effet est trés limité a cause de la présence dbaymeétiulose dans le milieu qui augmente la
viscosité du milieu extérieur et ralentit la sédntation des vésicules : elles restent en volume

loin des parois.
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Chapitre |l : Initiation du mouvement

| Préparation des échantillons

Une fois le milieu de motilité prépare, il est B8s10 minutes a température ambiante
pour que la polymérisation d’actine atteigne I'étdtionnaire. Ensuite, on ajoute 1uL de
vésicules fonctionnalisées a 9uL de milieu de ntétilLe mélange est homogénéisé
délicatement au moyen d’une pipette munie d'unatpdironquée puis déposé sur une lame
de microscope a la surface de laquelle sont desgiusieurs canaux (entre 2 et 4) avec du
crayon hydrophobe afin de réaliser plusieurs essmigaralléle. Les bandes de crayon
hydrophobes sont assez épaisses : I'espace entee dh lamelle est compris entre 80 et
100um et les liposomes sont loin des parois, céayorise leur préservation. La lamelle doit
étre posée tres deélicatement sur l'échantillon afm ne pas détruire les vésicules.
L’échantillon est ensuite scellé avec du VALAP (argle vaeline, |aoline, @raffine 1 :1:1
en masse). De cette maniere, il n'y a pas d'évdiporaau cours du temps et cela réduit
egalement le flux dans I'échantillon.

La préparation est ensuite observée au microscopeostraste de phase et/ou en
fluorescence avec un microscope Olympus AX-70 éxuijin objectif x20 a air (pour le
contraste de phase) ou avec un objectif x60 a imiore pour la fluorescence). L’acquisition
se fait avec une camera Hamamatsu ORCAII ERG oph&se ou une camera Cascade Il de
Roper Scientific pour la fluorescence. La cameranbl@atsu possede une trés bonne
résolution avec une sensibilité correcte : elleagsiptée a I'acquisition en contraste de phase.
La camera Roper est trés sensible mais sa régsolasibplus faible que celle de la caméra

Hamamatsu : elle est davantage adaptée pour I'siiqnien fluorescence.

1°) Croissance du gel initial

Une fois les vésicules placées dans le milieu délitép elles s’entourent d’'un gel
d’actine qui croit progressivement et apparait gengn contraste de phase (Figure 1lI-1).
Dans les conditions standard, la croissance dd’'getine est relativement lente et il existe un
délai entre l'introduction des vésicules dans Idemide motilité et I'apparition de la coque
d’actine autour des vésicules observables en aiatde phase. Ce temps dépend de la nature

de I'activateurdutauxdecouverturegtdesconditionsbiochimiques du milieu de motilité.
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Habituellement, I'apparition du gel d’actine obsdrle en contraste de phase se fait
apres environ 15 minutes aprés introduction degwiés dans le milieu de motilité pour des
vésicules N-WASP et aprés 30 minutes pour des wésid/CA. Cette différence entre les
deux activateurs peut s’expliquer par le fait qu&Aest constitutivement actif, contrairement
a N-WASP. Le systéme soluble VCA-Arp2/3 engendrdolanation de filaments dont les
bouts barbés sont libres dans le milieu, ce quiltegsen une valeur plus faible de la
concentration stationnaire d’'actine G. Logiquenmmntevrait remédier a ceci en augmentant
la concentration de gelsoline. Cet effet dépendladeoncentration de VCA restant en
solution, qui dépend elle-méme de la concentrali®’VCA dans le milieu d’'incubation des
vésicules et du degré de dilution des vésicules tamilieu de matilité. Il faut donc veiller a
ce que la concentration de VCA libre reste failteur les vésicules N-WASP, ce genre

d’effet est bien moins marqué et les vésiculestsigent d’'un gel d’actine plus rapidement.

Pour étre mises en mouvement, les vésicules dosaatit de cette coque d’actine. Il

est nécessaire pour cela que la coque d’actine baisymétrie, et s'ouvre.

2°%) Influence de la proportion de lipides nickel da les
membranes.

La densité d’activateurs a la surface des vésidnfeee sur la structure du gel d’actine
et donc sur la brisure de symétrie. Comme celgadé mentionné précédemment, la facon
la plus évidente de modifier le taux de couverteimeactivateurs consiste a faire varier la
proportion de lipides nickel présents dans la mamdr J'ai montré que la proportion de
lipides nickel ne pouvait varier que dans une gamassez restreinte pour que les vésicules
parviennent a briser la symétrie et sortir de tmque d’actine, et qu’il existait une proportion

optimale de lipides nickel, de I'ordre de 10 %.

Lorsque la proportion de lipides nickel est fail€5%), la densité surfacique
d’activateurs résultante est insuffisante pour cimeda la brisure de la symétrie du gel
d’actine qui précéde l'initiation du mouvement depulsion. Les vésicules s’entourent d’'une
coque d’actine qui croit lentement et reste homegém’y a pas de brisure de symétrie et
donc pas de mouvement. Lorsque la proportion dielelg nickel est forte (>15%), de
nombreuses veésicules ne parviennent pas a sortgetld’actine, qui est dense et qui ne

s’ouvre pas. Il peut aller jusqu’a détruire ou fremmter les vésicules (figure 1I-1).
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Le gel d’actine croit souvent jusqu’a générer dagraintes supérieures a la limite de
résistance mécanique de la vésicule, qui s’effosdreelle-méme (Figure 1l-1, A a C). Il est
fréquent que la vésicule se scinde en plusieuitepetésicules filles autour desquelles le gel
continue de croitre et dont elles parviennent &irsdn tel cas de figure n’est pas souhaitable
car rien ne garantit que la composition lipidigael@enc le taux de couverture des activateurs
soit identique pour chaque vésicule. Il arrive agse la vésicule reste partiellement attachée
au gel d’actine et qu’elle reste prisonniére dedgue d’actine. Dans des cas extrémes, on
observe parfois que la vésicule en train d'étreutse est scindée en deux (lI-1 D a I),
probablement parce que la force due a la polyntéarsale I'actine resoude les deux bi-
couches lipidiques. Il est aussi possible que daspde contact entre la membrane et le gel
d’actine ne sont pas rompus, engendrant ainsi ésistance a I'expulsion. On observe aussi
frequemment l'apparition de petites vésicules asuaface intérieure ou extérieure de la
vésicule probablement pour diminuer sa tensioroet diénergie correspondante (Figure I-2)

Figure II-1: Lorsque la proportion de lipides nickel est trop élevée ou que la vésicule ne
parvient pas a briser la symétrie, la vésicule estusceptible d’étre détruite

A aC: Vésicule de 4,3 um de diamétre observée en ddlugrescence Lipides rhodamine +
Actine Alexa488 (en vert) a différents temps ausde I'expulsion et qui finit par rompre).

Dans les cas extrémes, on peut observer la fis$ola vésiculeD al : Séquence d'images

d’une durée d’'une heure en contraste de phase @mointexpulsion d’une vésicule de 12 um
de diamétre qui fissionne : une partie de la vdsicaste piégée a l'intérieur du gel d’actine
tandis que l'autre partie s’échappe et forme unmete qui la propulse).
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Figure 1I-2 : Sous l'effet de la pression exercéeagn le gel d’actine en croissance, on voit
freguemment bourgeonner des petites veésicules filea l'intérieur ou I'extérieur de la
vésicule mere.

A a D: Bourgeonnement d’'une vésicule a l'intérigle la vésicule mere de 3,5 um de
diametre. E, F : Formation de petites vésicules &urface de la vésicule mere de 7 um de
diameétre, observée avant (E) et pendant (F) lassance du gel. Dans les 2 cas, les
vésicules sont marquées avec des lipides fluoresscPOPE-Rhodamine). Les fléches
indiquent des vésicules filles bourgeonnant a dase de la vésicule meére.

3°) Brisure de symeétrie et expulsion de la vésicule

a) Déformation de la vésicule

Le gel d’actine est initialement symétrique. Lordcatteint une épaisseur donnée (qui
augmente avec le diametre de la vésicule maiséesirglement de I'ordre du micron), on voit
apparaitre une zone ou le gel s’amincit au couredys. Au fur et a mesure que I'épaisseur
de cette zone diminue, I'espace libéré est remalila vésicule, qui est déformée par les
forces de compression exercées par le gel d'aaimecroissance. Ces forces causent
I'expulsion de la vésicule dans un processus dorsae présente un étranglement au passage
de la bréche dans le gkeh tensiordelavésiculecause également un élargissement de ce pore

(Figures 11-1, 11-3, 1I-4 et 1I-5)
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Croissance du gel | Ouverture du Expuilsion Propulsion
Figure 11-3: Expulsion d’'une vésicule de 5,8 um olexvée en contraste de phase.
Tout d’abord, un gel d’actine homogéne croit autale la vésicule (A). Ensuite, le gel
s’amincit et s’ouvre en un point (B) par lequelMésicule est expulsée (C) avant de former

une comete d’actine qui la propulse (D). La véscsibllonge et adopte différentes formes
(oblongue en C)

Ce processus differe assez nettement de la briusymeétrie autour des billes ou le
gel d’actine craque d’abord a I'extérieur, la os t®ntraintes élastiques sont les plus fortes
(van der Gucht et al. 2005) Toutefois, la denseaéNdWASP a la surface des billes est au
moins quatre fois plus élevée que pour les véssclHar conséquent, les propriétés physiques
du gel sont probablement différentes : le gel autles billes est plus réticulé et croit plus
vite, ce qui peut avoir des conséquences sur leédtoe d’expulsion. Néanmoins, il semble
clair que lorsque les contraintes deviennent élevéest le gel qui craque dans le cas des
billes, tandis que c’est la vésicule qui casseaitude sa fragilité si elle n'a pas réussi a briser

la symétrie avant que les contraintes n’atteignemiveau critique.

La forme de la vésicule au cours de I'expulsionievafun cas a l'autre et dépend
essentiellement de la taille du pore par lequel efit extrudée, de la taille de la vésicule ainsi
que de sa déformabilité. Plus le gel est denss, Iplpore sera petit et difficile a agrandir, ce
qui engendre des déformations spectaculaires (&it#). Au contraire, lorsque la vésicule
est petite et/ou lorsque le gel est moins densasdiule est moins déformée.

A

Figure 11-4 : Images en double fluorescence LipidefRRhodamine (en rouge) + Actine
Alexa488 illustrant I'expulsion d’'une vésicule de 3 um adoptant une forme allongée et
d’une vésicule de 6,4 um adoptant une forme de cduate au cours de I'expulsion.
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Figure II-5 : Expulsion typique d’une vésicule de §um de diametre.

Le gel d’actine s’ouvre en un point et la vésicsibdlonge jusqu’a étre expulsée brutalement,
étape au cours de laquelle elle retrouve sa fornigale. En haut : séquence d’images en
double fluorescence Lipides Rhodamine (en rougéictine Alexa488 (en vert) montrant
I'expulsion puis le début de la phase de propulsienia vésicule En bas : L'évolution de la
longueur et de la largeur de la vésicule. La défation de la vésicule est représentée par le
rapport entre la longueur du grand axe de la vélgi@t son diamétre au repos. L'observation
a été realisée dans des conditions d’observation’&Xpulsion est particulierement lente
(environ 10 fois plus lentes que la normale). Lettrés correspondent aux illustrations en

double fluorescence du haut de la figure a diffesenoments de I'expulsion.
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4°) La brisure de symétrie s’accompagne d’'une paation
des activateurs.

Comme nous le verrons dans le chapitre suivargp#dtion d’'une région ou le gel
d’actine est moins épais s’accompagne égalememteddiminution locale de la densité
d’activateurs a la surface de la vésicule. Celarige la brisure de symétrie car le gel d’actine
croit moins rapidement au niveau d’'une région prégsd une sous-densité d’activateurs. En
conséguence, cette région du gel devient mécanigntede plus en plus faible par rapport au
reste de la coque d’actine. La pression exercéteppl sur la vésicule est distribuée de facon

asymetrique, et la vésicule s’allonge en directleria région la plus faible du gel.

a) Comparaison avec la brisure de symétrie des billes

La brisure de symétrie est beaucoup plus rapide lpsibilles que pour les vésicules :
elle intervient en quelques minutes pour les biltaslis qu’elle peut prendre entre 15 et 60
minutes dans le cas des vésicules. Cette différesica la fois due a la différence de rigidité
entre les deux systémes et au fait que la densitdivchteurs est au moins quatre fois plus
faible pour les vésicules que pour les billes. Nenlement le gel croit plus lentement autour
des vésicules mais comme le mécanisme de branchestesuto-catalytique, les difféerences
de densités d’actine a la surface de la vésicute nettre plus de temps pour s’amplifier au
cours du temps. Dans le cas d’'une vésicule, leepogsd’'inhomogénéités dans la distribution
de N-WASP a la surface ainsi que dans le gel waaskeiire par I'ouverture progressive d’'un
pore au sein de celui-ci. La vésicule va alors &frdher peu a peu selon un processus
continu. Dans le cas d’'une bille, le gel d’actis¢ @us dense lors de sa rupture, qui est alors
beaucoup plus brutale. En se déformant, la vésiemenagasine donc une partie des
contraintes élastiques générées par la croissangeld’actine, tandis que dans le cas d’'une
bille ces contraintes s’accumulent uniqguement dangel d’actine. Lorsque la vésicule est
expulsée de la coque d’actine, la libération destramtes accumulées se traduit par la
relaxation de la vésicule, qui reprend sa formedsgbe. Quant au gel d’actine, il ne relaxe
guasiment pas pendant et aprées I'expulsion : feresativement fermé et conserve sa forme
en croissant de lune. Dans le cas des billes|daaton des contraintes élastiques accumulées
dans le gel d’actine donne lieu a la déformatiorcelei-ci : il s'ouvre largement au cours de

I'expulsion, et continue de le faire aprés le dégdarla bille (Figure I1I-6).
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Figure 11-6 : Schéma représentant la forme, déterrmée par microscopie a contraste de
phase, du gel formé par une vésicule (A) et par urglle (B) avant I'expulsion (en bleu),
au coursde I'expulsion(en rouge puis en gris) et apres I'expulsion (en . Le gel formeé
par une vésicule ne relaxe pas pendant et aprés serpulsion, tandis que le gel formé
par une bille s’ouvre et continue de s’ouvrir apred’expulsion. Pour la vésicule comme
pour la bille, il s’agit ici d’'une expulsion obsenée lors d’'un mouvement saltatoire, qui
est analogue a I'expulsion que I'on observe lors da brisure de symétrie initiale.

b) Proportion de vésicules formant des cometes.

Dans les conditions de fonctionnalisation optimadesr chaque systéme, quasiment
toutes les billes forment des cometes tandis gast ¢¢ cas pour seulement deux tiers des
vésicules. Il a été montré que la proportion deedilormant des cométes dépend fortement de
la densité d’activateur et de la concentration dksajine (Wiesner et al. 2003). Pour des
densités d’activateurs élevéés10 N-WASP/100nm?2), toutes les billes forment demétes.
Pour une densité d'activateurs de I'ordre de 0,8/NSP/100nm?2 (soit une densité 2,5 fois
inférieure aux conditions de fonctionnalisation ihaddles pour les billes, mais 4 fois
supérieure a la densité d’activateurs sur les uesy, la proportion de billes formant des
comeétes diminue fortement lorsque la concentrati@rgelsoline augmente : 100% pour 50
nM de gelsoline, environ 70% pour 100 nM de getsoket moins de 50% pour 200 nM de
gelsoline. Comme les vésicules sont faiblementueedes (10,2 N-WASP/100nm2) et que
la concentration de gelsoline de leur milieu deilité@test de 100 nM, il n’est pas surprenant
gue les vésicules ne forment pas toutes une corhatg@roportion de billes formant des
cometes dans les mémes conditions serait certairiguus faible.

La différence de comportement entre vésicules p&xpliquer par le fait que la
déeformabilité varie d’une vésicule a l'autre et daielensité surfacique d’activateurs n’est pas
parfaitement homogene sur I'ensemble des vésicleste dispersion est observée en
fluorescence : les variations d’intensité de flseemnce mesurée a la surface de vésicules N-
WASP-Alexa488 issues du méme gonflement sont delrtode 30%. Comme le taux de
couverture est faible comparé a celui des billendsdrd, le systeme est tres sensible aux
variations de densités. En outre, le fait que lean&sme de branchement soit auto-catalytique

amplifie les différences de comportement liees&@différence de densité d’activateurs.
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5°) Il existe différents types de propulsion : r@éggs continu
et saltatoire.

Une fois la vésicule sortie de sa coque d’actifie,est propulsée par polymérisation

insertionnelle d’actine. J'ai observé qu'il existaleux types de mouvement clairement

identifiables (Figure 11-7):

La vésicule peut étre propulsée de maniére contioiest a dire que sa vitesse est
constante une fois sortie de la coque d’actinea Geltraduit par une densité d’actine
constante le long de la cométe.

La vésicule peut étre propulsée de maniere sakatoiest a dire par sauts successifs.
Cela se traduit par une succession de zones dehdeszones peu denses en actine qui
correspondent respectivement a des phases de fimplgnte et rapide. Une fois la
vésicule sortie de la coque initiale, elle parcaun¢ faible distance avant de s’arréter et

former un nouveau gel d’actine tout autour d’elle.

Figure 1I-7: Les vésicules peuvent étre propulséesle maniere continue (vitesse

constante) ou de maniére saltatoire, c'est-a-diregp sauts successifs (vitesse oscillant
entre des phases lentes et rapides de maniéere péligue). Les images en double
fluorescence (lipides Rhodamine en rouge, et actinklexa488 en vert) montrent une

vésicule de 8,1um de diametre propulsée de facomtioue (en haut) et d’'une vésicule de
7,2um de diametre propulsée de fagon saltatoire (dvas). Barres de calibration: 10um
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Les sauts que nous observons sont beaucoup plugu@saque ceux décrits par
Upadhyaya et collaborateurs pour des vésiculesufgéps dans des extraits cellulaires
(Upadhyaya et al. 2003). Dans cette étude, lasatest périodique et liée a des variations de
déformation de la vésicule, le maximum de vitessimadant avec le passage d’'une forme
allongée a une forme sphérique, de facon simikaice que nous observons. Néanmoins, les
arréts ne sont pas complets et les vésicules sitgnment moins déformées que dans notre
cas. Soulignons également que les sauts sont nétrigues et facilement observables: ils
sont donc différents de ce qui a pu étre rappot¥échelle nanométrique pouuisteria (Kuo
and McGrath 2000).

