N
N

N

HAL

open science

Activité motrice de myosines dans des réseaux de
filaments d’actine d’architecture controlée in vitro
Mathieu Richard

» To cite this version:

Mathieu Richard. Activité motrice de myosines dans des réseaux de filaments d’actine d’architecture
controlée in vitro. Biophysique [physics.bio-ph]. Université Sorbonne Paris Cité, 2016. Frangais.

NNT: 2016USPCB054 . tel-01734989

HAL Id: tel-01734989
https://theses.hal.science/tel-01734989
Submitted on 15 Mar 2018

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01734989
https://hal.archives-ouvertes.fr

THESE DE DOCTORAT DE
L UNIVERSITE PARIS DESCARTES

Ecole doctorale : Frontiere du Vivant (ED 474)
Laboratoire : Institut Curie

Spécialité : Interface Physique — Biologie

Présentée par :

Mathieu RICHARD

Sujet de la thése :

Activité motrice de myosines
dans des réseaux de filaments d’actine

d’architecture controlée in vitro.

Soutenue le 07 octobre 2016

Membres du jury :

M. CAPPELLO Giovanni Rapporteur

M. SALBREUX Guillaume Rapporteur

M. BLANCHOIN Laurent Examinateur

M. RIEF Matthias Examinateur

M. ALLEMAND Jean-Francois Président de jury
M. MARTIN Pascal Directeur de these






Remerciements :

Ce travail de these arrive a son terme apres plusieurs années de travail. Il ne fut possible
que par l'intermédiaire de nombreuses personnes. Il m’est ainsi tout naturel de les remer-

cier pour leur aide et leur temps passé a me soutenir.

J’aimerais tout d’abord remercier mon jury de these d’avoir bien voulu évaluer mon tra-
vail. Avoir été jugé par Giovanni CAPPELLO (Université Grenoble Alpes), Guillaume SAL-
BREUX (University College London), Jean-Francois ALLEMAND (Université Paris Diderot),
Laurent BLANCHOIN (Université Joseph Fourier) et Matthias RIEF (Technische Univer-
sitat Miinchen) est pour moi une fierté supplémentaire car ils représentent & mes yeux la

recherche d’excellence.

En second lieu, jaimerais remercier les différents organismes qui ont financé et encadré
mon travail. Je remercie ainsi ‘Axa Research Found’ pour avoir accepté de financer ma
these pendant trois ans, ainsi que la Fondation de la Recherche Médicale pour avoir finan-
cé son prolongement d'un an. Je remercie également mon école doctorale ‘Frontiere du
Vivant’, mon université de rattachement, 'université Paris Descartes, ainsi que l'institut
Curie et 'UMR 168 pour leur encadrement. Au-deld du financement propre de ma theése,
mon travail n’aurait pas été possible sans les financements octroyés a mon équipe prove-
nant de différents organismes tels que I’Agence Nationale de la Recherche (ANR), ‘PSL
Research University’, le CNRS, l'université Pierre et Marie Curie et le LabEx CelTisPhy-
Bio. Ces financements ont été obtenus grace au niveau d’excellence de la recherche scienti-
fique produite par I"équipe de Pascal MARTIN depuis plus d’'une décennie. Scientifique-
ment, ce fut un plaisir de travailler dans un tel milieu et je remercie Pascal pour son im-
plication et sa rigueur scientifique dont il a su faire preuve tout au long de notre collabo-
ration qui remonte déja a cing ans et demi. Ce projet a notamment été possible grace au
financement ANR commun avec deux autres équipes. Je tiens & remercier les chefs de ces
équipes, Cécile SYKES (UMR 168) et Laurent BLANCHOIN (iRTSV), pour leur participa-
tion. J’aimerais aussi remercier Cécile SYKES pour son soutien tout au long de mon tra-
vail. De maniere plus générale, j’ai bénéficié de collaborations que je qualifierai
d’exceptionnelles. Sans ces atouts, il m’aurait été impossible de mener a bien mon travail
de recherche. C’est ainsi que je remercie tout particulierement Hajer ENNOMANI et plus
généralement 1’équipe de Laurent BLANCHOIN (iRTSV) située au CEA de Grenoble pour
toutes les discussions scientifiques que 'on a pu avoir, ainsi que pour ’énergie et le temps
qu’ils ont investis & me former sur la polymérisation de réseaux de filaments d’actine a
partir de micro-motifs de protéines. Je souhaite également remercier fortement Carles
BLANCH-MERCADES (UMR 168) pour tout le travail de modélisation qu’il a fourni et qui a
apporté une dimension supplémentaire & ce manuscrit. Pour ce travail de théorie, je re-
mercie également Jean-Frangois JOANNY (UMR 168, ESPCI) ainsi que Frank JULICHER
(MPIPKS, Dresden). Je remercie Enrique DE LA CRUZ (Yale) et Matthias RIEF (Tech-