Un mouvement saltatoire avec des pas micrométriqué® observé chez le mutant
ActA21-97 delisteria par Lasa et collaborateurs (Lasa et al. 1997).qGégériode du
mouvement se décompose en deux phases. Une plmiseglé coincide avec une forte
densité d'actine et une phase rapide accompagnéee diensité plus faible. Ce type de
mouvement a été reproduit avec des billes danslieunmeconstitué (Bernheim-Groswasser
et al. 2002). Le mouvement est lui aussi compos@eal’succession de deux phases pour
lesquelles une forte vitesse coincide avec undefaiénsité du gel. Le mouvement saltatoire
de billes est aussi marqué que celui des vésiatlda longueur des sauts est également
micrométrique. Néanmoins, plusieurs éléments irgtitjgue le mécanisme a I'ceuvre dans le

cas des vésicules est différent.

Contrairement a ce qui a été rapporté pour legdbi{Bernheim-Groswasser et al.
2002; Bernheim-Groswasser et al. 2005) nous obsservie mouvement saltatoire
indépendamment de la taille des vésicules (de@ jani de diamétre). De plus, le mécanisme
proposé pour expliquer le mouvement saltatoirebiless repose sur la nature de la friction a
I'interface gel d’actine-bille (Bernheim-Groswassgral. 2005), et ne semble pas s’appliquer
a une surface fluide, comme celle d’'une vésicula. &llleurs, des expériences récentes
effectuées au laboratoire par Shashank Shekharembrijue le comportement saltatoire des
billes est favorisé par une faible épaisseur dehBatillon (le gel d’actine interagit alors avec
les parois, ce qui semble perturber son ouvertineede I'expulsion de la bille) tandis que le
mouvement saltatoire des vésicules est observé diméchantillons dont I'épaisseur est un
ordre de grandeur plus grand que leur diamétre a(fb@t soumis a NJP). Enfin, la
morphologie des cometes (Figure 1I-8) et le modexplulsion (Figure 11-6) des vésicules

different de ceux de billes.
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Comme nous le verrons dans le chapitre suivamhol@vement saltatoire des vésicules

repose en effet sur un mécanisme qui leur est @ropr

Figure 11-8 : Mouvement continu et mouvement saltabire de billes et de vésicules.

Bille de polystyreneA) et liposome géanBj, tous deux recouverts de N-WASP et propulsés
par une comete d’'actine en régime continu. Billel®gm C) et liposome géantD) en
régime saltatoire observés en contraste de phass. regions sombres dans la comete
d’actine correspondent a des zones denses en aB@mees de calibration : 5um.
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Chapitre lll — Ro6le de la mobilité des
activateurs a la surface des vésicules

Ce chapitre porte sur I'analyse du cas particdiermouvement saltatoire et met en
lumiére le r6le majeur des propriétés de la surfacavoir sa déformabilité et sa fluidité (qui
permet la mobilité des activateurs a la surfac&bdervation des vésicules a montré un
mouvement particulier saltatoire, caractérisé garabmetes qui alternent des zones denses et
peu denses en actine de maniere périodique. Copléde a également été observé avec des
billes (Bernheim-Groswasser et al. 2002). Cependantieurs éléments laissent supposer
gue le mécanisme a l'origine du mouvement sal@toiest pas le méme chez les vésicules et
les billes. Dans cette partie, nous nous focalisersur le role joué par la diffusion des
activateurs et notamment sur I'équilibre entreudifbn et ségrégation avec comme objectif de

comprendre quelle est I'origine du mouvement Sailtat

| Conditions de prédominance du type de mouvement:
saltatoire ou continu

Aprés avoir observé que les vésicules peuventpétqeulsées de maniére continue ou
saltatoire au sein d'un méme échantillon, il appanamportant de comprendre ce qui
détermine la nature du mouvement. Les expériengesvdnt la propulsion saltatoire d’objets
artificiels par polymérisation d’actine dans lddrature ont principalement été réalisées dans
des extraits cellulaires qui contiennent de nomdeeyprotéines non identifiées et dont les
concentrations ne sont pas connues (Upadhyaya @0@B; Trichet et al. 2007). Ce type
d’approche ne permet pas de faire des études tptares du role des différents composants.
En outre la concentration des protéines dans lgaiesxpeut varier d’'un extrait a l'autre. En
revanche, le milieu de motilité minimum, biochimément controlé, permet de faire varier un
grand nombre de parameétres, ce qui permet de déatartiinfluence individuelle de chacune
des protéines.

Par ailleurs, les travaux de Bernheim-Groswasseplé&borateurs ont montré que la
taille des billes jouait un grand role sur la frégoe d’apparition du mouvement saltatoire
(Bernheim-Groswasser et al. 2002): les petitegdi(diamétre < 2 um) sont propulsées en
régime continu tandis que les billes de granddetédiametre > 4 um) sont propulsées de

maniere periodique.
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Dans mes expériences, je n'ai pas constaté d'diela taille des veésicules sur la
nature du mouvement : les vésicules saltatoiresgrgutout aussi bien étre de petite que de
grande taille. Dés lors, la premiére approche Yisanomprendre 'origine du mouvement
saltatoire consistait donc a faire varier les cbhods biochimiques du milieu de motilité pour
identifier les protéines impliquées dans la régoatiu mode de propulsion. Comme nous
'avons vu précédemment, deux des protéines clés ldamilieu de motilité sont la gelsoline
et le complexe Arp2/3. Elles se sont égalementé@gimportantes dans la prédominance de

I'un ou l'autre régime de propulsion.

1°) Effet de 'ADF

Dans un premier temps, j'ai fait varier la concatitm d’ADF. On constate que plus
la concentration d’ADF est grande, moins on obsdesgésicules formant une cométe et plus
il y a de vésicules qui ne font pas de gel (Fidlis&). Ce résultat s’explique par le fait qu'une
concentration trop élevée d’ADF induit une dépolyisation de I'actine plus rapide que la
formation du gel d’actine et/ou de la comeéte quedsicule pourrait initier. On serait donc
tenté de réduire la concentration d’ADF au minim@uM). Toutefois, il faut garder présent
a I'esprit que I'ADF agit en synergie avec la pliaB pour accélérer le treadmilling. Au final,
j'ai choisi de travailler avec 4 uM d’ADF dans lelieu de motilité : c’est une concentration
plus faible que celle utilisée dans le milieu detiité des billes (Wiesner et al. 2003), qpe

permetd’éviterladépolymérisatiodescomete®t d’observer I'historique de propulsion.
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Figure 1ll-1 : Effet de la concentration d’ADF sur la proportion de vésicules formant
des cometes. Les veésicules sont classée en troisgmaries : celles qui forment une comete
(en ocre), celles qui s’entourent d’un gel mais rigrisent pas la symétrie et/ou ne forment
pas de comete (en magenta) et celles qui ne formemnigel, ni comete (en bleu).
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2°) Effet de I'Arp2/3 et de la gelsoline

Dans un deuxieme temps, j'ai étudié l'influencdalgelsoline et du complexe Arp2/3
sur le mouvement. La gelsoline diminue la taille ilmments mais augmente leur nombre, ce
qui augmente le nombre total de bouts barbés. Néasmseule une partie de ces bouts
barbés restent libres (non coiffés) et peuventaiger. Comme la gelsoline se fixe au bout
barbé des filaments, elle inhibe également le rament par Arp2/3. Les effets de la
gelsoline et d’Arp2/3 sont donc intimement liégl et été nécessaire de faire des gammes de
concentration croisées, c’'est a dire de faire vddeconcentration d’Arp2/3 a différentes
concentrations de gelsoline et vice-versa.

Dans les essais réalisés, les concentrations deolipel et d’Arp2/3 se sont
effectivement révélées faire partie des paramétmtsques influant sur la fréquence
d’apparition des mouvements saltatoire et contidai donc recherché les conditions
biochimiques optimales au mouvement saltatoire.fdiavarier la concentration d’Arp2/3 de
0 & 250 nM a différentes concentrations de gelsq®, 50, 100, 150 et 250 nM), puis j'ai
fait varier la concentration de gelsoline de 0 & BM a différentes concentration d’Arp2/3
(10, 25, 50, 100, 175 et 250 nM). Les concentratides autres protéines ont été maintenues
constantes a 13,5 uM d’'actine, 2,4 uM de profilete} uM d’ADF.

Les vésicules ont été observées en contraste ée @mavideo-microscopie entre une
et deux heures aprés avoir été placées dans lurdiéi motilité. Elles ont été classées en trois

catégories selon la morphologie de leur cometetidac(Figure 111-2):

- Mouvement saltatoire (Figure 111-2A) : il s’agit detsicules avec une comete présentant
une alternance réguliere de régions de faible effodie densité en actine, dont la
périodicité est suffisante pour déterminer avecipién un pas moyeistance parcourue

par la vésicule entresauts).

- Mouvement continu (Figure IlI-2B) : sont regroupékmns cette catégorie les vésicules

dont la densité d’actine est homogeéne le long @emaete, sans surdensité locale d’actine.

- Mouvement intermédiaire (Figure 11I-2C) : cette agdrie regroupe toutes les autres
vésicules, commes celles dont les cometes prégatdsrsurdensités d’actine irrégulieres,
et/ou celles qui montrent une alternance entredgenes saltatoire et continu. Ce type de
mouvement pourrait étre considéré comme saltatoiaés sa difficulté a se maintenir
indique que la vésicule est dans un régime de jsmpuproche du point de bascule entre

continu et saltatoire.
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Figure 111-2 : Le mouvement des vésicules est clas®n trois catégories.

(A) Mouvement saltatoire : la période est constantet aisément mesurable.

(B) Mouvement continu : il n'y a pas de surdensitéicales d’actine dans les cométes
(C) Mouvement intermédiaire : Les comeétes présenténdes surdensités irrégulieres
d’actine, ou des changements de régime. Barres dalibration : 10 um.

La premiére chose qui ressort de I'étude statistidgs comeétes est que la proportion
de vésicules saltatoires est d’autant plus élewéela concentration d’Arp2/3 est faible. Ce
résultat est valable quelle que soit la concemimatie gelsoline, méme si on observe plus de
mouvement saltatoire a 100 nM de gelsoline qu’aQqFigure 111-3). Ceci est cohérent avec
le fait que la gelsoline posséde un effet inhibiitsur le branchement en entrant en
compétition avec le complexe Arp2/3 pour se fixetbaut barbé des filaments. La fréquence
d’apparition du mouvement saltatoire étant fortsdoe I'activité de branchement est faible,
il est logique qu’une inhibition du branchement pergelsoline ait le méme effet qu'une
diminution de la concentration d’Arp2/3. Pour unéme concentration d’Arp2/3, on observe
donc davantage de mouvement saltatoire a 100 nM%uhM de gelsoline.

Comme ~ 85% des vésicules sont saltatoires a 28'Akp2/3, on pourrait s’attendre
a n'observer que le mouvement saltatoire a desetdrations encore plus faibles. Or la
Figure 11I-3 montre une inflexion de la proportiale vésicules saltatoires au bénéfice du
mouvement intermédiaire. Ce résultat s’expliquelesicriteres de classification (arbitraires)
retenus : les vésicules répertoriées dans la caégaltatoire doivent présenter une
succession de zones de faible et de forte densitacéne suffisamment marquées pour
permettre de déterminer la distance moyenne ehaque saut avec une bonne précision. Or,
en dessous de 25 nM d’Arp2/3, le mouvement estlges et il est difficile d’identifier
clairement chacun des sauts, c’est pourquoi le gmment d’un grand nombre de vésicules a
été répertorié dans la catégorie intermédiaire. g@at remarquer que si on place les
mouvements clairement périodique et « intermédiaidans la méme classe de mouvement
« non continu », alors la courbe d’évolution du Feuaent non continu devient une fonction

monotone décroissante de la concentration d’Arp2/3.
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La proportion de mouvement intermédiaire est gdedrant de I'ordre de 20-30%,
sauf a 25 nM d’Arp2/3 ou on voit une inflexion dedourbe du mouvement intermédiaire. En
effet, la prédominance du mouvement saltatoiretrest nette dans ces conditions : il n’y a
guasiment que du mouvement saltatoire, pas de mmanecontinu ou intermeédiaire. Lorsque
la concentration d’Arp2/3 augmente, le mouvementioa devient de plus en plus important
au détriment du mouvement saltatoire. En conclys@éooncentration d’arp2/3 optimale pour
le mouvement saltatoire semble étre de 'ordre 8@ nM.
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Figure I11-3: Influence de la concentration d’Arp2/3 sur la fréquence d’apparition des
mouvements saltatoire (en bleue), continu (en jauheou intermédiaire (en rose) en
présence de 50 nM (en haut) et 100 nM (en bas) gdise.
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Comme nous l'avons vu, les effets de la gelsolinede complexe Arp2/3 sont
intimement liés. Pour déterminer les conditionsplless favorables au mouvement saltatoire, il
faut donc également déterminer la concentratiomelsoline. Nous observons qu’il existe
€galement une concentration optimale de gelsolme e mouvement saltatoire, méme si
'effet est moins prononcé que pour le complexe 2&3p Aux faibles concentrations de
gelsoline, on observe une légere prédominance duvemeent continu. La fréquence du
mouvement continu diminue au bénéfice du mouversaltdtoire lorsque la concentration en
gelsoline augmente. Le pic de mouvement saltatsteatteint pour une concentration de
gelsoline de l'ordre de 100 nM. Au-dela, on obsemve diminution de la proportion de
vésicules en régime saltatoire et une augmentakiofa proportion de vésicules en régime
continu (figure 111-4)

On observe de nouveau que si on place les mouvenotaitement périodique et
« intermédiaire » dans la méme classe de mouvenmntontinu, la courbe obtenue montre
une augmentation de la proportion de mouvement ¢antinu avec la concentration de

gelsoline jusqu’a un plateau atteint a environ AdDde gelsoline.
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Figure 1ll-4 : Influence de la concentration de gedoline sur la fréquence d’apparition
des mouvements saltatoire (courbe bleue), continerf jaune) ou intermédiaire (en rose)
en présence de 50 nM Arp2/3.
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Ces résultats sont difficiles a interpréter cagdésoline possede plusieurs effets :

En se fixant au bout barbé des filaments, la gelsoéntre en compétition avec le

complexe Arp2/3 et inhibe le branchement, ce quorige le mouvement saltatoire.

Bien que la gelsoline abolisse la croissance at batbé des filaments, elle accélére la
croissance des filaments non coiffés en établissart concentration stationnaire plus

élevée d’actine-G dans le milieu.

Les données montrent qu’en présence de 50 nM Arp2&8 concentrations assez faibles
de gelsoline privilégient le mouvement continu,aatord avec les travaux de Carlsson
selon lesquels le mouvement résulte d’un équildmtee formation de nouveaux filaments
par branchement et arrét de la croissance parageiftles filaments. En augmentant la
concentration de gelsoline, il se peut que la raiicé soit réprimée, et qu'ainsi il soit

difficile de former le réseau branché cohésif qujendre la propulsion. Cette situation

favoriserait le mouvement saltatoire.

En conclusion, les conditions biochimiques optimmgleur le mouvement saltatoire sont

50 nM Arp2/3 et 100 nM gelsoline. Ces résultats gaugnt que [|'établissement d'un

mouvement continu requiert un taux de branchemdntmmam. Bien que les conditions

biochimiques favorables au mouvement saltatoirergailésormais connues et donnent des

indicespourcomprendré&origine dumouvemensaltatoire, d’autres informations sont requises

pour comprendre comment s’établit soit le mouvengentinu soit le mouvement saltatoire.

Il Caractéristigues mésoscopigues du mouvement
saltatoire

1°) Structure de la comeéte de vésicules saltatoiensité de
branchement

Le mouvement saltatoire est caractérisé par uneession de zones de faible et de

forte densité en actine qui correspondent a desgshde mouvement respectivement lent et

rapide.
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Pour déterminer si les différentes phases (dentegee denses en actine) du
mouvement saltatoire sont caractérisées par desitélerde branchement différentes, jai
mesuré la fluorescence de I'actine marquée a ldarnine et de I'Arp2/3 marqué a I'Alexa
488 le long des cométes d’actine. Le rapport demngités de fluorescence Arp2/3:actine
représente la quantité d’Arp2/3 par actine, c’edtra la densité de branchement. Il faut noter
gu'’il s’agit d’une valeur relative et non d’'une gal absolue. J'ai d’abord vérifié que, comme
dans le cas des billes (Wiesner et al. 2003), tesitie de branchement dans les cométes de

vésicules en mouvement continu est constante (Eildub).
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Figure IlI-5 : Mesure de la densité de branchemente long de la comete d’actine d’une
vésicule de 12,3 um en régime continu.

A: Image en double-fluorescence de la vésicule inaathodamine (en rouge) et N-WASP-
Alexa 488 (en vertB: Intensité de fluorescence d’Arp2/3 (en vert)@t’dctine (en rouge) le
long de la ligne de scan tracée An

Dans le cas du mouvement saltatoire, nous avorenabsgue les surdensités d'actine
dans les comeétes étaient corrélées avec des siiéded#rp2/3. Cependant, la densité de
branchement mesurée n’était pas systématiquemestébbvée dans les zones denses que
dans les zones moins denses (de 0% a 30% maximum).

En effet, nous avons observé des vésicules poquédies le rapport des signaux de
fluorescence d’Arp2/3 et d’actine était constantoleg de la comete (Figure 11I-6 A, B), et
d’autres vésicules pour lesquelles il oscillaitdeg de la comete, avec des valeurs plus fortes
dans les zones denses (Figure IlI-6 C,D). Cependantariations sont tres modestes (moins
de 30 %)
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Figure IlI-6 : Mesure de la densité de branchemente long de la cométe d’actine de
vésicules en mouvement saltatoire.
A, C: Images en double-fluorescence Arp2/3 Alexa488véet) + Actine Rhodamine (en
rouge) d’'une vésicule de 12,3 pAj et d’'une vésicule de 4 p1G)(
B, D : Intensité de fluorescence de I'actine (en rougtede I'Arp2/3 (en vert). Dans le cas de
la vésicule de droite, les signaux se superposenta densité de branchement est constante
le long de la cométe. A gauche, la vésicule momte surdensité de branchement dans les
zones denses en actine et en Arp2/3.

En conclusion, on ne peut pas affirmer que desatrans de densité de branchement
importantes soient impliquées dans le phénomenaalerement saltatoire, ni que la densité
de branchement donne des informations pertinentegasstructure de la comete d’actine

permettant de différencier les vésicules en mouwvgmantinu ou saltatoire.

2°) Le pas de la comete dépend du diameétre de $ecuée.

J'ai voulu comprendre si I'analyse de paramétresigiues du mouvement saltatoire
(période, pas moyen en relation avec la taille désicules ...) était susceptible d'étre
responsable de l'apparition de ce type de mouvemkeet mouvement saltatoire est
remarquable par sa capacitgépéeterun grandnombre de fois le «méme» saut: on peut
observer plusieurs dizaines de sauts sans queriadjpéé spatiale ou temporelle soit
affectée. La grande reproductibilité du saut nopermmnis de calculer le pas moyen dans les
cometes en divisant la longueur | de la cométdgpaombre n de sauts ou n est un nombre
entier. La taille des vésicules n’influe pas socturrence du mouvement saltatoire mais elle
affecte le pas du mouvement : les veésicules eféattdes sauts d’autant plus grands que leur

diametre est grand (Figure IlI-7).
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Figure 111-7 : Image de deux vésicules saltatoire€3 et 9 um de diameétre) en contraste de
phase. La distance parcourue par les veésicules awws d'un saut dépend de leur
diametre : les vésicules de grand diameétre font deswuts plus grands que les petites.
L’étude statistique du pas moyen en fonction dunéiae des vésicules a montré que
le pas moyen est légérement supérieur au diameti@ \eksicule: les vésicules font des sauts
d'une longueur environ 1,1 fois égale a leur diametuelle que soit la composition

biochimique du milieu (Figure 11I-8).
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Figure 111-8: La distance entre deux sauts augmentguasi-linéairement avec le diameétre
des vésicules quelles que soient les conditionsdsioniques du milieu de motilité.

Chaque point correspond a une vésicule. Les mesandésété réalisées a différentes
concentrations de gelsoline et d'Arp2/3 : 25 nM A+ 50 nM gelsoline (triangles), 25 nM
Arp2/3 + 100 nM gelsoline (carrés), 100 nM Arp2/36 nM gelsoline (ronds noirs), et 250
nM Arp2/3 + 100 nM (ronds blancs). Les mesureséb@tréalisées sur plusieurs centaines de
vésicules mais une seule partie des données asismyée par souci de clarté. La courbe en
pointillés correspond a un pas minimum théoriquar(ei-dessous).
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A partir de considérations géomeétriques simplesisreovons défini un pas minimum
(Figure llI-9)commédaplus petite distance susceptible d’étre parcouardegcentre de masse
de la vésicule entre I'expulsion de la vésiculeuigsa position initiale et I'apparition d’'un
nouvel gel d’actine d’épaisseur e a la surfaceadeékicule (avant I'ouverture du nouveau
gel). Le gel d’actine croit jusqu’a atteindre urpaiéseur critique avant que la vésicule ne
soit expulsée. Cette épaisseur reste constantesdiuna l'autre pour une vésicule donnée.
Les mesures de sur différentes vésicules ont donné la relationasue :e = 0.087 x D +

0.38, ou D est le diamétre de la vésicule I'ouvertde la coque d’actine. Le pas minimum
résultant vautyeD + €2 +Z D . Il varie quasi-linéairement avec le diametrealedsicule.

vésicule Coque d’actine

Position

H ™~
mrats \ | %)) [Verizer

i
=

e

Pas minimum
&

A

Figure I11-9 : Calcul géométrique d’un pas minimum théorique.

La distance parcourue par la vésicule au dela dunpaimum varie d’'une vésicule a
l'autre. Ceci peut étre d0 d’une part a la déforititatde la vésicule : la vésicule a tendance a
s’allonger, ce qui se traduit également par unngimnent du gel d’actine, donc une
augmentation du pas observé. De plus, la vésianénue a avancer sur une faible distance
une fois sortie du gel d’actine. Ces deux faitsomt pas pris en compte dans le calcul du pas

minimum théorique.

Il est remarquable que le pas moyen dépend ddlla das vésicules mais pas des
conditions biochimiques du milieu de motilité. Lesncentrations de gelsoline et d’Arp2/3
influent sur la balance entre mouvement saltateirmouvement continu, mais on n’observe
pas d’évolution graduelle de la taille du pas aescconcentrations de ces deux protéines, ni
de passage d’'un mouvement saltatoire & un mouvegoeatinu par augmentation du pas par
exemple. Au contraire, quelles que soient les ¢amd biochimiques, toute vésicule en
mouvement saltatoire montre un pas moyen en aesac les données de la Figure 111-8.
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3°) Vitesse moyenne et période en fonction de la
concentration d’Arp2/3.

Jusqu’a présent, notre description du mouvemetdteak a été uniquement statique
car nous avons analysé la succession de zoneshlie ¢a de forte densité en actine a un
instant donné. Une approche cinétique (période dwuvement) est nécessaire. Aux
concentrations d’Arp2/3 faibles mais suffisantesrpabtenir un mouvement saltatoire ret (
25 nM), le mouvement est plus lent que pour desaanations d’Arp2/3 plus élevées. La
concentration d’Arp2/3 pourrait affecter la périqtemps entre deux sauts), a défaut du pas.

C’est effectivement ce que nous avons observé eninaet la vitesse de propulsion et

la période en fonction de la concentration d’Arp@®yures 111-10 et 111-11) :

- Aux faibles concentrations d’Arp2/3 (10 nM), le tesnmis par une vésicule saltatoire
pour effectuer un cycle (saut complet) est tregé&(de I'ordre de 40 minutes) et la vitesse
moyenne est tres faible (environ 0,2 pm/min). tl reésonnable de penser que la faible
activitédebranchemergngendrainfaible nombre de filaments participant a la projauls

- Lorsque la concentration d’Arp2/3 augmente, lasgeemoyenne des vésicules augmente

(environ 0,7 pum/min a 25 nM Arp2/3) et le tempser sauts est réduit (environ 10 min)

- La vitesse cesse de croitre lorsque la concentrdtirp2/3 augmente au dela de 50 nM.
L'effet négatif d0 a l'attachement des filamentslaavésicule lors du branchement

'emporte sur I'effet positif des filaments nonaathés qui participent au mouvement.

- Cette étude portant sur la vitesse de vésiculéatsmes, il a été difficile de recueillir des
données au dela de 100 nM d’Arp2/3 car le mouvermamtiinu devenait prédominant.
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Figure 111-10 : Vitesse moyenne de vésicules saltzEtes en fonction de la concentration
d’Arp2/3 pour différentes tailles de vésicules. Lelgnes sont des guides pour les yeux.
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Figure 11l-11: Période du mouvement de vésicules aftatoires en fonction de la
concentration d’Arp2/3 pour différentes tailles devésicules. Les lignes sont des guides
pour les yeux.

1l Analyse dynamigue du mouvement saltatoire

Un saut dans le mouvement saltatoire est en faédgatition du premier saut lors de
l'initiation du mouvement décrite dans le Chapitrécroissance d’'un gel symétrique, brisure
de symétrie et expulsion). Pour comprendre I'oegdu mouvement saltatoire, nous avons

analysé les caractéristiques d’un saut et les asomparées a celles du mouvement continu.

1°) Analyse fine de la vitesse et de la déformatoms
vésicules au cours d’'un saut.

En suivant a haute résolution spatiale et tempomds vésicules en microscopie a
contraste de phase, nous avons vu qu’un saut peudécomposé en trois grandes phases.

Un gel d’actine commence par croitre de manieredgame autour de la vésicule. |l
s’amincit lentement en un point, jusqu’a formerpare a travers lequel la vésicule s’allonge
progressivement (Phase ). Lorsque l'arriere deékicule se détache du gel d’actine, elle est
expulsée brutalement de la coque d’actine : I'esipul est caractérisée par un pic de vitesse
qui atteint ici 10 um/min. Ce mouvement rapide Itesuae la conversion de I'énergie
emmagasinédans la déformatiode la vésicule au cours de la phase |. Lorsquédiule est
sortiede la coque d’actine, elle ralentit graduellemargqy’a s’'arréter completement et

retrouveuneformequasisphériquevantderecommencennnouveatcycle(Figure I11-12).
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Figure 11I-12: Analyse de la déformation et de la itesse d’'une vésicule au cours d’'un
saut.

L'image (en haut a gauche) et la série d'images l§as) sont des images séquentielles en
contraste de phase prises au cours d’'un saut diésécule de 8,1 um de diametre. Le pas du
mouvement est de 13 um et la période est de 680idex, ce qui correspond a une vitesse
moyenne de 1,14 pum/min. Le temps t = 0 correspandiaut d’un cycle, c’est-a-dire quand
la vésicule est arrétée et commence a s’entouran diouveau gel d’actine. Barre de
calibration = 10 um. Le graphique montre les vigssle I'avant (en rouge) et de l'arriere
(en bleu) de la vésicule au cours du cycle, aing gqa déformation (en vert) égale a son
grand axe divisé par son diameétre au repos. Lasebgverticales délimitent les 3 phases du
mouvement. La ligne horizontale en pointillés rosesespond a la vitesse de vésicules
continues de méme taille : 1,1 +0,3 pm/min.

Il est intéressant de constater que le pic de defon intervient juste avant le pic de
vitesse. En effet, le pic de vitesse corresporalralaxation de I'énergie emmagasinée dans la
déformation de la vésicule, ce qui explique quedsicule ait déja commencé a reprendre sa
forme sphérique au moment ou le pic de vitessedup.

A la fin de la phase lll, la vésicule ne reprend paujours une forme parfaitement
sphérique avant de recommencer un cycle. Le nouyeladiactine peut donc étre Iégérement
asymeétrique. Par ailleurs, comme l'arriere de lsiotde est connecté a la comete d’actine
formée lors de la (courte) phase de propulsionpléveau gel d’actine a tendance a se former
préférentiellement a l'arriere de la vésicule, ag prédispose la vésicule a étre expulsée
toujours dans la méme direction. Il en résulte usuvement dirigé sans changement de

direction marqué.

126



Lorsque la vésicule est expulsée violemment et ligu'eetrouve une forme
complétement sphérique, il arrive que la brisureydaétrie a I'origine du saut suivant ne soit
pas corrélée a l'orientation du saut précédantofxerve alors un mouvement présentant une
directionnalité moins clairement établie.

La vitesse de vésicules en mouvement continu, deentdille que celle montrée ci-
dessus, est de 1,1 um/min, valeur proche de lasétde la vésicule a la fin de la phase I
(Figure 111-12). Le mouvement continu peut don@&tu comme une situation ou la vitesse de
la vésicule en fin de phase Il serait prolongéefimiment. Les vésicules en mouvement
saltatoire, au contraire, ralentissent jusqu’aréter pendant la phase Ill et recommencent

alors un nouveau cycle.

2°) Répartition des activateurs a la surface desivales
pendant les mouvements continu et saltatoire.

Afin de comprendre quel mécanisme moléculaire edigenn mouvement saltatoire
ou un mouvement continu, nous avons étudié lailiigion des activateurs a sa surface au
cours du temps. Pour cela, jai marqué N-WASP 3aeka 488. Dans le cas du mouvement
continu, les molécules de N-WASP sont plus conéest@a I'arriere des veésicules : la Figure
[1I-13 montre une vésicule propulsée en régime inonet suivie en double-fluorescence
d’actine-rhodamine (rouge) et de N-WASP-Alexa 488rt). La surdensité de N-WASP a

I'arriere de la vésicule est clairement visible :

Figure 11I-13: Visualisation de l'actine et de N-WASP sur une vésicule de 6,2 um en
régime continu: on observe une nette surdensité d¢-WASP a l'arriere de la vésicule.

A gauche : Image en double fluorescence de I'agtiiwelamine (en rouge) et du N-WASP-
Alexa 488 (en vert). A droite : Profils des intééside fluorescence de I'actine (en rouge) et
du N-WASP (en vert) le long de la ligne de scan’axe de la comete.

Les fluorescences respectives sont mesurées lallong ligne de scan dessinée suivant I'axe
de la comeéte, les pics du profil vert correspondant faces avant et arriere de la vésicule, et
le pic arriere est environ trois fois plus intertgge le pic avant.
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Afin de quantifier la ségrégation des activateuls surface des vésicules, nous avons
défini un taux de ségrégation comme le rapportedatifluorescence des activateurs présents
sur la moitié arriére de la vésicule et la fluosrsie totale des activateurs présents sur toute sa
surface. Le taux de ségrégation est calculé conmguogtdians la Figure 1lI-14 : une ligne de
scan est tracée le long du contour de la vésicndgée en fluorescence d’Alexa 488 (A) ;
I'intensité du signal de fluorescence est mesugderlg de la ligne (B) ; on divise I'intégrale
sous la partie médiane de la courbe, en vert,’ipéédrale sous toute la courbe, en bleu (C).
Le taux de ségrégation peut donc varier entre 0,5 :eLa valeur 0.5 correspond a une

répartition uniforme des activateurs sur la végicuh valeur 1 correspond au cas ou tous les

activateurs se trouvent sur la moitié arriere dedkicule.

moitie arnere de la vesicule

Taux de segregation =

Nombre total d'activateurs

Figure IlI-14 : Calcul du taux de ségrégation de NWASP a la surface d’'une vésicule.

A Image en fluorescence d’Alexa-488 du N-WASP wutbune vésicule (en fausses
couleurs). Le contour de la vésicule est tracé an&n sous Metamorph 6.1.

B : Profil d’intensité de fluorescence le long duntmur de la vésicule. L'abscisse 0
correspond au centre de la partie avant de la wésicou lintensité est minimale. Le

maximum d’intensité correspond au centre de laipaatriere de la vésicule. L'abscisse
maximale correspond au périmétre P de la vésicule.

C: Le profil est analysé avec Origin 5.0 pour cdérule rapport entre l'intégrale sous la

courbe entre I'abscisse P/4 et 3P/4 et I'intégrateis la courbe entiere. Ce ratio correspond
au rapport de la fluorescence des activateurs denfaitié arriere de la vésicule par la

fluorescence de la totalité des activateurs présana surface de la vésicule.
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Au cours du mouvement continu, le taux de ségrégaist constant et de I'ordre de
0,63 + 0,05 : il y a environ deux fois plus d’actigurs a I'arriére de la vésicule qu’a I'avant.
En revanche, pendant le mouvement saltatoireube da ségrégation varie au cours d’'un saut
(Figure 111-15) :

- Au début de la phase | du cycle, c'est-a-dire loedq vésicule a I'arrét commence tout
juste a s’entourer d’'un gel d’actine, les activasesont répartis de maniere homogene
autour de la vésicule. Le taux de ségrégation edd,f tant que le gel d’actine reste

symeétrique.

- Lorsque la symétrie de révolution est brisée, arstaie qu’a I'endroit ou le gel s’ouvre,
la densité d’actine diminue progressivement, taummme la densité de N-WASP. Au fur
et & mesure que le pore s’ouvre et que la vésgalonge, la densité de N-WASP
diminue a l'avant de la vésicule, ce qui se tragwt une augmentation du taux de

ségrégation.

- Lorsque l'arriere de la vésicule se détache dudipitine (Phase Il), la vésicule est
brusquement propulsée vers l'avant et le taux dgégation atteint une valeur
maximale d’environ 0,6 qui correspond a la foutthbasse des valeurs mesurées dans

le cas du mouvement continu.

- Lors de la phase lll, la vitesse de la vésiculeinira rapidement jusqu'a s’arréter et
pendant ce temps, le taux de ségrégation chuterpeenir a son niveau initial de 0,5 au

début de la phase |I.

Un nouveau gel d’actine commence alors a croitreuaule la vésicule et un nouveau
cycle recommence. Comme nous l'avons déja vu, sacuke ne reprend pas toujours une
forme parfaitement sphérique a la fin de la phdkeavant qu'un nouveau gel d’actine
recommence a croitre autour de la veésicule. L'a®malge la distribution du N-WASP
Alexa488 révele que le taux de ségrégation ne meyias strictement a 0,50 : les activateurs
restent légerement polarisés a la fin du cyclei €eglique pourquoi le nouveau gel d’actine
commence a se former préférentiellement a l'arreeela vésicule, prédisposant ainsi la
vésicule a étre expulsée toujours dans la mémetidine Bien que ce cas de figure soit assez
rare en pratique, on peut observer que lorsqueidtitaition des activateurs redevient
rigoureusement homogene en fin de cycle, la doaadtie I'expulsion suivante est beaucoup

plus aléatoire et on peut observer des changerderdsection plus marques.
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Figure IlI-15 : Evolution du taux de ségrégation deN-WASP-Alexa 488 a la surface
d’'une vésicule de 3,3 um et de sa vitesse instané@nau cours d’'un cycle du mouvement
saltatoire, en comparaison avec le mouvement contin

La courbe noire représente le taux de ségrégatienNdWASP au cours d'un cycle du
mouvement saltatoire. Chaque point correspond mdgenne des mesures effectuées 6 fois
sur la méme image ; les barres d’erreur corresponidel’erreur standard. La courbe rouge
représente la vitesse instantanée de la vésicudeteinps est normalisé par rapport a la
période (de l'initiation d’'un gel d’actine par laégicule a I'arrét jusqu'au retour au méme
état aprés le saut). La bande hachurée bleue cpors a la gamme de valeurs des taux de
ségrégation mesurés pour 7 vésicules continues ldamaémes conditions biochimiques (100
nM gelsoline et 50 nM Arp2/3); leur vitesse moyerest représentée par la droite
horizontale bleue en pointillés. Les images enrhastrent la fluorescence du N-WASP aux
différents temps (a a d) notés sur le graphique. la@sses couleurs traduisent une intensité
de fluorescence croissante du bleu au rouge.