nische Universitat Miinchen) pour les moteurs moléculaires qu’ils nous ont donnés. En-
rique DE LA CRUZ a porté un grand intérét a ma recherche, j’ai apprécié les discussions
scientifiques que 'on a eues ensemble et je le remercie de I’éclairage qu’il a pu amener a
mon projet. Je tiens aussi a remercier Ayako AMADA (UMR 168) et Evelyne COUDRIER
(UMR 144) pour leurs conseils et la formation qu’ils m’ont donné sur la culture cellulaire

pour la production de moteurs moléculaires.

Cette these a nécessité un travail qui n’est pas perceptible par ce seul manuscrit. En effet,
il a fallu réorienter mon projet de theése au bout de trois ans. Cette réorientation a été en
partie possible grace aux conseils avisés de mon comité de these qui a apporté un point de
vue externe régulier sur 'avancement de ma recherche. Je remercie ainsi Jean-Francois
ALLEMAND (UMR 8550), Timo BETZ (ZBME, Miinster), Didier CHATENAY (Laboratoire
Jean Perrin) et Sylvie RETAILLEAU (Doyen de l'université d’Orsay) pour leur participa-

tion.

L’institut Curie a su développé différentes plateformes spécialisées. J’ai ainsi pu bénéficier
de D'expertise de personnes tres qualifiées. Je tiens ainsi a remercier la plateforme de mé-
canique composée de FEric NICOLEAU et Rémy FERT, pour m’avoir dessiné et usiné des
pieces indispensables pour la réalisation de mes expériences. La plateforme de biologie mo-
léculaire et de biochimie dirigée par Julie PLASTINO et composée de John MANZI et de
Fahima FAQIR m’a énormément apporté notamment en réalisant de nombreux protocoles
biochimiques et en me transmettant le savoir nécessaire pour leurs réalisations ; je les en
remercie. L'institut Curie est doté d’une plateforme d’imagerie : le ‘Nikon Image Center’.
Je remercie les membres de cette plateforme, notamment Lucie SENGMANIVONG, Vincent
FRAISIER et Ludovic LECONTE, pour leurs formations et leurs conseils sur 'imagerie sur
microscope confocal a disque rotatif. Le professionnalisme et la bonne humeur des diffé-
rents services de 'UMR 168 (Informatique, administratif, accueil, ..) donne un cadre plai-
sant pour travailler ; je veux ainsi remercier ces personnes qui ont égaillé mon quotidien,

notamment Brigitte Da SILVA et Laurence TURPIN.

Durant cette these j'ai eu l'opportunité et la joie de cotoyer des personnes aux qualités
humaines indéniables. Je remercie Volker BORTHUTH (Laboratoire Jean Perrin) et Jona-
than LEE-TIN-WAH pour leur jovialité et leur positivisme qui m’ont permis plus d’une
fois de me remotiver dans les moments difficiles. Je tiens également a remercier Mélanie
TOBIN avec qui nous nous sommes mutuellement soutenus durant nos theses au sein de
I’équipe de Pascal MARTIN. Je suis également ravi que Marie POCHITALOFF-HUVALE

prenne la suite de mon travail et je lui souhaite de réussir dans cette recherche.