Ces résultats mettent en lumiére une différenceldoentale entre le mouvement
continu et le mouvement saltatoire : les vésicutestinues maintiennent un taux de
ségrégation élevé et constant tandis que, chexésisules saltatoires, la ségrégation des

activateurs diminue aprés I'expulsion.

130



Afin de comprendre comment les molécules de N-WASB§&régent a I'arriere de la
vésicule, nous avons suivi simultanément la ségiddgau N-WASP et de I'actine au cours
d’'un cycle saltatoire. L’évolution du rapport desud taux de ségrégation indique le degré de
co-ségrégation des deux protéines. La Figure llikidhtre que ce rapport reste constant
autour de 0,97 lors de la phase | (brisure de sy@géte qui indique que la distribution des
activateurs et des filaments d’actine est identigo@&me lors de la brisure de symétrie (le gel
d’actine et les activateurs se polarisent simuttgard). Lorsque la vésicule est expulsée du
gel d’actine (phase Il), le rapport des taux derégafion diminue, ce qui signifie que les
activateurs se redistribuent de maniere homogeaet d&s filaments d’actine. Au cours de la
phase lll, le rapport des taux de ségrégation né\d@rs a son niveau initial, ce qui signifie

que l'actine a son tour se répartit de fagon homege
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Figure 11I-16: La liaison N-WASP — filaments d’actine est transitoire.

En haut: le graphique représente I'évolution du rapporttre les taux de ségrégation des
activateurs et de l'actine varie au cours d'un eyctaltatoire. La ligne en pointillés

représente le taux de ségrégation des vésiculesoeivement continu.

En bas: images en double fluorescence de l'actine-rhadanfen rouge) et du N-WASP-
Alexa 488 (en vert) a différents moments caradiqries d’'un saut.

131



Cette mesure permet de conclure que linteractimneeles filaments d’actine et le
complexe N-WASP est transitoire. Lors de lI'expulsiaette liaison est rompue, ce qui
permet aux activateurs de diffuser a la surfacevésgcules et de reprendre une répartition

homogene, et de générer ensuite un nouveau geinabomogene lui aussi.

Ces résultats permettent de comprendre pourqudornties concentrations d’Arp2/3
favorisent le mouvement continu : le complexe ABpRéut étre vu comme un adaptateur qui
assure la liaison entre N-WASP et les filamentsctibe (Figure IlI-17). Lorsque la
concentration d’Arp2/3 est élevée, il existe unngranombre de connexions entre le gel
d’actine et les activateurs sur la vésicule. La@née d’'un réseau cohésif de filaments limite
la diffusion des molécules de N-WASP a la surfaedadmembrane. Ceci assure le maintien
de la ségrégation des activateurs et permet liésdrhent d’un mouvement continu
stationnaire. En revanche, aux faibles concentratid’Arp2/3, les connexions entre la
vésicule et le gel d’actine sont peu nombreuseguceermet aux sites N-WASP non liés aux
filaments d’actine de diffuser plus longtemps etsderedistribuer a la surface : il y a alors
perte de la ségrégation des activateurs. Ce phémrpeut avoir deux conséquences

négatives sur le mouvement :

% L’appauvrissement en sites N-WASP a l'arriere dedsicule fait que le nombre
de filaments devient insuffisant pour permettra @ropulsion de se poursuivre. |l
est en effet raisonnable de penser qu’il faut umlme minimal de filaments en

élongation, non liés a la membrane, pour maintarpropulsion.
s Le retour d'une quantité importante d’activateut@gant de la vésicule permet la

croissance de nouveaux filaments a l'avant, ce sguitraduit au final par la

croissance d’'un nouveau gel d’actine homogene ad®ia vésicule.
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Figure 111-17 : Représentation schématique de la ditribution de N-WASP (triangles
verts) a la surface de la vésicule au cours de serpulsion du gel d’actine (en rouge) et
au cours du mouvement qui s’en suit, selon qu’il siocontinu ou saltatoire.

Par ailleurs, il semble clair que I'expulsion devisicule est un événement brutal au
cours duquel de fortes contraintes mécaniques €ere sur la liaison N-WASP-Arp2/3-
filament, et que la tension peut étre suffisanterp@mmpre cette liaison. Cependant, ce
phénoméne ne saurait expliquer seul le mouvemédtattiee: si la rupture mécanique des
liens entre la vésicule et la cométe d’actine &itle responsable de l'arrét de la vésicule, on
devrait observer une diffusion extrémement rapideNdWASP et un arrét de la vésicule
immédiatement aprés I'expulsion. Or, on constate lquvésicule continue d’étre propulsée
pendant plusieurs minutes : pendant ce tempsgl&gétion est perdue progressivement en ~
100 sec, comme en témoigne la décélération prageeds la vésicule au cours de la phase
lll. Il N’y a donc pas de rupture totale entre ksicule et le gel d’actine. En conclusion, la
prédominance de I'un ou l'autre des deux types dawement dépend essentiellement de la

balance entre diffusion et ségrégation des activatejui est médiée par Arp2/3.
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Nous proposons dans la Figure 111-18 un modéle oubdédre de génération de force
basé sur la compétition entre la ségrégation eliffasion du N-WASP a la surface de la
vésicule. Les sites N-WASP libres, ou venant ddissocier du complexe Arp2/3 aprés une
réaction de branchement, peuvent diffuser a laasarfle la membrane. Au contraire, les sites
N-WASP liés a Arp2/3 interagissent avec les filataepar l'intermédiaire du complexe
Arp2/3 et sont solidaires du gel d’actine, doncr ldiffusion est restreinte. Tout comme |l
existe deux populations d’activateurs, on peutirdister deux populations de filaments : les
filaments liés a la membrane par l'intermédiaire cmplexe N-WASP-Arp2/3 et les
filaments libres. Les filaments libres s’allongetiparticipent a la force propulsive tandis que
les filaments liés a N-WASP-Arp2/3 sont connectéa enembrane et retiennent la vésicule
vers l'arriere et génent le mouvement. Nos résltsdnt en accord avec le modele
d’attachement détachement prévu en 1999 par Getleallaborateurs et repris en 2003 dans
le modéle deethered ratchefMogilner and Oster 2003).
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Figure 111-18: Représentation schématique du mécaisime moléculaire de propulsion par
polymérisation insertionnelle d’actine: ségrégatiordiffusion et modéle du tether ratchet.

1) N-WASP, qui est attaché a la membrane lipidiques &t active le complexe Arp2/3.
2) Le complexe Arp2/3 recrute le bout barbé d’'unnfiéant d’actine, qui est alors attaché a la
membrane3) Une fois dissocié de N-WASP, le complexe Arpdf ila formation d’'une
branche latérale4) Les branches mere et fille des filaments libredl@gent et poussent
contre la membraneb) L'extrémité barbée des filaments en élongatioit par étre coiffée
par la gelsoline, ce qui blogue I'élongation ul&éure des filaments, qui dépolymérisent
progressivement. Le milieu de motilité contientlégeent de 'ADF qui dépolymérise les
filaments depuis leur extrémité pointue et de lafifine, qui accélere I'élongation des
filaments a leur extrémité barbée.
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Chapitre IV : Analyse du mécanisme
d'interaction activateur - filament

Nous avons vu dans le chapitre précédent 'impodate la mobilité des activateurs a
la surface des vésicules. Nos différentes expé&m®iscr le mouvement saltatoire nous ont
ameneés a proposer un modele de ségrégation-diffutioN-WASP médié par Arp2/3, qui
assure un lien transitoire entre I'activateur dillement. Ce schéma nous permet d’expliquer
I'effet de la concentration d’Arp2/3 sur la bifutican entre les deux régimes. Cependant, nos
résultats ne prouvent pas que le mécanisme estsammment le méme dans le cas du
mouvement continu. Le récent travail de Co et akénaeffet montré que N-WASP seul
suffisait a assurer le lien avec les filaments titac(Co et al. 2007).

Ce chapitre porte sur des expériences complémestasant a analyser plus finement
le mécanisme d’interaction entre la membrane gelad’actine. Nous démontrons qu’Arp2/3
détermine la ségrégation de N-WASP a la surfacevéssules, et qu’en affectant la liaison

entre N-WASP et Arp2/3, nous altérons la comeétetitia et le mouvement.

| Arp2/3 contrble le taux de séqgréqgation de N-WASP

J'ai mesuré la ségrégation de N-WASP sur des Jeésicde taille variable en
mouvement continu, en fonction de la concentratigxrp2/3 (Figure 1V-1). Pour une taille
de vésicule donnée, le taux de ségrégation augnas@e la concentration d’Arp2/3. Par
ailleurs, pour une concentration donnée d’Arp2/augmente trés sensiblement avec la taille
des vésicules. Ces résultats confortent le modelgédrégation — diffusion et d’attachement

des filaments a N-WASP par l'intermédiaire du coewel Arp2/3.
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Figure IV-1 : Taux de ségrégation de N-WASP en fotion de la taille des vésicules a 100
nM (triangles bleus) et 250 nM (carrés roses) d’Ar/3. La ségrégation augmente avec la
taille de vésicules, et elle est plus importantefarte concentration d’Arp2/3.

Le fait que le taux de ségrégation augmente |égémeavec la taille des vésicules est
assez intuitif : plus la vésicule est grande, ghuségrégation sera difficile a perdre. La
ségrégation des activateurs conduit a la formation réseau cohésif de filaments qui est
riche en bouts barbés. Aprés détachement du complp/3-filament d’actine, les sites N-
WASP libérés ont plus de chance de rencontrer tne &up2/3 et d’étre fixés a un nouveau
filament avant d’avoir pu diffuser jusqu’a I'avai¢ la vésicule. Ce résultat est cohérent avec
le travail de Trichet et collaborateurs sur destigtettes d’huile recouvertes d’activateurs
d’Arp2/3 (Trichet et al. 2007). Ces auteurs moritrgne la fréquence d’apparition du
mouvement saltatoire diminue quand la taille desttgtettes augmente, ce qui suggére
gu’elles maintiennent plus facilement la ségrégaties activateurs que celles de petite taille.
Cependant, je n'ai pas observé d'effet de la talle la nature du mouvement de vésicules
lipidiques recouvertes de N-WASP, dans les comftiatilisées. Cette différence peut
s’expliquer par le fait que les activateurs ne s les mémes ou par une différence de
densité d’activateur dans les deux systemes : ah $attendre a ce qu’un objet ayant une
faible densité d’activateurs soit plus sensiblefidt de la taille.

De maniére analogue on comprend que le taux deégdipn augmente avec la
concentration d’Arp2/3: plus la concentration pRf3 est élevée, plus il existe de
connexions entre les filaments d’actine et les owés de N-WASP a la surface des
vésicules. Ceci multiplie les chances pour un atgwr libre de fixer un filament d’actine et

favorise le maintien de la ségrégation.
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Il Arp2/3 est ségrégé au cours du mouvement

Comme pour N-WASP, nous avons mesureé le taux deegé&iipn d’Arp2/3-Alexa
488 a la surface de vésicules continues (100 nM2/&rpt 100 nM gelsoline). A la différence
de N-WASP, Arp 2/3 est présent non seulement arface des vésicules (lorsqu’il est lié a
N-WASP) mais également aux jonctions branchéesfidasents qui sont formées dans la
zone de mesure (correspondant a une distance maxigeu...nm dans I'épaisseur de la
comeéte). La fluorescence mesurée le long du cordesrvésicules correspond donc a la
somme de la fluorescence de I'Arp2/3 lié a N-WASRa surface des vésicules et de la
fluorescence de I'Arp2/3 lié aux filaments danzdme de ...nm de début de la comeéte. Pour
observer I'Arp2/3 uniquement lie¢ & N-WASP, il fadbnc soustraire la contribution de la

fluorescence d’Arp2/3 issue de la cométe.

Pour cela, on peut soustraire un signal de fluerese moyen d’Arp2/3, estimé dans la
comeéte, au signal mesuré sur la vésicule. Toutefeite méthode n’est pas rigoureuse si la
densité d’Arp2/3 n’est pas tout a fait constantioieg de la comeéte. Une deuxiéme approche
consiste a utiliser le fait que la densité de bihentent est constante le long des cométes des
vésicules continues (cf Chapitre Ill). Apres avoiesuré le rapport Arp2/3:actine par double-
fluorescence le long de la comete, nous utilisoesecvaleur constante pour calculer la
contribution d’Arp2/3 due au gel d’actine autourldesésicule. En soustrayant ce signal a la
fluorescence totale d’Arp2/3 mesurée autour de daicule, on obtient lintensité de la

fluorescence correspondant uniquement a I'Arp&alix vésicules.

Les deux approches ont donné des résultats cobkérdat taux de ségrégation
d’Arp2/3 lié aux vésicules est compris entre 0,680084. Ces valeurs sont toujours plus
élevées que celles mesurées pour la ségrégatidd-WASP dans les mémes conditions
(0,60) : Arp2/3 est plus ségrégé que N-WASP a ttasa des vésicules. Ce résultat suggere
gue la sous-population de sites N-WASP connectdgp2/3 est plus ségrégée que celle
correspondant a l'intégralité des sites N-WASP ré&iltat indique clairement qu’Arp2/3 est
a l'origine de la ségrégation.
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Il Vésicules fonctionnalisées avec des fragmented\-
WASP

Comme décrit dans l'introduction, N-WASP comporte domaine catalytique VCA

qui active constitutivement le complexe Arp2/3.rAfile conforter le modéle proposé, jai
réalisé des expériences complémentaires avec dgmdnts de N-WASP dont différents
domaines ont été tronqués dans le but de modiielirgeraction avec Arp2/3. J'ai comparé

le mouvement de vésicules fonctionnalisées aveprt#gines suivantes :

« N-WASP complet: le comportement des vésicules N-\WASant trés bien caractérisé,
ce controle sert de témoin de routine.

% VCA: Il s'agit d’'un fragment de 117 acides amirds N-WASP correspondant a sa
partie C-terminale constitutivement active. Elleceenpose de deux domaines WH2 qui
lient un monomere ou un filament d’actine, d’un éome central C qui lie Arp2/3 et
enfin d’une partie acide A qui stabilise I'intenact avec le complexe Arp2/3.

% VC: Il s’agit des résidus 392 a 484 de N-WASP ssiendomaine A. On s’attend a ce
gue I'activation du branchement a la surface degcutes soit altérée.

< VIl s’agit des résidus 392 a 458 de N-WASP destparties acide et centrale ont été

tronquées. Ce fragment correspond donc aux dewsaidess WH2 de N-WASP et ne

devrait pas étre en mesure d’initier des filaménéschés par Arp2/3.

Pouvoir tester I'activité de VC adsorbé sur undamg présente un avantage par rapport
aux cinétiques de polymérisation d’actine-pyrene@ntion. En solution, VC fixe I'actine G
par le domaine WH2, comme le fait VCA, mais a #édence de VCA, la fixation de Arp2/3
est trop faible pour induire le branchement desriégnts, et on n’observe que l'inhibition de
la polymérisation de I'actine par VC. A cause déiggs, on ne peut pas se baser sur I'analyse
de cinétiques de polymérisation pour étudier leppétés de branchement de ce fragment.

En revanche, si VC est adsorbé a la surface desules il peut séquestrer une
proportion importante d’actine en solution. La cemitation d’actine G reste donc inaltérée.
Méme si les événements de fixation d’Arp2/3 sonesails peuvent donner lieu a un
branchement observable. En outre, les deux sitmtém solution (suivi des cinétiques de
polymérisation de Il'actine en solution par fluorin&) et sur une surface (initiation et
recrutement des filaments d’actine par des activatancrés a la surface) sont différentes.
Dans le premier cas, les molécules peuvent diffletéralement et rotationnellement et on
mesure des vitesses de réaction globales. Dar@ujeéane cas, des contraintes géométriques
et stériques peuvent imposer I'orientation des nwés a la surface et affecter les réactions.
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1°) Les vésicules N-WASP et VCA ont un comportement
semblable.

Le comportement des vésicules VCA est similairelaiaes vésicules N-WASP. En
solution, N-WASP est dans une conformation inacéiveécessite d’étre activé pour exposer
son domaine VCA a Arp2/3 et induire le branchenuast filaments. Lors des premiers essais
de fonctionnalisation, nous avons vérifié gu’ilitteamobilisé dans sa conformation active a
la surface des vésicules, comme dans le cas des biladdition de Cdc42 chargé en GEP
au milieu de motilité n’améliore pas le mouvemess gésicules. Il est donc logique de ne pas
observer de différence marquée entre les vésidatetionnalisées avec VCA ou N-WASP.
Toutefois, il existe des différences entre les dastémes :

1) Les vésicules VCA mettent plus de temps a sieetod’'un gel d’actine. Apres
fonctionnalisation dans les mémes conditions (28Dd%activateur), les vésicules VCA
génerent un gel d’actine en ~ 30 min au lieu d’'uzaide de minutes pour les vésicules N-
WASP. Ceci est peut-étre di a la présence du VGAéren solution qui entre en
compétition avec le VCA fixé aux veésicules. La s possible de N-WASP en solution

ne pose pas le méme probleme puisqu’il est inactif.

2) VCA étant beaucoup plus petit que N-WASP, lasiténsurfacique des vésicules
VCA est susceptible d’étre plus élevée que celke wdsicules N-WASP. Cela se traduit
par la formation d’'un gel plus réticulé dans le dasvVCA et une augmentation du temps
mis par les vésicules pour sortir de la coque diaciCet effet est toutefois trés modéré et
globalement, les vésicules N-WASP et VCA se congmirtie maniére trés semblable.

2°) Les vésicules V ne générent pas de gel d’actine

Les vésicules recouvertes de V n’initient pas lantation d’'une coque d’actine ni de
comete d’actine : il n’y a pas de mouvement. Celtésn’est pas surprenant car le fragment
V ne posséde pas le domaine CA permettant de eedeucomplexe Arp2/3: il n'y a donc
pas génération d’'un réseau branché. Il est prolzpi#eV permette de capturer des filaments
individuels mais il n'a pas été possible de leseoler : leur faible nombre ne permet sans

doute pas de les distinguer du bruit de fond emosgopie de fluorescence.
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3°) Le comportement motile des vésicules VC edédiht de
celui des vésicules N-WASP et VCA

a) Expulsion initiale

Alors que VC ne forme pas de filaments branchésoéurtion avec Arp2/3, on assiste a
la formation d’'un gel d’actine autour des vésicl&3. Ceci indiqgue donc que le complexe
Arp2/3 est utilisé par VC immobilisé a la membrgwur former un réseau branché. Les
vésicules VC sortent de leur coque d’actine irgtidifféremment des vésicules N-WASP ou
VCA : la brisure de symétrie s’effectue plus rapidat (en quelques minutes) sur les
vésicules VC que sur les vésicules N-WASP. Pour ANSR/VCA, le gel d’actine croit plus
longtemps et les contraintes exercées sur la Jésmemblent élevées: il est fréquent
d’observer des vésicules ne parvenant pas a slertia coque d’actine ou qui éclatent avant
ou au cours de I'expulsion. Ce phénoméne est bepupltus rare avec les vésicules VC.
Apres ouverture du gel, la vésicule N-WASP/VCAegbulsée de la coque de maniere rapide
et violente. Avec VC, la vésicule n’'est pas expelséproprement parler : on voit que la
vésicule se déforme mais il 'y a pas de pic desgi. Le gel se polarise facilement et
rapidement, sans a-coup, pour donner naissance eoamete (Figure 1V-3).

De plus, la coque d’actine initiée par des véseWM€ semble moins réticulée que
celle des veésicules VCA/N-WASP : en contraste dasph elle apparait beaucoup moins
noire, suggérant que la densité d’actine est e (Figure 1V-2 A et B). Le gel d’actine est
également beaucoup moins homogéne (figure V-2 d):peut observer d’importantes

variations d’épaisseur des l'initiation de la csaisce du gel.

Figure IV-2: Ma_phologie degelsd’actine devésiculesVCA ouVC (contrastede phase)

A : Vésicule VCA de 4um de diamétre présentantaf@mation caractéristique.
B : Vésicule/C ded,8umentourée d’'un gel non symétrique avec de nombréfauts.
C : Vésicule VC de 3,3um dont le gel s’est déplig dle la brisure de symétrie
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Figure IV-3: Séquence d'images en contraste de phadlustrant la brisure de symétrie
et l'initiation du mouvement d’'une vésicule VC de fm (40s entre les images). La
premiére image est prise environ 2 minutes apresldtion des vésicules dans le milieu de
motilité.
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Il est raisonnable de penser que I'absence du dmragide stabilisant l'interaction
avec le complexe Arp2/3 diminue la fréquence dendrament, ce qui se traduit par la
formation d’'un gel moins réticulé et moins cohé€iéci favorise I'apparition de défauts dans
le gel et facilite la brisure de symétrie, d'unetpat induit la formation d'un gel qui exerce
moins de contrainte sur les vésicules, d’autre part

Méme si on n'observe pas de déformations avec glgarent de la vésicule dans le
cas de VC (contrairement a N-WASP/VCA ou ce phénmrest fréequent), aonstatejueles
vésicules sont nettement déformées au cours deulfsion, bien que le gel d’actine soit
moinsréticuléqueceluigénéréparVCA. Ladensitédugeld’actine n'apparait donc pas étre un
facteur limitant pour déformer la vésicule, en toas pas dans la gamme utilisée ici.

Lefait queleréseaulefilamentssoitplus lache, et donc plus fragile, facilite I'exgals
de la vésicule. En outre, 'augmentation de laatise entre deux points de réticulation
augmente la flexibilité du gel et lui permet d’engasiner une contrainte mécaniquas
importantequele geltresréticulé généré par VCA/N-WASP. Ainsi, on obseriegfiemment
I'ouverture du gel apres I'expulsion des vésic\W€s (Figures IV-2C et 1V-3), ce qui indique
guele gelcontinuederelaxerle stressaccumuléAu contraire lorsquelesveésiculesVCA sont

expulsées, le gel n’évolue plus et reste relativerfeemé en forme de U (Figure 11-6)

b) Morphologie des comeétes des vésicules VC

Nous avons également analysé les caractéristigeescdmetes initiées par les
vésicules VC. Leur morphologie trés particulierdigque que la délétion du domaine acide a
des consequences sur le mécanisme de propulsiocenhtee de la comete présente une

importante surdensité d’actine qu’on ne retrouvegraArp2/3 (Figure IV-4).

Figure IV-4 : Vésicules VC de 5,5um (en haut) et V& de 4,2um (en bas) observées en
double fluorescence d’actine-rhodamine (en rouge) &’Arp2/3-Alexa 488 (en vert). La
vésicule VC n’est pas recouverte d’Arp2/3, contraement a la vésicule VCA, et présente
une surdensité d’actine au centre de la comeéte.
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Il existe donc au centre de la cométe une surdersitale de filaments qui
contiennent une faible densité de Arp2/3 et domt g@s peu branchés. Pour conforter cette
idée, nous avons mesuré la densité de branchemef3factine en coupe de la cométe
(Figure 1V-5). Alors que le signal de fluorescemgel’actine atteint son maximum au centre
de la comete, celui de Arp2/3 est constant surettatlargeur de la cométe. La densité de
branchement est alors deux fois plus faible aureaqie sur les bords de la comeéte. Elle est
également ~ trois fois plus faible que la densitd@@mchement mesurée dans les comeétes de

vésicules VCA.
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Figure IV-5 : La densité de branchement est deux fs plus faible au centre des cométes
gue sur les bords.

A-C: Images en actine-rhodamin®)( Arp2/3-Alexa 488 A), et superposées) d'une
vésicule VC de 4,4 pm.

D, E: Profil des intensités de fluorescence d'actined&rp2/3 D) et de la densité de
branchementE) le long de la ligne de scan tracée €).(
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La vitesse de propulsion des vésicules VC est envdeux fois plus élevée que celle
des vésicules VCA. Ce résultat va dans le sens dm-existence de deux populations de
filaments d’actine :

- les filaments connectés a la vésicule via le corgpl&rp2/3 qui la retiennent et qui
freinent la propulsion,
- les filaments qui sont libres de s’allonger cofdrearoi de la vésicule et qui participent

efficacement au mouvement.

La densité de branchement dans les cometes deziledsVC étant plus faible que
dans celles des vésicules VCA, il y a moins demfdats connectés a la vésicule, le

mouvement est donc plus rapide.

La comete d’actine des vésicules VC présente utre aingularité : on distingue sur
le coté des faisceaux de filaments dirigés vergdrgeur (Figure 1V-6). Cette morphologie
particuliere des cométes VC rappelle celle des tesn@actine observées avec des billes N-
WASP lorsque le rapport gelsoline:actine est iefdéria 1:500. Les cometes ont un aspect qui
rappelle des « arétes de poisson », di a des dasae filaments qui forment un angle de
70° avec l'axe de la comeéte d’'actine (Pantalonalet2000). Le faible taux de coiffe des
filaments provoque une augmentation de la longuaayenne des filaments : les longs
filaments situés au bord de la cométe sont alosseqtibles de sortir de I'axe de la comete

pour s’allonger vers I'extérieur.

Figure 1V-6 : Différences de morphologie entre lesométes d’'une vésicule VCA de 5 um
(en haut) et d’'une vésicule VC de 6 um (en bas) ites en contraste de phase.
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Bien que le phénotype des vésicules VC présentlejugs similarités avec celui des
billes N-WASP en présence d’'une concentration stilmage de gelsoline, il est sensiblement
différent par exemple par I'existence d’une struetaxiale dense, et le phénotype semble
indépendant de la concentration de gelsoline. Lephaogie observée chez les vésicules VC
ne peut donc pas étre imputée a la présence deefis longs, non coiffés, parvenant a
s’échapper de la comeéte.

La concentration de gelsoline affecte en revaneh@mbre de vésicules VC formant
des cometes et leur vitesse moyenne de propuldémaniere identique a ce qui a déja été
observé pour le mouvement des billes N-WASP (Wiesteal. 2003). Le nombre de
vésicules formant des cométes est quasi nul esdiate de gelsoline, il augmente a partir de
25 nM pour atteindre un maximum autour de 100 nis mliminue progressivement entre
200 et 400 nM ou il est quasi nul. En 'absenceayélsoline, la vitesse des rares veésicules en
mouvement est tres faible ; elle augmente aveortaentration de gelsoline pour atteindre un
maximum autour de 100 nM ; au-dela, elle diminuarptevenir quasiment nulle & 400 nM

gelsoline.

Les vésicules VC par ailleurs montrent un défaut dieectionnalité de leur
mouvement. Les cometes forment fréquemment deselsééit des spirales (Figure 1V-7), et
manifestent de fréquents changements de directB®s observations suggerent que la
structure peu branchée du réseau de filaments nireopas les propriétés mécaniques
suffisantes pour le maintien de la directionnalitg@mouvement.

Figure IV-7: Vésicules VC propulsées par une cometen hélice (contraste de phase).
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Nous avons également observé la répartition dw'getine autour des vésicules VC
pendant leur propulsion. Les figure IV-4, IV-5et-6/montrent que le gel d’actine croit
également a l'avant des vésicules. Ce phénomeés&aoeompagne pourtant pas de I'arrét de
la vésicule, a la difference des vésicules N-WASRIite observation suggere que les
molécules de VC sont moins ségrégées que N-WASRosservent une distribution
homogéne a la surface de la vésicule. Cette olsmmvast en accord avec l'idée que la
ségrégation de I'agent branchant est promue pawHésion du gel réticulé qui est engendrée
par l'activité de brachement. Les réseaux d’acéngendrés par les vésicules VC sont peu
branchés, il y a donc peu de filaments connectéssasicule, ce qui favorise la diffusion des
sites VC a la surface de la vésicule et la nuaéatie filaments a I'avant de la vésicule.
L’hypothese la plus vraisemblable pour expliquemarphologie particuliere des bords de
comeétes des vésicules VC est que les faisceawalaté&orrespondent a des fragments de
gels initiés a I'avant de la vésicule qui, une fid@sachés de la vésicule lors de la relaxation du
gel d’actine, se trouvent sur les cotés de la ceraatcours de la propulsion. Les faisceaux
latéraux observés correspondraient a des structésedtant de I'ouverture successive d’'un
grand nombre de gels qui se reforment en permararioar de la vésicule.

Figure IV-6 : Image en contraste de phase d'une vigslle VC de 3,8 um propulsée par
une comete d'actine. Le gel d’actine englobe I'avamle la vésicule et lorsqu’elle avance,
des fragments de gel se retrouvent sur le coté dedomete.
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IV VCA covalemment lié a un monomere d’actine sur
le domaine WH2.

Nos travaux sur le mouvement saltatoire de lipososigggérent que l'interaction
entre les filaments d’actine et N-WASP est tram@toDans le mécanisme moléculaire
propose, nous considérons que linteraction emseaktivateurs et les filaments d’actine se
fait par l'intermédiaire du complexe Arp2/3 lié apartie CA de N-WASP. D’autre part, les
études biochimiques faites au laboratoire (Egilale1999; Pantaloni et al. 2000) ont montré
gue le domaine WH2 de N-WASP fixait I'actine d’'umaniéere fonctionnellement homologue
a la profiline, c’est a dire que le complexe WH2@Gine peut participer a 'assemblage des
filaments a I'extrémité barbée. Il a été proposeé ceite activité du domaine WH2 pouvait éte
intégrée dans l'activité de branchement et que dmpiexe ternaire VCA-actine-Arp2/3
interagissait avec I'extrémité barbée d'un filamenére pour initier la formation de la
jonction branchée. Cette hypothése a été confpaéene étude récente de Co et al. (Co et al.
2007) qui a montré également une interaction diremmtre les filaments d’actine et le
domaine WH2 de N-WASP associé & une molécule detiGea Dés lors, il semble donc bien
y avoir deux voies d’interaction possibles entieflaments d’actine et I'activateur : directe,
via le domaine WH2 en complexe avec l'actine G,ralirecte, via VCA liant le complexe
Arp2/3. La question importante qui se pose estdgusence des réactions qui suivent
l'interaction de WH2-g-actine avec une extrémitébBa, dans le contexte normal de
branchement, c’est-a-dire dans les conditions aidoleaine CA peut interagir avec Arp2/3.
Pour répondre a cette question, j'ai fonctionnatieé vésicules avec du VCA dont un des
domaines WH2 a été ponté chimiqguement a un monodiagcéine (appelé VCA-actine par la
suite). Ce pontage covalent empéche donc la detsarczide VCA de la jonction branchée.

En solution, le produit covalent VCA-actine poss&dméme activité de branchement
gue VCA seul. En revanche, les vésicules incubees différentes concentrations (100 nM a
1 uM) de VCA-actine pendant une durée variable 12 &eures) ne forment ni gel d’actine ni
comete, tandis que des vésicules VCA forment desetes en 30 minutes dans les mémes
conditions. L'utilisation d’actine fluorescente mas permis de distinguer de réseau d’actine
a la surface des vésicules VCA-actine : soit il a’ypas de filaments, soit ils sont trop peu
nombreux pour étre distingués du bruit de fond.

J'ai alors fonctionnalisé des vésicules « hybridiesubées en présence de VCA et

VCA-actine en proportions variables. A concentrmatiotale d’'incubation ([VCA] + [VCA-
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actine]) constante, j'ai observeé que, plus la prbpo de VCA-actine covalent augmente, plus
le nombre de vésicules initiant des comeétes et\#asse de propulsion moyenne diminue.
Les vésicules 100% VCA forment de longues cometes yésicules incubées avec 75% de
VCA et 25% de VCA-actine forment seulement des gelss pas de comeéte ; au-dela de 50%
de VCA-actine, on n’observe plus de gel autourwisscules (Figure IV-7). Ces résultats ont
été reproduits a des concentrations totales (VC¥CA-actine) de 250 et 500 nM dans le

milieu d’incubation. Il semble donc que l'inhibitiodu mouvement soit bien due a VCA-

actine covalent plutét qu’a un défaut de VCA aati& surface des vésicules.

100% VCA 75% VCA + 25% VCA ponté  50% VCA + 50% VCA ponté

Cc

D Longueur des cométes aprés une heure (pum)

130
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Figure IV-7 : Vésicules hybrides fonctionnalisées ka fois avec VCA et VCA ponté.

A, B, C: Vésicules comportant respectivement 100% de £ 3A75% de VCA + 25% de
VCA pontéB), 50% de VCA + 50% de VCA pon @pres une heure.

D : Longueur des comeétes d’actine aprés une heuoa $& proportion de VCA ponté

E, G, F : Exemples de gels d’actine initiés par des vésgtonctionnalisées avec 75% de
VCA + 25% de VCA ponté.

Ces résultats indiquent que VCA-actine inhibe kanfttion d’un réseau de filaments
branchés a la surface des vésicules. Pour configueice résultat n’est pas di a la déplétion
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du VCA par compétition avec VCA-actine, j'ai repé&expérience en incubant les vésicules
avec 500 nM VCA et des quantités supplémentaire¥@A-actine. Les résultats obtenus
sont analogues aux précédents, ce qui suggere Geadtine empoisonne la croissance du
gel d’actine par VCA.

Ces résultats sont en accord avec le modéle selquell la déstabilisation de
I'interaction avec VCA lors de l'incorporation duomomeére d’actine dans la branche conduit
au détachement du filament branché, permettarniggtion des filaments mere et fille (Le
Clainche et al. 2003)

La premiére explication serait que le détachemanthdnomere d’actine du domaine
VCA est requis pour permettre I'élongation desnfibmts mere et fille. Or le complexe
covalent VCA-actine est capable de brancher lesnféints en solution. Le détachement du
monomere d’actine ne semble donc pas requis paorgige I'élongation des filaments mere
et fille en solution. En revanche, lorsque VCAiesnobilisé sur une surface, le détachement
du filament branché est bien évidemment requis peumouvement (Kelly et al. 2006).
L’attachement permanent d’'un petit nombre de jomstibranchées serait donc suffisant pour

empoisonner le mouvement.

En conclusion, les différences observées entre €Cke en solution et immobilisé
sur un support suggerent que le positionnement@i& jdue un role crucial dans son activité,
et que des changements de conformation du compléxeArp2/3-actine sont probablement

nécessaires pour que le mécanisme de brancheniteviabte.
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V Modeéles théorigues de séqgrégation-diffusion.

1°) Principe

Le but de cette partie est de voir si le mécanisimeségregation-diffusion décrit
préecédemment permet d’expliquer les profils de énd’activateurs que nous avons
mesurés. En nous basant sur la description du nséecardonnée précédemment (figure Il1-
18), nous avons calculé les profils de densitéespondants et les avons comparés a ceux
obtenus expérimentalement. Nous calculons les Iprafe densité en nous basant sur
I'existence de deux populations de N-WASP a laas@rfd’'une vésicule propulsée en régime

continu stationnaire (Figure 1V-8 :

- Une population de sites N-WASP attachés a des ditesnd’actine. Comme la vésicule
avance par rapport a la comeéte d’actine, ces sitetsanimés d’'un mouvement opposé a
celui de la vésicule. On notela vitesse a laquelle les sites liés sont déplaegs
I'arriere de la vésicule au cours du mouvemergst exprimée en um/s. Comme on se
place a I'état stationnaire, la vitesse de la w#siest constante et la vitessee dépend

gue de la position de I'activateur a la surfacéadessicule.