Bien évidemment, de maniere plus générale, je suis reconnaissant de ce que m’a apporté
Iinstitut Curie et j’aimerais remercier toutes les personnes qui, dans les moments les plus

durs, ont été la en m’évitant d’interrompre mon travail de thése. Ainsi je tiens spéciale-



ment a remercier mes ‘co-bureaux’ Stéphanie MANGENOT, Lucie PERQUIS et Fabrice VA-
LENTINO. Au-dela du bureau, je remercie Fahima FAQIR pour ces instants de détentes
autour d’'un thé ainsi que Majdouline ABOU-GHALL

Mon travail de these a nécessité une implication personnelle de tous les instants. Je remer-
cie mes amis qui m’ont soutenu durant cette traversée, notamment Cyril, Alice, Florian et
Laure. Je remercie également ma famille pour tous les efforts de compréhension dont ils
ont su faire preuve. Je les remercie pour leur présence et leur écoute et pour m’avoir pous-
sé a m’aérer, a me reposer lorsque j'en avais le plus besoin. Cette présence a été ma source
principale d’énergie. Je remercie ainsi mes parents, mes deux fréres Cédric et Jéréme, mes
belles sceurs Alice et Laurine, mes cousins Nicolas, Alexandra, Nathalie, Yann, Julie, Ugo,
Jean-Michel, Valérie, mes oncles et tantes Yves, Angela, Louis, Anne-Marie, Antoinette,
mes beaux-parents et beaucoup d’autres comme David, Marjorie, Maxime, Camille, ... Je
tiens également a remercier mes nieces et neveux Zoé, Lily-Rose et Romain qui sont nés
durant ma these, ainsi que ceux qui ne seraient tarder, car leur arrivée a été déterminante
dans mon choix de carriere en me faisant prendre conscience de 1’équilibre que je souhai-

tais entre mes ambitions professionnelles et ma vie personnelle.

Il ne me reste plus qu’une personne a remercier, la plus importante, celle qui a fait le plus
d’efforts et de concessions, celle que j’appelle souvent ma moitié, ma compagne, ma pacsée

mais que jaurai le plaisir d’appeler ma femme : Lauréne. Je lui dédicace cette these.






Résumé :

Les moteurs moléculaires permettent le transport actif de molécules et d’organelles le long
de filaments polaires du cytosquelette de la cellule eucaryote. Les filaments peuvent
s’organiser en réseaux paralleles, antiparalleles, ou désordonnés. Malgré son importance,
I'influence de I'architecture du cytosquelette sur le transport de cargos par des moteurs
moléculaires est souvent ignorée. Dans ce travail de these, nous avons utilisé des patrons
surfaciques de nucléation pour controler la géométrie de polymérisation de filaments
d’actine. Cette approche permet de reproduire in wvitro les trois types de réseaux qui sont
observés in vivo. En adsorbant des moteurs moléculaires purifiés a la surface de nanobilles
fluorescentes (diametre 200 nm), nous avons étudié le transport de ces cargos dans des
réseaux antiparalleles émergeant de deux lignes de nucléation paralleles. Nous avons ob-
servé que les billes recouvertes de moteurs processifs HMM-V (Heavy Mero-Myosine V)
génerent des mouvements dirigés en direction du milieu du réseau ou la polarité moyenne
des filaments est nulle et ou les billes s’accumulent. De plus, la distribution de positions
des billes & 'état stationnaire peut étre déduite des profils de vitesse et de diffusion des
billes, indiquant que le transport actif suit un processus de convection-diffusion. Les billes
recouvertes de moteurs non-processifs HMM-IT (Heavy Mero-Myosine II) démontrent des
comportements similaires. Cependant, bien que le gradient de vitesse des billes HMM-II
soit plus important que pour les billes HMM-V au centre du réseau, le coefficient de diffu-
sion l'est bien davantage. Le centrage de ces billes est ainsi moins précis qu’avec la
HMM-V. A notre surprise, nous avons observé que la précision du centrage ne dépend pas
de l'espacement entre les deux lignes de nucléation, donc de la taille du systéeme. Le com-
portement des billes est décrit par un modele a trois états dans lequel la bille sonde loca-
lement la polarité nette du réseau en se détachant et en se rattachant fréquemment aux
filaments. Une séquence stochastique de déplacements dirigés dans un état attaché aux
filaments et d’explorations diffusives dans un état détaché, conduit a une marche aléatoire
biaisée avec un coefficient de diffusion et une vitesse effectifs. Notre description physique
indique que la précision du positionnement des billes dépend du gradient de polarité nette
du réseau de filaments ainsi que de la distance moyenne de parcours des billes dans 1’état
attaché a l'actine. Nos résultats démontrent ainsi le role clef que joue l'architecture du
réseau de filaments sur les propriétés du transport.