- Une population de sites N-WASP libres, c'est-a-doe liés a un filament d’actine. Ces

sites diffusent librement avec un coefficient déudion D exprimé en um2/s.

Figure IV-8 : Les sites libres (en vert) diffusentibrement tandis que les sites liés (en
rouge) sont tirés vers l'arriere de la vésicule.
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Le but de ces calculs est de calculer la distrilouthéorique des densités surfaciques
ay(s) et ai(s) de chacune des deux populations d'activateure é¢slcomparer au profil de
densité mesuré(s)= gy(s)+oy(s) qui correspond a la somme des deux populationst oy

sont deux fonctions inconnues qui dépendent deddipn a la surface de la vésicule.

Nous avons vu que la liaison entre le filament étVNSP est transitoire, ce qui
signifie qu’il y a un échange permanent entre lesxdpopulations de sites N-WASP. Les
sites libres se lient aux filaments avec une véedsttachemenk, et les sites liés s’en
détachent avec une viteske et sont toutes deux exprimées €nElles correspondent a
I'inverse de la durée de vie moyenne de chaque état

2°) Géomeétrie du systeme et conditions limites.

Nous considérons que la vésicule est une sphéreaytin R et que I'ensemble
[ vésicule + comete] la une symétrie de révolutmiour de I'axe du mouvement. Chaque
point de la sphere peut étre repéré par les aggit# mais la symétrie de révolution fait que
le probleme est indépendant @eAinsi, tous les parametres et les densités dgifas des

activateurs ne dépendent que d'une variable daspdce : I'anglep, ou la longueur d’arc

s=R¢, qui varie de 0 a l'arriére de la vésiculaRa I'avant de celle-ci (Figure 1V-9)

Figure IV-9: Chaque point d’'une vésicule de rayon Rest caractérisé par les angle@et ¢
Comme le gel dactine posséde une symétrie de réuwtbn autour de l'axe du
mouvement, nos considérations ne dépend pas @ mais seulement dep ou de la
longueur de I'arc s qui peut varier de 0 a l'arriere de la vésicule &R a I'avant de celle-
Ci.
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Le fait que le systeme soit fermé impose que Ie flas sites N-WASP soit nul a

'avant (ssiR)comme a I'arriere de la vésicule (s=0). Les ctowl$ limites s’écrivent donc :
J,(s=0)=J,(s=0)=J, (s=R)=J,(s=R)=0 (1)
ou J (s) et J (s) correspondent respectivement au flux des bite®t libres

Les sites liés ont une densité surfaciggells ne diffusent pas mais sont tirés vers l'agide

la vésicule a une vitesselLe flux des sites liés s’écrit :

35(9) = ~v(s). 0, (S) 2)

Les sites libres ont une densité surfacigrjeet diffusent avec un coefficient de diffusion D.

Le flux des sites libres s’écrit selon la loi deki

3,(9=-D20,(9 @)

3°) Bilan des flux a I'’état stationnaire.

Afin d’écrire les équations différentielles caraidént le régime stationnaire,
effectuons le bilan des flux pour chacune des gmpulations de N-WASP a travers d’'une
petite bande d’épaisseds (Figure 1V-10)

J.(s) Jb(5+ds;

J (s) : J,(s+ds)
| | > S
0 S s+ds xR

Figure IV-10 : Bilan des flux sur une bande d’épaiseur ds pour les sites N-WASP libres
et liés a un filament d’actine
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a) Bilan sur les sites N-WASP liés a un filament d’amé.

Le flux total de sites liés entrant dans la banépalsseur ds égale la consommation

nette de sites liés dans cette bande.

Jp(s) = Jp(s+ds) = (k,0,(s) —k,0,())ds
0

Lorsque ds tend vers 0, cela donn%

Jy(8) =k,0,(s) —k,0,(9)

D’aprés I'équation (2), on a donc:

%[V(S) Oy, (S)] =k,0,(9) —k,0,(9) (4)

b) Bilan des flux pour les sites N-WASP libres.

De méme, pour les sites libres et en tenant codgt&quation (3), on a :

0|00, |_ _
g[D aS}—kbcfu(s) K,04(9) ©)

A I'état stationnaire, et en considérant D constintouple d’équations différentielles

a vérifier est donc le suivant :

-

- %[v(s)ab(S)] = =0,(9k,(9) + T, (S)k,(9)

) (6)

-0 L% - g, (9)k,(5) - 7, (Iks(9)

052
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c) Flux total en régime stationnaire

Comme on se place a I'état stationnaire, le flualtdoit étre nul en tout point de la surface :

0
Jb(S) + JU(S) =0 soit V(S) O'b(S) + DEO'U(S) = O, ce qui donne :

g.(s) = - u (7)

Le couple d’équations différentielles (6) est éqlewnt a :

(020, _ k(9 dg,

PS¢ ~P s as 9%

3 (8)
ay(9) = - %%

| v(s) 0s

Ce systeme d’équations différentielles ne peutréselu analytiquement, a moins que
D, v, k, andk, soient tous constants, auquel ¢cgés) et gy(s) seraient des exponentielles et
les conditions limites ne seraient pas satisfédégsation 1). Nous avons utilisé la méthode de

linéarisation d’Euler pour résoudre numeériquemersyisteme d’équations différentielles (8)

4°) Choix des parameétres v, ku, kb et D.

a) Coefficient de diffusion D.

La constante de diffusion devrait étre de I'ordeelgim?/s. Pour simplifier les calculs,
nous considérons que D ne dépend pas de la positida vésicule, ce qui revient a supposer
la diffusion des sites libres n'est pas génée parésence des sites N-WASP connectés au
gel d’actine. Bien qu’'on puisse s’attendre a ce tpsesites liés soient a I'origine d’'une
diminution du coefficient de diffusion des sitdsréis et favorise leur confinement, le nombre
de sites N-WASP connectés au gel d’actine estsaaiblablement faible et cet effet doit étre
modéré. En effet, la surface des vésicules estdtitre saturée par N-WASP : la distance
moyenne mesurée entre deux N-WASP voisins (librdiésua un filament d’actine) est de
'ordre de 18 nm a l'arriére des vésicules. Cetileur est relativement élevée comparée a la

taille approximative d’'une molécule de N-WASP (eowi3 nm).
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b) Vitesse v de déplacement des sites liés vers Eeride la
vésicule.

Les sites N-WASP liés a un filament d’actine soréstvers l'arriere de la vésicule,
qui est propulsée a une viteség,y par rapport au gel d’actine. Les sites N-WASP ¢iést
tirés vers l'arriere de la vésicule selon une dioecparalléle a 'axe du mouvement mais
comme ils restent attachés a la surface de lawésieur déplacement pendant un terdps

correspond a la projection 8gyy . dta la surface de la vésicule (Figure IV-11) :

V(S) = Wsuv - SIN(S/R) avec ¥yy =1um/min.

sin(6) = (v-At)(Vgyy "At) = vIVg,y

vV =Vgyy - 8in(6) = Vgy - sin(s/R)

Figure IV-11: Les sites N-WASP lies a un filament ‘@ctine sont tirés vers l'arriere de la
vésicule a une vitesse correspondant a la projectiode Vgyy .dt sur la surface de la
veésicule soit v(s) = ¥uyv.sin(s/R) ou \kyy est la vitesse de propulsion de la vésicule, soit
1pm/min en moyenne.

c) Vitesses d’attachement et de détachemenjetkk,

La vitesse de détachemekt correspond a l'inverse du temps de liaison entre N
WASP et un filament. En effectuant un calcul rapil#ela proportion de filaments liés, on
peut estimer que la durée de la liaison N-WASPvatgur est selon toute vraissemblance
inférieure & 1 ou 2 secondes, cette valeur decbsistitue la borne supérieure kie Nous
avons testé différentes valeursigedans les calculs : ces calculs montrent que tBesaleur
du rapportk, / k, qui compte et non pas la valeur absolu&kgdiCe résultat traduit le fait que

la proportion de filaments attachés et détachéa kEstjuilibre pendant le mouvement.
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Ces calculs ne prennent pas en compte le faitajpeesence du gel d’actine affecte a
la fois le taux d’attachement et le taux de détawhe. En effet, le taux de détachement
dépend de la force exercée sur la liaison N-WASP2/&-filament. Lorsque les sites liés a un
filament d’actine se trouvent initialement sur @dou a I'avant de la vésicule, cette force se
traduit par leur déplacement vers l'arriere de é&sioule. En revanche, les sites situés a
I'arriere de la vésicule n’ont pas la possibiligé épondre a cette tension en se déplacant, ce
qui a pour conséquence de d’augmenter la tensiors’gerce sur la liaison N-WASP-
Arp2/3-filament. Le taux de détachement est dorsceptible d’étre plus éleve a l'arriere de
la vésicule. Cette probable inhomogénéité du taudé&tachement a la surface de la vésicule
n’'est pas prise en compte dans les calculs.

Le taux d’attachemerk, correspond a l'inverse du temps pendant lequeditenN-
WASP reste libre de diffuser avant de se lier dilament d’actine. Ce temps comprend des
étapes intermédiaires successives : le recrutediany2/3 par N-WASP puis la capture du
bout barbé d'un filament par Arp2/3. Ainsi, la @& d’attachemenk, dépend de la
concentration d’Arp2/3: plus la concentration d)&f3 est élevéee, plus un filament a de
chances de se lier rapidement a un site N-WASP Ebrplusk, augmente. Pour une raison
identique,k, augmente avec la densité d’actine. Les calculsetntréalisées dans plusieurs
cas de figure : avek, constante ou avdg variant de maniere similaire a la densité d’'actine

mesurée en fluorescence.

N-WASP
ky |N-WASP | k; | 4 Amp2s3
N-WASP Libre | . | +Arp2/3 | " | | Filament
+ Arp2/3 + Filament (libre) (lié)
+ Filament
K
k,

Figure IV-12: L’attachement de N-WASP & un filamentd’actine se fait en deux étapes :
N-WASP libre lie d’abord le complexe Arp2/3 avec ua constante de tempg; puis le
complexe N-WASP-Arp2/3 se lie a un filament d’actia avec une constante de temjs.
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5°) Résultats.

Dans les calculs, nous avons choisi un diamétr® de 6 um. Lorsque nous avons
considéré des profils de densité d’actine expérieneq les calculs ont été effectués avec le
rayon réel de la vésicule.

Les profils de densité de N-WASP obtenus avec &suts sont en accord avec ceux
mesurés expérimentalement. Lorsqu’on diminue l@wabek, pour rendre compte d’'une
faible concentration d’Arp2/3, on obtient bien uofg de N-WASP aplati, synonyme d’un
faible taux de ségrégation, comme cela a été mesyérimentalement. Lorsqueg varie
selon une fonction 0,33.sin(s/R) correspondantsjgosment a la densité d’actine mesurée
expérimentalement, on obtient des profils de dérdgtN-WASP similaires a ceux de I'actine
mais légerement moins ségrégés, confortant letaésaxperimentaux.

Enfin, les profils calculés permettent de détermime taux de ségrégation de 0,58
pour I'ensemble des sites (libres+liés) tandis lguux de ségrégation est de 0,63 pour les
sites liés. Or, les molécules d’Arp2/3 a la surfdes vésicules correspondent a tous les sites
N-WASP liés et une partie des sites N-WASP libreemplexe avec Arp2/3 mais non liés a
un filament. Ces résultats sont donc en accord kvédt que le taux de ségrégation mesuré

pour Arp2/3 soit supérieur a celui de N-WASP.
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Figure 1V-13: Profils de N-WASP calculés avec diffiientes valeurs du taux
d’attachement k, constantes autour de la vésicule.

La vésicule a un diametre R = 6 um et est propuls&une vitesse ¥yy = 1pum/min. La
vitesse v a laquelle les sites liés sont ramenésaariere de la vésicule est une fonction
sinus. La vitesse de détachement est constante ativk,=1 s’. Les sites libres diffusent &
une vitesse constante D=1 um?/s. La vitesse d’attement est constante et différentes
valeurs ont été testées : 0,5'qcourbe violette), 1 & (courbe bleue), 2 § (courbe verte)

et 2 ' (courbe rouge)
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Figure 1V-14: Profils des sites N-WASP libres et &s obtenus par les calculs.

La vésicule a un diametre R = 6 um et est propufséme vitesse ddv = lpm/min. La
courbe verte représente le profil de densité des Si-WASP liés, la courbe bleue celui des
sites libres, la courbe rouge correspond a I'enskenales sites, c'est-a-dire la somme des sites
libres et liés. La courbe violette représente lefiprde densité d’actine calculée par une
fonction analytique arbitraire servant aussi a reeadcompte de la dépendance dgeek
fonction de la densité d'actinek,(s) =k, (1+ 033cos(/R)) avec k=30. La vitesse v a

laguelle les sites liés sont ramenés a l'arriérel@e@ésicule est une fonction sinus. La vitesse
de détachement est constante et vagB® s-1. Les sites libres diffusent & une vitesse
constante D=1 um2/s.

Comme cela a déja été mentionné plus Hawugmente avec la densité d’actine. Les
calculs ont été réalisées dans plusieurs cas deefigaveck, constante (Figure 1V-13) ou
avecky variant proportionnellement a la densité d’actimesurée en fluorescence (Figure IV-
14). Lorsquek, est constante ou dépend de la densité d’actindatelgmar une fonction
cosinus, le profil de N-WASP obtenu est symétrigiene correspond pas parfaitement au
profil expérimental, qui est beaucoup plus resserré

Afin de tenir compte avec justesse de I'effet dddasité d’actine sur la valeur &g
on se base sur les profils de densité expérimergawn considere que le passage de I'état
libre a lié se fait en deux étapes. Jusqu’a présentonsidere que les filaments se lient au
complexe N-WASP-Arp2/3. En réalité, N-WASP doit lobad recruter et activer le complexe
Arp2/3 avant de pouvoir se lier a un filament diaet La conséquence de ceci est que le

tempst pendant lequel un site N-WASP reste libre corredpa la somme du temps

nécessaire pour recruter le complexe Arp2/3 etesops 7, nécessaire au complexe N-

WASP-Arp2/3 pour lier un filament d’actine.
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La vitesse d’attachement totddgeest alors définie par la relation suivante (Figtd 2):

1 1 1 1 1
kb k1 k2 avechy Tl etk T2

La vitesse dattachementk, dépend de la densit¢é dactifig,(S):

K, = Kag- Tact(S) . Dans les calculs, on choisit une vitesse d’attantk; trés élevée pour

mettre en évidence le réle individuel de la dendit&tine sur lek,. En pratique, on prend
k:=1C°, ce qui revient & ne pas tenir compte de la prenééape (recrutement du complexe
Arp2/3 par N-WASP).

La densité d’'actine est mesurée a partir de I'siténde fluorescence. Pour que les
profils d’actine soient comparables d’'une imageaatte, I'intensité de fluorescence est
normalisée de maniere a ce que la médiane soiineode 1. Le profil d’actine mesuré est

ensuite approximé par une fonction analytique exipé de type gaussienne.

3510 T 220 . :
A N-WASP B - Données expérimentales
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Figure IV-15: Profils de N-WASP expérimentaux et alculé avec un | constant ou
dépendant de la densité d’actine.

A: DistributionsdeN-WASRennoir) etd’actine(en bleu) mesurées sur une vésicule de 4,8um
B : Le profil de N-WASP expérimental (courbe rougepeintillés) est comparé a celui issu
de calculs réalisés avec un kb constant (courbed)let avec kdépendant de la densité
d’actin (courbe verte). Pour les calculs réalisgckinstante, §&&8,9¢et k=1. Pour les calculs
réalisés avec k dépendant de la densité d'actine, le profil d'aeti expérimental est
approximé par la fonction gaussienne 10800.exp£8)32+2080 et =3, Kic=6.5

La vésicule a un diameétre de 4,8 um et sa vitessale ¥yy = 1lum/min. D=1 pm2/s
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On voit que le profil de N-WASP issu des calculear® compte de l'effet de la
densité d’actine sug, est bien plus proche du profil expérimental queicgbtenu avec uky
constant (Figure 1V-15). Toutefois, il est possibke raffiner davantage les calculs en tenant
compte du fait que la diffusion des activateurselibest limitée par le gel d’actine, notamment
a l'arriere de la vésicule, ou la densité d’actifig,(s) est 4,2 fois plus élevée qu'a I'avant
(Figure 24). Qualitativement, et en premiére appnaxion, le coefficient de diffusion est

exprimé de la maniére suivante pour rendre compteetieffet:D(s) = D ..., (1- a. f ., (5))

ouD est le coefficient de diffusion de N-WASP a laface de la vésicule en I'absence

constant

d’actine (D =1,1um2/s) et le coefficierd correspond au pourcentage du coefficient de

constant

diffusion perdu a cause du gel d’actine (figuresl®/et IV-17)

D

constant

Figure IV-16 : Le coefficient de diffusion D dépendie la densité d’actine le long de l'arc
S. D_.«ae €St le coefficiende diffusion de N-WASP en I'absence d’actinel,,.,=1,1

puma2/s). Le coefficient a correspond au pourcentag#e diffusion perdu a cause de l'actine
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Figure IV-17: Profils de N-WASP expérimental et catulé avec une vitesse
d’attachement k;, et un coefficient de diffusion D qui dépendent dia densité d’actine.