Dans la cellule, les moteurs moléculaires permettent également la réorganisation
des filaments du cytosquelette. En ajoutant nos moteurs moléculaires en solution, nous
avons observé qu’un réseau de filaments d’actine paralleles, polymérisés in vitro a partir
d’une ligne ou d’un disque de nucléation, peut former spontanément des faisceaux oscil-
lants. Ces oscillations ressemblent aux battements du flagelle du spermatozoide. En parti-
culier, le systéme génere des ondes de déformation transverses se propageant de la base a
lapex du faisceau oscillant & une vitesse de 0,5 pm/s. Au cours du temps, les faisceaux
d’actine s’épaississent, ce qui conduit & un ralentissement de 'oscillation avec une période
qui croit de 25 s a 40 s. De plus, nous avons observé que des faisceaux d’actine voisins
sont capables de se synchroniser, comme c’est le cas entre les deux flagelles de 'algue
Chlamydomonas. Notre systéme acto-myosine minimal permet donc d’imiter le battement
de flagelles, bien que la nature des moteurs moléculaires et des filaments en jeu soit com-
pletement différente. Ainsi, ce systéme fournit un nouvel outil pour étudier les propriétés

physiques génériques du battement flagellaire.






Abstract:

Molecular motors navigate the cytoskeleton to position vesicles and organelles at specific
locations in the cell. Cytoskeletal filaments assemble into parallel, antiparallel or disor-
dered networks, providing a complex environment that constrains active transport proper-
ties. Using surface micro-patterns of nucleation-promoting factors to control the geometry
of actin polymerization, we studied in wvitro the interplay between the actin-network archi-
tecture and cargo transport by small myosin assemblies. With two parallel nucleation
lines, we produced an antiparallel network of overlapping filaments. We found that 200nm
beads coated with processive myosin V motors displayed directed movements towards the
midline of the pattern, where the net polarity of the actin network was null, and accumu-
lated there. The bead distribution was dictated by the spatial profiles of bead velocity and
diffusion coefficient, indicating that a diffusion-drift process was at work. Interestingly,
beads coated with skeletal heavy mero-myosin II motors showed a similar behavior. How-
ever, although velocity gradients were sharper with myosin I, the much larger bead diffu-
sion observed with this non-processive motor resulted in less precise positioning. Striking-
ly, bead positioning did not depend on the spacing between the nucleation lines. Our ob-
servations are well described by a three-state model of bead transport, in which active
beads locally sense the net polarity of the filament network by frequently detaching from
and reattaching to the filaments. A stochastic sequence of processive runs and diffusive
searches results in a biased random walk with an effective drift velocity and diffusion coef-
ficient. Positioning relies on spatial gradients of the net actin polarity, as well as on the
run length of the cargo in the attached state. Altogether, our results on a minimal acto-
myosin system demonstrate the key role played by the actin-network architecture on mo-
tor transport.

Molecular motors can also deform and reorganize the cytoskeleton. Adding heavy
mero-myosin Il or V in bulk, we observed that parallel networks of actin filaments emerg-
ing from a nucleation line or disk can self-assemble into bundles that beat periodically like
the flagellum of the spermatozoid. In a preliminary analysis, we observed waves of defor-
mation travelling from the base to the tip of the bundle at a speed of 0,5 pm/s. As time
went by, the bundles grew thicker, resulting in an increase of the beating period (range:
25-40 s). In addition, neighboring actin ‘flagella’ were able to synchronize, as observed in
vivo for instance with the the two flagella of the algae Chlamydomonas. Our minimal ac-
to-myosin system thus mimicked key properties of microtubule-based flagellar beating,
despite the different nature of the motors and cytoskeletal filaments involved. This system

thus provides a new tool to study the generic physical properties of flagellar beating.
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Introduction générale

La production de travail mécanique est essentielle a la survie des organismes vi-
vants. A 1’échelle moléculaire, une catégorie de protéines —appelées ‘moteurs mo-
léculaires’— est tres souvent a l'origine de cette activité. En interagissant avec des
polymeéres tels que les microtubules ou les filaments d’actine, deux des éléments cons-
titutifs du cytosquelette de la cellule eucaryote, les moteurs moléculaires transforment
I’énergie biochimique issue de ’hydrolyse d’un nucléotide (’ATP) en travail méca-
nique.

Les moteurs moléculaires ont des fonctions diverses. Ils transportent des molé-
cules et des organelles le long des filaments du cytosquelette entre différents compar-
timents fonctionnels de la cellule. Des processus physiologiques fondamentaux, comme
la morphogéneése, dépendent du bon adressage par les moteurs moléculaires de leurs
cargos a des endroits spécifiques dans la cellule. D’autre part, les moteurs molécu-
laires peuvent également déformer le cytosquelette en faisant glisser les filaments les
uns par rapport aux autres, en les réorientant ou en les tordant. Cette forme de moti-
lité est a la source de la contraction musculaire ainsi que de nombreux mouvements
cellulaires, comme durant la division d’une cellule en deux cellules filles, la migration
cellulaire observée durant les processus de cicatrisation des tissus, ou encore les oscil-
lations de la touffe ciliaire mécano-sensorielle des cellules ciliées de 'oreille interne.
Dans le cadre de cette theése, nous nous intéressons aux myosines, des moteurs qui se
déplacent le long des filaments d’actine. Chaque filament d’actine étant polarisé, il se
comporte comme une voie de circulation & sens unique, avec un sens de mouvement
qui dépend du type de myosine utilisé. La myosine VI se déplace vers le bout ‘pointu’
du filament alors que les myosines II et V produisent des mouvements de polarité op-
posée (bout ‘barbé’).

Au cours des vingt-cinq derniéres années, les moteurs moléculaires ont fait
I'objet de nombreuses études, en particulier dans le domaine de la biophysique. En
permettant la manipulation de molécules uniques, le développement d’outils comme
les pinces optiques a permis d’identifier les différentes étapes du cycle mécano-
chimique d’un moteur et ainsi d’appréhender le mécanisme fondamental de production
de force. Notre compréhension, a 1’échelle de la molécule unique, du fonctionnement
d’'un nombre relativement important de moteurs moléculaires tels que la myosine, la
dynéine ou la kinésine, a ainsi progressé de maniére spectaculaire. Néanmoins, in vivo,
les moteurs moléculaires operent trés souvent en groupe, ce qui peut conduire a des
effets collectifs émergents qu’il n’est pas possible de déduire simplement des propriétés
de la molécule individuelle. Il y a par exemple les oscillations spontanées du flagelle
du spermatozoide, 'apparition de mouvements bi-directionnels ou d’embouteillages
dans le transport intracellulaire, ou encore la formation de structures dynamiques
dans le cytosquelette cellulaire. Malgré son importance, la synergie ou la compétition
qui peut résulter de 'activité collective d’un groupe de moteurs moléculaires est en-
core mal comprise.