Le profil de N-WASP expérimental (courbe rouge en gintillés) est comparé a celui issu
de calculs réalisés avec unpket un coefficientde diffusion qui dépendent de la densité
d’actine (courbe bleue). D = 1.1 (1-0,98 exp-(x/7J) et la densité d’actine expérimentale
est approximeée par la fonction gaussienne 10800.efp'5.53)"2+2080. La vésicule a un
diamétre de 4,8 um et sa vitesse est de) = 1 pm/min. k,=3.1 k= 25. k=5
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Chapitre V : Etude des forces générées
par le gel d’actine

Cette partie théorique porte sur I'étude de la ae&tion par le gel d’actine des
vésicules en mouvement continu (stationnaire).r@eatl est réalisé par Ruben Gracia, dans
le groupe de Reinhard Lipowsky au Max Planck lostitof Colloids and Interfaces (Golm,
Allemagne), dans le cadre d'une collaboration. Desaux précédemment publiés ont
consisté a déterminer la distribution des forceardir de la forme de la vésicule (Giardini et
al. 2003; Upadhyaya et al. 2003), (Boukellal e2@04), (Trichet et al. 2007). Ici, les forces
mises en jeu sont les mémes mais elles sont cakal@artir des distributions d’actine et de
N-WASP a la surface de la vésicule pour prédirefeme et la comparer a la forme
expérimentale. Notre idée est que la forme de s&cute dépend de I'équilibre entre I'action
des sites N-WASP attachés au gel d’actine, quicexemune force de traction vers l'arriére, et
celle des filaments libres qui s’'allongent et pems<ontre la membrane.

Ma contribution expérimentale a ce travail a caésid acquérir des données en
double-fluorescence de l'actine et de l'activateur des vésicules déformées pendant leur
propulsion. R. Gracia a développé des programmes BoageJ pour mesurer les profils de
distribution des deux protéines le long du conties vésicules. Il a ensuite utilisés ces profils
dans le calcul du bilan des forces appliquéesesuvésicules, pour remonter au calcul de leur
contour. Dans un premier temps, nous avons estigé garametres physiques des
membranes, la rigidité de courbukeet la tension de surfatea partir de I'analyse des
fluctuations des membranesetZ ont ensuite été intégrés dans le modéle de défanmae
la vésicule.

Les principales hypotheses pour simplifier le chttas forces sont les suivantes :

- en régime stationnaire, la forme des vésiculescdmm volume et sa surface, sont
conserves ;
- I'ensemble [vésicule + gel d’actine] possede uneélyie de révolution autour de

I'axe de son mouvement ;

- les protéines en solution (gelsoline, ADF, pro@lime sont pas prises en compte pour
le calcul de génération de force : on considerespuge l'interaction entre N-WASP

et le gel d’actine est responsable de la déformates vésicules.
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| Estimation de la tension de surface et la rigidé de
courbure

La rigidité de courbure& représente la flexibilité de la membrane. Elleregpond a
I'énergie nécessaire pour courber la membrane. Danpremier temps, j'ai suivi a haute
fréquence (20 Hz) les fluctuations de vésiculeoréiscentes (1% mol/mol de lipides-
rhodamine) fonctionnalisées avec N-WASP dans lealutisn de gonflement (i.e. en
'absence des protéines de la motilité) : il n'ypas de gel d’'actine qui croit autour des
vésicules et la membrane ondule fortement (Figu.\Les contours des vésicules ont été
analysés grace a un programme développé sous Ipag®&] Gracia. Pour que le programme
puisse détecter le contour des vésicules, il a fablserver des vésicules exemptes de défauts,
avec un trés bon rapport signal/bruit (pas d'autrésicules ou de débris lipidiques a
proximité de la vésicule étudiée). Avoir des filme qualité suffisante pour en faire une
analyse automatique a nécessité beaucoup de tengpsfferts. L'analyse des fluctuations
d’'un grand nombre de vésicules a permis de dédmieerigidité de courbure moyenne de 1-
3e2% J. Cette valeur est cohérente avec la littératti@rrespond & une rigidité de courbure

assez faible.

Figure V-1: Mesure des fluctuations de membrane emicroscopie de fluorescence.
Images d'une méme vésicule fluorescente de 3,5undiateetre, acquises a 200ms
d’intervalle.

La tension de surfacE correspond a I'énergie nécessaire pour augmeaiez be la
membrane. Contrairement aux gouttelettes d’huiléadension de surface est constante et la
surface de la goutte variable, la surface des ulesicest constante et la tension de surface
varie localement lorsque des forces tendent ardiétiCommeX n’est pas constante a la

surface des vésicules, ce parameétre est difficistianer.
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Les fluctuations d’'une vésicule soumise a une peation extérieure sont modifiées, et
'analyse des fluctuations permet d’évaluer le ggament de tension de surface (Kwok and
Evans 1981). Dans notre cas, lorsque la membraneoayprimée par la croissance du gel
d’actine, les fluctuations de membrane vont diminu®rsque la rigidité de courbure est
connue, cela permet destimer la tension de surfacgenne. J'ai donc mesuré les
fluctuations de vésicules juste aprés les avoicgda dans le milieu de motilité, puis a
différents temps lorsque le gel d’actine croit autd’elles. Méme si on ne peut observer que
tardivement I'apparition du gel d’actine, celuiadmmence a croitre tres rapidement autour
de la vésicule, ce qui rend tres difficile la mesdes fluctuations a I'état initial sans gel
d’actine. Nous n’avons donc pas pu obtenir unenedion de la tension de surface moyenne
par ce type d’expériences.

A défaut de fournir une valeur moyenne de la tansie surface, ces expériences ont
toutefois permis de déduire une limite inférieueeed En effet, on constate qu’en présence du
gel d’actine, les fluctuations de membrane ne ptud détectables en microscopie optique.
Comme le plus petit déplacement détectable correspda taille d’un pixel (environ 10m),

on a pu en déduire que la tension de surfaceataitoins de I'ordre de TIN/m.

Il Analyse des contours et mesure des densités diae
et de N-WASP.

Les intensités de fluorescence de N-WASP-Alexa dtB8’actine-rhodamine le long
des contours de vésicules ont été mesurées expdail@ment par microscopie de
fluorescence (Figure V-2A).
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V- 2 : Distribution de N-WASP et d’actine sur une ésicule de 6 pum.

A) Images en fluorescence de N-WASP-Alexa 488 (Enetel’actine-rhodamine (en rouge).
B) Profils de densité de N-WASP (en vert) et d'&cfjen rouge) normalisés mesurés par
I'algorithme de détection de contour écrit sous fyaa
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L’analyse des images est réalisée avec un algaitiéveloppé sous Imaged par R.
Gracia. Le contour de la vésicule est détermind@réirpde I'image en fluorescence d’Alexa
488. Les profils d’'intensité de I'actine et de N-\WWR sont ensuite mesurés le long du contour
de la vésicule et les intensités sont normalisaee € et 1 (Figure V-2B). Les profils d’actine
et de N-WASP sont ensuite lissés dans le but dmbtieux fonctions continuefg.(s) et f-
wasp(S) décrivant les distributions d’actine et de N-WABHong de I'arcs du contour de la
vésicule. En premiéere approximation, on consideeeltintensité de fluorescence mesurée est
proportionnelle a la densité surfacique des pregiha forme de la vésicule, déterminée a
partir du profil d’'intensité de N-WASP, est ellesaulissée puis redimensionnée par rapport

au rayon d’'une sphére de méme volume que la végiEigure V-3).

X
A

v (s)

S
x(s)
%

-

Figure V-3: Contour apres lissage de la vésicule mtrée en Fig. V-2, et systemes de
coordonnées utilisés pour décrire le systeme.

Z est I'axe de révolution de la vésicule. x cormgp a la distance orthogonale allant d’'un
point de la membrane a I'axe Z. s est la longueut'ac décrivant le contour de la vésicule
au départ du péle arriere de la vésiculg.correspond a I'angle entre le vecteur tangent au
contour de la vésicule et 'axe X. La fleche indida direction du mouvement.

l1l Bilan des forces sur une vésicule déformée pdn
comete d’actine.

Pour déterminer la forme de la vésicule, il fauirefale bilan des forces qui
s’appliquent en tout point a la membrane. Cetteage est semblable a celle développée par
Boukellal et collaborateurs dans I'étude de la pisipn de goutelettes d’huile (Boukellal et
al. 2004). Cependant, ici, la répartition des ferest basée sur la distribution des molécules
de N-WASP et d’actine a la surface des vésiculesumee expérimentalement.

Nous nous placons dans le référentiel de la vésicel qui revient a considérer qu’elle
est immobile et qu’elle est entourée d’'un flux bedie dont la direction est opposée a celle du

mouvement.
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Ces forces ont trois origines différentes :

- des forces hydrodynamiques dues au flux de fluideua de la vésicule ;

- des forces de traction et de poussée exercées gal dl'actine selon que les filaments
soient attachés ou non a la vésicule ;

- la réponse de la membrane, qui tend a s’opposedé@imxmations, de par sa rigidité
de courbure et la tension de surface.

Ces forces peuvent étre décomposées en des cortgmBammales et tangentielles.

Considérons d’abord le bilan des forces tangeatiella composante tangentielle des
flux hydrodynamiques dépend de la vitesse de lawies Toutefois, comme la vitesse de la
vésicule (v ~ 1 um/min) est faible, la force visgseest inférieure au pN, donc négligeable.
L’actine exerce également des forces tangentigilesqu’elle induit la ségrégation de N-
WASP. Toutefois, comme N-WASP est attaché a dedel§pnickel dans une membrane
fluide, on considére que la traction vers l'arriéies sites N-WASP liés se fait sans grande
résistance. A I'échelle microscopique, les forcasgentielles dues a l'actine vont juste
provoguer une réorganisation trés rapide des kpains la membrane. Aux forces dues au
flux et a I'actine vont s’opposer des forces dues gradients de tension de surface. Les
premieres étant faibles, les variations Hepeuvent elles aussi étre considérées somme

négligeables. En premiére approximation, on a @ond et v = 0.

Le bilan des forces peut donc étre fait suivartdaposante normale uniquement. Le
contour des vésicules et les forces sont expriraés tk systeme de coordonnégg)(plutot
gue dans le systeme de coordonnées cartesienn@sd@inis en Figure V-3 (Seifert et al.
1991). A I'équilibre, le bilan des forces en towtimt de la surface s’écrit (Zhong-can and
Helfrich 1989)

p-25H +Kk(2H — )| 2H2——2—¢,H |+2kAH =0
GG,

Ou p est la somme de la différence de pressiae €mitérieur et I'extérieur de la vésicule
(due a la pression osmotique) et de la pressiorcéggar le gel d’actine ;

> etk sont la tension de surface et la rigidité de corelde la membrane ;
. . 1
Co, C1 €t C, sont les courbures spontanée et principales] ertE(c1 +c,) la courbure

moyenne de la membrane ;
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Dans notre systeme de coordonnées, les courbunegppiesc, et c, s’écrivent

sin(¥(s)) _0¥(s)
—X (s et Gy (S) os

Cc, correspond a une éventuelle asymeétrie dans la esitign lipidique des deux feuillets ou

¢, (s) =

bien a la forme adoptée par la bicouche en l'aleseate contrainte. On considéere que les
vésicules étudiées ne présentent pas de courboméasige.
D’aprés les mesures de fluctuations thermiques Reftie | du chapitre)z étant

supérieure & TON/m etk é

tant de I'ordre de I8 J, la contribution de la rigidité de courbure pégligeable

devant celle de la tension de surface.

Le bilan des forces en tout positlu contour peut, au final, étre simplifié a :

sin(¥(s)) , 0¥(s)

Ps)= -2 X(S) 0s

L'objectif est de vérifier qu’il est possible deépiire la forme de la vésicule en
considérant que celle-ci est principalement détegmipar l'action antagoniste de deux
populations de filaments d’actine : ceux qui netg@s liés a N-WASP et qui poussent contre
la paroi de la vésicule ; ceux qui sont liés a N-8PAet qui tirent la vésicule vers l'arriere.
Pour vérifier cette hypothése, R. Gracia et R. Wigky proposent un modele simple pour
décrire la pression subie par la vésicule en fondlies densités d’actine et de N-WASP.

Nous supposons que, tout le long du contour, tdestéme fraction de sites N-WASP
qui est liée a des filaments d’actine, alors lazdode traction exercée par les filaments liés a
N-WASP est directement proportionnelle a la dens&édN-WASP f,,_,.ss(S ) On considere

également que la force de poussée est directemenbrtionnelle a la densité de filaments
libres T, (S) = frowase(S). Le terme de pression se décompose donc de laéreani

suivante :

P(S) = P+ a(fae(S) = Fyomase(S)) + bfyase(S)
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Ou p correspond a la différence de pression entre tiee et I'extérieur de la vésicule, qui

rend compte du fait que le fluide est incompressibl

Au final, 'équation de Laplace s’écrit :

sin(W(s)) , a¥(s)

X(s) 0s L a( Paa(8) = fN‘WASP(S)) +Dfy wase(S)

2

IV Résolution de I'éguation et détermination de la
forme de la vésicule.

Les parameétres a, b et p dans I'équation ne saninp@pendants et sont déterminés en
utilisant la méthode de shooting to a midpoint ¥Vetterling et al., 1997), qui consiste en

deux étapes :
1) avec deux parametres fixés, on trouve le tnmisiqui vérifie les conditions limites ;

2) ensuite on cherche les deux premiers pour lelguebntour calculé de la vésicule se

rapproche du contour expérimental (Figure V-4).

Comme la tension de surfaEen’est pas connue, les trois parametres sont ditésm

en fonction d& et sont donc exprimés en nN/firsi s est exprimé en mN/m.
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Figure V-4 : Superposition des contours théoriquegn vert) et expérimental (en rouge)
de la vésicule montrée en Fig.2, dans le systeme amrdonnées (Z,X) normalisé par le
rayon Ry d’'une sphere de volume identique a celui de la viéale. Les parametres a, b et
p utilisés pour superposer les contours sont: aG1%, b =-0,3, p =-0,4%.
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Une fois a, b et p déterminés, on peut calcul@rddil de la pression totale exercée en
tout point de la membrane (Figure V-5), ainsi qadlistribution des forces, en unités Xle

sur la vésicule (Figure V-6).
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Figure V-5 : Distribution de la pression le long ducontour de la vésicule montrée en
Figure V-4. P est calculé avec les paramétres a16%), b (-0,3®) et p (-0,4%) définis a
la Fig. V-4 et les profils de densités de N-WASP efactine mesurés et montrés en Fig.
V-2.
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Figure V-6 : Distribution des forces a la surface d la vésicule.
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Au vu des résultats ci-dessus, on peut interptéteoefficient a comme représentant
le terme de poussée par le gel d’actine alors qoertespond a un terme de traction par le
gel. Dans I'équation finale des forces, le termeaast attribué a I'action des filaments libres
qui poussent contre la membrane, celui en b aidlaaies filaments lies a N-WASP qui
exercent une force de traction, en accord avecodete de ¢ethered ratchep de Mogilner
et Oster (Mogilner and Oster 2003).

Le modéle proposé ici ne permet pas de mesureraténe quantitative la distribution
des forces s’exercant sur la vésicule car la tend® surface n’est pas connue. Il serait trés
profitable de pouvoir au moins estimer la tensiensdrface moyenne des vésicules étudiées
et proposer un modéle convaincant permettant dedercompte des gradients de tension de

surface le long du contour de la vésicule. Selaretarraisemblance, la tension de surface
varie en fonction de la densit¢ de N-WASR(S) =Z+ afy_yasi(S). Néanmoins, la

détermination du coefficiert n’est pas triviale.

Il semble également que les forces de tractiomsaigpérieures aux forces de poussée
(Figure V-6). Le modele de poussée/traction pafil@sents ne suffit donc pas a expliquer le
mouvement. Le gel d’actine doit également emmagasies contraintes internes et exercer
une force en retour pour compenser ces forcesadgdan importantes et que la vésicule soit
poussée vers l'avant, en accord avec le modele elfllélgstique. C’est donc plutbt une
combinaison des deux modéles qui permettrait derdde phénomene de propulsion basé

sur la polymérisation d’actine.
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Conclusions et perspectives
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Conclusions.

L’analyse du mécanisme moléculaire qui sous-tenchddilité basée sur 'actine est
rendue trés complexe vivo par le nombre important de facteurs de régulationf I'activité
biologique est souvent redondante, et qui peuvegt de maniére non indépendante.
L'utilisation d’'un systeme reconstitué minimal vitro prend tout son sens en permettant de
ne faire intervenir que le strict minimum d’acteprstéiques et de contréler le maximum de
parametres, biochimiques ou physiques. Une telbeogpe a plusieurs objectifs : elle permet
de tester les concepts fondamentaux utilisés peellale vivante pour engendrer la motilite,
elle permet de démontrer le réle des facteurs @stenredondantsn vivo (comme les
protéines de coiffe), enfin elle permet d’augmeptegressivement la complexité du systeme
pour se rapprocher du contexte cellulaire, et deigéles modes plus fins de régulation (par
exemple le rbéle de cappeurs faibles, ou de pratéijue comme la twinfiline combinent des
activités biochimiques multiples). Le systeme deppision de billes solides fonctionnalisées
a en ce sens fourni des informations mécanistignpertantes et a permis la mesure de force
produite par polymérisation dirigée d’actine. Lligtation de liposomes fonctionnalisés a
permis d’analyser un paramétre important dans lawvement cellulaire: le réle de
l'interaction du cytosquelette avec la membranarmigue. En effetin vivo la dynamique de
la membrane et du cytosquelette sont étroitemenplées du fait que les filaments sont
initiés par une machinerie protéique associée méabrane. Bien que les liposomes ne
fournissent qu’une image simplifiée et imparfaiteld membrane biologique, ils permettent
d’aborder de facon simple le réle de deux pararséti@ns la motilité: la fluidité de la
membrane et sa déformabilité. L'étude de la prapalge vésicules formées d’'une bicouche
lipidique (GUVs) placées dans le milieu de maotilidinimum constitue un systéme
biomimétique de choix. Nous avons pu, en agissanties variables physico-chimiques du
milieu, reproduire des mouvements saltatoires oésede maniére circonstancielle dans la
propulsion de mutants de Listeria. L’analyse denoeivement a permis de mettre en évidence
comment la mobilité des initiateurs des filamerdaagdl'environnement fluide le la bicouche
lipidique facilite la polarisation de la vésiculé B maintien de la directionnalité du
mouvement, fournissant ainsi une explication mdiicel d’une caractéristique essentielle du

mouvement cellulaire et du chimiotactisme.
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Un autre aspect important de notre travail a éténdatrer comment une étude du
mouvement a I'échelle mésoscopique pouvait mettrieimiere les mécanismes moléculaires
responsables du mouvement. Nous avons ainsi mqué&éd’interaction entre les filaments et
la machinerie N-WASP se fait par I'intermédiaire cmplexe Arp2/3, et que la réaction de
branchement, en établissant ce lien, participe setgégation des molécules de N-WASP,
initiateurs de filaments. J'ai montré que la bateatre mouvement saltatoire et mouvement
continu dépend de la capacité des vésicules a emaina ségrégation des activateurs établie
lors de linitiation du mouvement. Le comportememitile des vésicules est contrdlé par un
mécanisme de ségrégation-diffusion qui dépend denaentration de complexe Arp2/3. Ces
résultats vont dans le sens du modéldedieered ratchetet montrent que la proportion de
filaments attachés et détachés est doublementidéatpar la réaction de branchement — donc
par Arp2/3 — et par la mobilité de N-WASP a laface du liposome.