De plus, I'architecture du cytosquelette dans lequel évoluent les moteurs molé-
culaires est a la fois inhomogene et complexe. Dans le cas du cytosquelette d’actine,
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les filaments peuvent s’organiser en faisceaux de filaments paralléles, comme dans les
microvillosités intestinales, les filopodes et les stéréocils de la touffe ciliaire auditive,
ou en faisceau de filaments antiparalléles, comme dans le cas des fibres musculaires et
des fibres de stress, ou enfin en un réseau branché désorganisé, comme dans le lamel-
lipode ou le cortex cellulaire. Ces différences d’organisation imposent des contraintes
au transport par les myosines, certaines classes pouvant méme étre exclues de zones
d’architecture donnée. Pourtant, 'influence de 'architecture du cytosquelette sur le
comportement des moteurs (et vice versa) est peu caractérisée et méme souvent igno-
rée.

L’objectif général de cette these est d’éclairer les regles du transport intracellu-
laire et de l'auto-organisation du cytosquelette par des moteurs moléculaires. Notre
approche consiste a développer un systéeme biomimétique in vitro du cytosquelette
d’actine contenant un nombre minimal de protéines purifiées. Nous avons bénéficié
d’une technique innovante introduite par 'équipe de L. BLANCHOIN et M. THERY
(CytoMorphoLab, CEA, Grenoble) pour générer un réseau de filaments d’actine
d’architecture contrélée. En particulier, nous avons fabriqué des réseaux antiparal-
leles. En mettant des billes couvertes de myosines en interaction avec ce type de ré-
seau, nous avons étudié comment le mouvement dirigé d’un cargo le long de filaments
orientés dans une direction est contrarié par la présence de filaments orientés dans la
direction opposée. Cette situation nous a permis de préciser les conditions qui condui-
sent a l'arrét des billes, et donc a leur positionnement dans le réseau.

Afin de déterminer comment les propriétés individuelles des moteurs influen-
cent le transport des billes, nous avons travaillé avec trois différents types de myo-
sines : la myosine V, la myosine VI et la myosine II. Les myosines V et VI sont deux
moteurs processifs impliqués dans le transport intracellulaire mais qui se déplacement
dans des directions opposées le long des filaments d’actine. La myosine II est un mo-
teur non-processif qui sous-tend habituellement, en groupes de plusieurs centaines de
molécules, la contraction musculaire. Ici, la myosine II a été détournée de sa fonction
premiere pour servir de moteur de transport ; le mouvement est dans le méme sens
que celui de la myosine V. Les cargos utilisés sont des billes de 200nm de diametre,
une taille comparable a celle des vésicules qui sont transportées in vivo. Cette petite
taille ne permet pas & un grand nombre de moteurs d’interagir avec ’actine a chaque
instant. Par conséquent, nous nous mettons dans des conditions ou les fluctuations
dans l'activité du petit groupe de moteurs qui se trouve sur le cargo peuvent étre im-
portantes, comme c’est trés certainement le cas dans la cellule.

Par ailleurs, nous avons étudié 'effet de 'activité de la myosine II (ou V) sur
l’architecture d’un réseau de filaments paralléles lorsque les moteurs sont rajoutés
dans le bain. Nous avons observé que les filaments s’auto-organisent en faisceaux et
que ces faisceaux se mettent & onduler périodiquement, comme le flagelle d’un sper-
matozoide ou de l'algue unicellulaire Chlamydomonas. Cette observation complete-
ment inattendue et spectaculaire a ouvert récemment un nouveau champ d’étude.
Notre travail sur le sujet demeure préliminaire et se bornera a une description quali-
tative du phénomene.

Le manuscrit est organisé en quatre chapitres. Le Chapitre I présente un état
de D’art, non exhaustif, du couple acto-myosine. Nous y décrivons la dynamique de
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nucléation et de polymérisation des filaments d’actine, les mécanismes de régulation
du processus de polymérisation par des protéines associées a l'actine, ainsi que les
structures des réseaux d’actine présents dans la cellule et leurs réles. Nous nous inté-
ressons ensuite aux propriétés élémentaires des myosines utilisées dans ce travail de
these, notamment leurs cycles mécano-chimiques, ainsi qu’aux comportements collec-
tifs qui peuvent émerger lorsque les myosines operent en groupe. Le Chapitre II décrit
les différentes techniques et méthodes expérimentales que nous avons utilisées, en par-
ticulier pour fabriquer un réseau de filaments d’actine d’architecture contrélée ainsi
que pour enregistrer et analyser les trajectoires de plusieurs centaines de billes actives
(lorsqu’elles sont couvertes de myosines) ou passives qui s’y déplacent. Les Chapitre
III et IV sont consacrés aux résultats. Dans le Chapitre III, nous caractérisons tout
d’abord les profils de densité des réseaux paralleéles et antiparalleles d’actine que nous
avons fabriqués, ainsi que leur dynamique de croissance. Nous ohservons des profils
exponentiels que nous n’arrivons pas a comprendre a partir d’un simple processus
d’élongation-croissance. Une analyse théorique, développée en collaboration avec F.
JULICHER (MPIPKS, Dresde), permet de discuter 'origine de ces profils. Nous décri-
vons ensuite nos observations du transport de billes-myosines ou de billes passives
dans ces réseaux. Enfin, nous interprétons nos résultats sous 1’éclairage d’une descrip-
tion physique du transport qui a été développée en collaboration avec F. JULICHER
(MPIPKS, Dresde), JF JOANNY (ESPCI/CURIE, PARIS) et son étudiant en post-
doctorat C. BLANCH-MERCADES. Le chapitre IV décrit la formation et les battements
de ‘flagelles’ acto-myosine sous 'effet de 'activité en volume de myosines placées dans

le bain avec un réseau parallele de filaments d’actine.






Chapitre 1

Le systeme acto-myosine

La cellule eucaryote est un systeme complexe et dynamique. Elle a la capacité de
se diviser, de se déformer et de se déplacer dans des environnements de géomé-
tries variées pour accomplir des processus biologiques vitaux (morphogéneése em-
bryonnaire, surveillance immunitaire, angiogenese, réparation cellulaire, régénération,
battement de la queue du spermatozoide, etc.). Sous-jacente a ces fonctions mais éga-
lement & bien d’autres, la cellule présente une activité interne permettant de recruter
différents éléments biologiques par transport intracellulaire de part et d’autre de son
volume. L’essentiel de cette activité dépend du cytosquelette, un réseau complexe de
filaments semi-rigides définissant l’architecture de la cellule. Le cytosquelette est gé-
néré a partir de trois types de polymeres : I’actine, le microtubule et le filament in-
termédiaire. Il peut développer des forces de deux fagons. D’une part, il a la capacité
de reconfigurer rapidement son architecture en polymérisant ou en dépolymérisant.
D’autre part, il interagit avec des protéines spécifiques appelées ‘moteurs molécu-
laires’ qui, en utilisant des ressources d’énergie d’origine bhiochimique, permettent de
faire glisser les filaments les uns par rapport aux autres, conduisant & la contraction
du réseau. Les moteurs moléculaires permettent également le transport dirigé de par-
ticules ‘cargo’ le long des filaments du cytosquelette.

Durant cette these, nous nous sommes intéressés a une famille particuliere de
moteurs : la myosine. Comme cette protéine produit son activité mécanique en intera-
gissant avec les filaments d’actine, nous désignerons ce couple comme le systeme ‘ac-
to-myosine’. Cette activité résulte de la transduction de 1’énergie d’hydrolyse de
I’Adénosine TriPhosphate (ATP) en travail mécanique.

Dans ce chapitre, nous allons décrire 1’état des connaissances du processus dy-
namique de polymérisation de 'actine ainsi que les conséquences au niveau cellulaire
d’un tel processus. Nous allons présenter ensuite la famille des myosines, leurs fonc-
tions et structures, avant d’exposer leurs interactions biochimique et mécanique avec
I'actine et les modeles qui permettent de décrire ces interactions. Enfin nous finirons

par quelques exemples de comportements collectifs des myosines dans la cellule.