Ces résultats ont été confortés par I'étude du mment de vésicules fonctionnalisées
avec le fragment VC de N-WASP, qui a une activitdébdanchement tres affaiblie, mais fixe
l'actine G comme N-WASP (ou comme VCA) par son domaVH2. Les vésicules VC
montrent alors une densité de branchement de |l@teotnois fois plus faible et une vitesse de
propulsion deux fois plus grande que les vésicfdastionnalisées par VCA. La proportion
plus faible de filaments attachés explique pourgl@oimouvement est plus rapide. La
morphologie des cométes est également affectéecemgre de la cométe présente une
surdensité d’actine au sein de laquelle la dendgitBranchement est deux dois plus faible qu'a
la périphérie. Le gel étant plus lache que cehtgiemdré par VCA, il s'ouvre plus facilement
et la croissance d’un gel d’actine a I'avant dedsicule n’engendre pas 'arrét de la vésicule :
on n'observe pas de mouvement saltatoire sembéabédui observé avec N-WASP et VCA,

et les vésicules ne sont pas déformées pendardueament.

Le modéle de ségrégation-diffusion est conforté gas calculs théoriques qui
prédisent la distribution des activateurs en carsiot deux populations de sites N-WASP:
ceux qui sont liés a un filament d’actine par Bimhédiaire du complexe Arp2/3 et ceux qui
sont libres de diffuser a la surface de la vésidigecas des vésicules VC peut étre vu comme
une situation ou la constante d’association aaiwafilamentk, est plus faible qu'avec N-
WASP.
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Le rbéle de linteraction dynamique des filamentee@WN-WASP-Arp2/3 dans le
mouvement a été approfondi en fonctionnalisantigesomes avec le fragment VCA dont le
domaine WH2 est couplé covalemment a la moléculeGemctine qui est nécessaire au
branchement. Ce complexe covalent possede uneitéctie brachement de filaments
inaltérée en solution, mais une fois immobiliséaaslirface du liposome, mémle en faible
proportion par rapport a VCA, il engendre une fomdibition du mouvement. Nous
proposons que l'attachement permanent des filament€A-actine, une fois la molécule
d’actine incorporée dans la jonction branchée, responsable de cette inhibition. Le
mouvement requiert la dissociation de la jonctisanbhée de VCA. La encore ce travalil
éclaire le rble des étapes élémentaires du progedsubranchement dans la motilité a
I'échelle mésoscopique

Enfin, les études réalisées en collaboration avebeR Gracia, dans le groupe de
théoriciens dirigé par Reinhard Lipowsky au Maxnelkalnstitute of Colloids and Interfaces
de Golm ont montré que la forme adoptée par lacussien régime de propulsion continue
peut étre prédite a partir des paramétres physidessésicules et des profils de densité de
lactine et de N-WASP. Cette approche est entierenm@uvelle car, la distribution des
pressions s’exercant sur la vésicule est habiimelld déterminée a partir de la forme de la
vésicule. Les résultats obtenus confortembodéleselonlequelil existe deux populations de

filaments d’actine:

- les filaments liés a N-WASP par I'intermédiaire @mplexe Arp2/3 et qui freinent le
mouvement de propulsion en exercant des forceadion

- les filaments qui poussent contre la membranerétent au mouvement.

Le fait que la densité de N-WASP soit la seulealdd a considérer pour rendre
compte des forces de traction et prédire la formacte de la vésicule prouve que

I'attachement se fait bien par I'intermédiaire d&\BASP.
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Perspectives.

1) Mesures de la dynamigue de N-WASP en interactime@la membrane
et les filaments par FRAP & FLIP

Le modele de ségrégation - diffusion des activatetird’attachement transitoire des
filaments a N-WASP par lintermédiaire du complexap2/3 permet d’expliquer
efficacement le mouvement saltatoire. Les caldudeitiques réalisés permettent de retrouver
les profils de N-WASP mesurés sur des vésiculaa@mwvement continu, cependant la preuve
expérimentale directe que ce mécanisme soit effsoent a I'ceuvre dans ce cas n’'a pas été
obtenue. En effet, dans le cas du mouvement cqri@aulistributions d’actine et de N-WASP
sont semblables au cours du temps, nous n'avondeppeeuve directe de I'existence de deux
populations de filaments.

Des expériences de photo-blanchiment de N-WASP uéanpr un fluorophore
extrinseque semblent indiquées pour apporter ueeavpr expérimentale témoignant qu'il
existe bien deux populations de sites N-WASP, tiéhan lié aux filaments. Deux types

d’expériences sont envisageables :

1) On peut blanchir ponctuellement la partie aeride la vésicule en contact avec la comete
d’actine (FRAP) et observer le retour de la fluoege a cet endroit. Les sites N-WASP
libres doivent en effet diffuser rapidement. LetesiN-WASP liés aux filaments par
l'intermédiaire d’Arp2/3 doivent d’abord se détacl&ant de pouvoir participer au retour de

fluorescence, qui doit donc s’effectuer en deuxspia une rapide et une plus lente.

2) On peut aussi blanchir I'avant de la vésiculecentinu et étudier la cinétique de perte de
fluorescence (FLIP). La encore, on doit observee émolution biphasique traduisant la
différence de mobilité des deux populations desSiteNVASP.

Jusqu’a présent, cette expérience a été empéchééinaativation de N-WASP
fluorescent par la lumiére. La recherche de flubomps plus adaptés et le marquage de
résidus de N-WASP évitant ces problemes est erscour
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2) Mesure des constantes de temps d’attachement N-WA&R2/3 et N-
WASP-Arp2/3-filament

Pour aller plus loin dans I'analyse du mécanismet&faction activateur-filament, il
serait intéressant de mesurer les constantes dssegitassociées a chacune des étapes
conduisant a I'attachement d’un filament (constsudke temp$; etk; illustrées figure IV-21).

La détermination dé&, peut étre réalisée en microscopie de fluorescarmede évanescente
(TIRF) en mesurant le temps moyen d’attachement dilament unique au complexe N-

WASP-Arp2/3 immobilisé a la surface d’une lame dee.

3) Mesures du turnover de différentes protéines impligées dans le

mouvement.

La gFSM («quantitative Fluorescent Speckle Microscopya été jusqu’a présent utilisée
pour mesurer le turnover de I'actine (Watermanetet al. ), de la gelsoline (Watanabe et al.
,2002) et de 'ADF in vivo dans le lamellipode. t@etechnique pourrait étre utilisée dans le
systeme biomimétique de la méme maniére pour slganolécules individuelles dans la

comeéte au cours du mouvement.

4) Reconstitution de la protrusion.

La propulsion de vésicules permet d’étudier de aransimple le rdle de la mobilité
des activateurs et la déformabilité de la membrapete fois, dans les cellules, la courbure
de la membrane est inversée et la polymérisatiantide génére une force de protrusion et
non pas de propulsion. Afin de véritablement mimagprotrusion du lamellipode, il faudrait
gue la polymérisation de I'actine ait lieu a la gaconcave donc interne des vésicules.
Plusieurs travaux ont permis d’observer des prmngs membranaires par encapsulation
d’actine a une concentration d’au moins 50uM.

La densité d’actine dans le lamellipode et dansdméte propulsant des objets
artificiels est de I'ordre du millimollaire (Wiesnet al, 2003, Abraham et al. 1999). Un
rapide calcul montre qu’'une vésicule de 10um dendiee encapsulant 100uM d’actine
contient simplement la quantité d’actine nécessaila formation d’une couronne de gel
sphérique de 0,3um d'épaisseur. Ainsi, le recyclpge dépolymérisation du réseau déja

polymérisé et la création de nouveaux bouts badpfmraissent essentiels pour l'activité
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protrusive dans un tel systeme. Or, dans touteseXpgriences publiéebactine n'a été
encapsulée gu’'en compagnie de gelsoline et derdiff® agents de pontage mais sans le
complexe Arp2/3 ni les protéines accélérant ledmaling comme la profiline et I'ADF, dont
le role est de tamponner le milieu en actine-Gelibr

En outre, ces systémes ne contiennent pas d'aatigtnitiant spécifiguement la
polymérisation a la membrane comme c’est leigasvo: il apparait évident qu’un systéme
artificiel mimant efficacement la protrusion du kafipode doit inclure non seulement les
protéines accélérant le treadmilling de [l'actineismaussi les activateurs initiant la
polymérisation directement au niveau de la membrae&capsulation des protéines initiant
la nucléation de filaments et régulant le treadngllpose un certain nombre de problémes
techniques a résoudre.

Dans un premier temps, nous avons pu encapsul&aatiee fluorescente sous forme
monomeérique ou filamenteuse en fabriquant des fitémients dont la taille est contrélée en
ajoutant de la gelsoline. Aprés le gonflement, lidieon encapsulé est identique au milieu
externe : nous avons lavé ce dernier en faisamuleir lentement un flux de tampon
d’osmolarité égale a celle du milieu encapsulé nipourvu de protéines. Nous avons
également éliminé le milieu extérieur au moyen dexdcycles de dilution/sédimentation
apres le gonflement, réalisés en transférant pesdimes dans une cellule de sédimentation
contenant un milieu isotonique de plus faible d&ngue le milieu encapsulé. Les vésicules
sédimentent alors et se trouvent lavées et cormntiu fond de la cellule. L’'encapsulation
d’actine fluorescente nous a permis de contréler Itactine était bien encapsulée et que la
vésicule ne fuyait pas au cours du lavage. Noslteéswont confirmé ceux publiés dans la

littérature : les rendements d’encapsulation saibids.

Il faut donc s’orienter vers une autre techniquertant d’encapsuler I'intégralité du
milieu de motilité. Une approche intéressante psépopar Pautot et collaborateurs (pautot s
et al PNAS 2003) consiste a faire sédimenter descwies unilamellaires a travers une
monocouche de lipides. L’encapsulation du milieudsilité dans les vésicules est effetcuée
en réalisant une émulsion : le milieu de motilsé @acé dans un solvant organique contenant

des lipides venant d’adsorber a I'interface ergrmilieu aqueux et le solvant (figure 1)
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Figure D1: Encapsulation du milieu de motilité dansdes bicouches lipidiques.

Une émulsion est réalisée en placant le milieu aailité (en bleu cyan) dans un solvant
organique saturé en lipides (en rouge) qui vienrgatsorber a I'interface entre le milieu
agueux et le solvant. Les vésicules unilamellagiesi formées sédimentent a travers une
phase contenant les lipides au nickel (en viokat),se retrouvent dans la couche externe de
vésicules. D’apres(Pautot et al. 2003).

Une fois que nous aurons réussi a encapsuler &urdé motilité complet et a induire
la polymérisation d’actine a [lintérieur des vésesu pour observer des protrusions
membranaires, le but a plus long terme est de cooet la protrusion et I'adhésion d’'un
liposome capable de se déplacer via des intégsimesne surface recouverte de fibronectine,

mimant ainsi idéalement la migration des cellules.
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Abstract

The directed polymerization of a branched actinvoét against a functionalized surface
drives cell protrusions and organelle propulsioriving cells. Solid microspheres or giant
unilamellar vesicles, functionalized with N-WASHRjtiate the formation of a branched actin
array using Arp2/3 complex, when placed in a nigtéissay reconstituted with pure proteins.
These systems are useful biomimetic models of dx&sed propulsion that allow to address
how the interplay between the physical propertieghe functionalized surface and the
dynamics of the actin cytoskeleton determines mobkhavior. Both solid beads and
deformable vesicles display either continuous dtagay propulsive motions, which are
analyzed comparatively ; we show that the deforfitgmf liposomes and the mobility of
NWASP at the lipid surface affect the dynamic andictural parameters of the actin
meshwork. Our results indicate that beads and lessise different mechanisms to translate
insertional polymerization of actin at their sudaioto directed movement: stress relaxation
within the actin gel prevents the accumulationilaifients at the front of moving beads, while
segregation of nucleators reduces actin polymeoizatt the front of moving vesicles.
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ABSTRACT

Spatially controlled assembly of actin in branciiéainents generates cell protrusions or the
propulsion of intracellular vesicles and pathogefke propulsive movement of giant
unilamellar vesicles (GUVs) functionalized by N-WRS(full-length or truncated) is
reconstituted in a biochemically controlled meditand analyzed using phase contrast and
fluorescence microscopy to elucidate the links leetwvmembrane components and the actin
cytoskeleton that determine motile behavior. Adtased propulsion displays a continuous
regime or a periodic saltatory regime. The traasitbetween the two regimes is controlled by
the concentration of Arp2/3 complex, which brancfi@snents by interacting with N-WASP
at the liposome surface. Saltatory motion is link@adycles in the distribution of N-WASP at
the membrane between a homogeneous and a segretgitedComparison of the changes in
distribution of N-WASP, Arp2/3 and actin during prdsion demonstrates that actin
filaments bind to N-WASP, and that these bonddraresitory. This interaction, mediated by
Arp2/3, drives N-WASP segregation. VC-fragmentdNeWASP, that interact more weakly
than N-WASP with the Arp2/3 complex, segregate lggs N-WASP at the rear of the
GUVs. GUV propulsion is inhibited by the presence \WCA-actin covalent complex,
showing that the release of actin from the nule&arequired for movement. The balance
between segregation and free diffusion determinksther continuous movement can be
sustained. Computed surface distributions of N-WA&Rived from a theoretical description
of this segregation-diffusion mechanism, accounistatorily for the measured density
profiles of N-WASP, Arp2/3 complex, and actin.
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Résumé

Le mouvement cellulaire est organisé par des processus moléculaires qui couplent la
dynamique de la membrane plasmique a celle du cytosquelette d’actine, pour
engendrer des protrusions cellulaires. Pour analyser le lien fonctionnel entre ces
processus et le comportement motile qui en résulte, jai utilisé une approche
biomimétique. Jai mis au point une méthode rapide d’électrogonflement de
liposomes géants unilamellaires, que jai fonctionnalisés avec la protéine N-WASP.
Cette protéine catalyse la formation d'un réseau de filaments branchés par le
complexe Arp2/3 au bord avant des cellules motiles. Les liposomes, placés dans un
milieu reconstitué contenant l'actine, Arp2/3 et les protéines de régulation du
treadmilling, sont déformés par la polymérisation insertionnelle de l'actine et se
propulsent in vitro. J'ai montré que les liposomes adoptent un régime de propulsion
soit continu, soit saltatoire périodique, la transition entre les deux régimes étant
contrélée par la concentration de Arp2/3. Les résultats établissent que le complexe
Arp2/3 est le partenaire de N-WASP responsable de I'interaction entre la membrane
et les filaments au cours de la réaction de branchement. Cette interaction est
transitoire et détermine I'équilibre ségrégation-diffusion de N-WASP dans la bicouche
lipidique et la formation d’'un réseau cohésif de filaments branchés. Le modele
physique que nous proposons selon lequel I'équilibre ségrégation-diffusion de N-
WASP est controlé par les parametres cinétiques du cycle catalytique de
branchement, reproduit quantitativement les profils de densité de surface de N-
WASP observés expérimentalement.

Abstract

Cell movement is organized by molecular processes which couple plasma membrane
to actin cytoskeleton dynamics, in order to generate cell protrusions. | used a
biomimetic approach to reconstitute in vitro site-directed actin polymerization against
lipid membranes. To do so, | first synthesised giant unilamellar vesicles (GUVs) by
electroformation and functionalized them with actin polymerization activators such as
N-WASP. When placed in a reconstituted motility assay made of pure proteins,
vesicle grow a branched actin network that propels them in the motility medium. |
showed that actin-propelled GUVs undergo continuous or periodic saltatory
movement, and that the transition between these two regimes is controlled by the
concentration of Arp2/3 complex, which branches filaments by interacting with
liposome-bound N-WASP. Phase contrast and fluorescence microscopy show that
saltatory motion is linked to cycles in the distribution of N-WASP at the membrane,
between a homogeneous and a segregated state. Comparison of the changes in the
distributions of N-WASP, Arp2/3 and actin during propulsion demonstrates that actin
filaments transiently bind to N-WASP, and that these transient bonds are mediated
by the Arp2/3 complex. The interaction of N-WASP-Arp2/3 with the filaments drives
segregation. The balance between segregation and free diffusion determines
whether continuous movement can be sustained. Computed surface distributions of
N-WASP, Arp2/3 complex, and actin, derived from a theoretical description of this
mechanism, account satisfactorily for the measured density profiles.