A Le réseau d’actine

Une cellule musculaire, déshydratée a 1’acétone puis replongée dans une solu-
tion a bas sel, développe un gel aprés augmentation du niveau de salinité. En 1942,
cette observation permit a Straub de découvrir ’actine (Ent et al. 2001). Cette molé-
cule est 'une des protéines les plus abondantes des cellules eucaryotes. Elle y repré-
sente 5 a 10% des protéines. Ce pourcentage atteint méme 20% dans les cellules mus-

culaires. L’actine est commune a un grand nombre d’espéces et ne présente qu’une
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faible variation de sa séquence polypeptidique ; dans les cellules musculaires squelet-
tiques des vertébrés a sang chaud cette protéine est méme identique. Peu courante,
cette conservation au cours de I’évolution peut s’expliquer par l'importance des fonc-
tions de l'actine résultant de son interaction avec de multiples protéines : une seule
modification bénéfique pour un processus se ferait statistiquement aux détriments des

autres.

1. Des monomeres au filament

a. Structure de 'actine

L’actine se présente sous deux formes distinctes : ’actine monomérique globu-
laire, appelée ‘actine G’, et 'actine filamenteuse, nommée ‘actine F’, qui résulte de
I’association de plusieurs monomeres. La forme globulaire est une molécule de 43 kDa
composée de quatre sous-domaines regroupant 375 acides aminés. Cette structure n’a
pu étre obtenue qu’a partir de cristaux complexés avec d’autres molécules pour éviter
la polymérisation. Néanmoins, la méme structure est observée a travers différentes
molécules de complexation (Kabsch et al. 1990, McLaughlin et al. 1993, Schutt et al.
1993). L’actine présente également une polarité. Les sous-domaines 1 et 3 définissent
le bout (ou extrémité) dit ‘barbé’, tandis que les sous-domaines 2 et 4 constituent le
bout dit ‘pointu’. Généralement, le monomere d’actine est associé dans la cellule a un
cation divalent Mg?" et peut se lier a des nucléotides tels que la molécule d’Adénosine
Triphosphate (ATP) ou d’Adénosine Diphosphate (ADP) (Figure 1). Dans des condi-
tions physiologiques, 'affinité de la molécule d’ATP avec ’actine étant plus forte que
celle de ’ADP et son hydrolyse étant lente, 'actine est généralement associée avec
une molécule I’ATP (Figure 1). L’interaction de 'actine avec son environnement dé-
pend de la nature du nucléotide associé (Blanchoin et al. 1999, Zimmermann et al.
2015).

Bout Barbé

Figure 1 : Structure du monomére
d’actine. Le monomere d’actine se com-
pose de 4 sous domaines. Les sous-
domaines 1 et 3 définissent le bout barbé
tandis que les sous-domaines 2 et 4 consti-
tuent le bout pointu. Au centre se trouve
une cavité pouvant accueillir un nucléo-
tide, ici de I’ATP et le cation divalent
(Mg2+ ou Ca2+). (adapté de Ent et al.
2001, Alberts et al. 2008, Preller et al.
2013)

Bout Pointu

L’actine a la capacité de passer de I’état globulaire a ’état filamenteux par un
processus de polymérisation. Dans le sens contraire, il s’agit du phénomeéne de dépo-
lymérisation. Le filament d’actine est un polymere semi-flexible de longueur de persis-
tance de 15 pm ; cette longueur est relativement faible comparée a celle du microtu-
bule qui atteint une valeur de 5 mm, ce qui traduit la rigidité beaucoup plus impor-

10



Le systeme acto-myosine

tante de ce dernier (Gittes et al. 1993). Elle est cependant comparable a la taille cel-
lulaire, ce qui lui confére une rigidité appréciable a cette échelle. Le filament forme
une double hélice de demi-période 36 nm ; 'ajout d’un monomere allonge la structure
suivant son axe principal de 2,77 nm (Howard 2001). Son épaisseur n’étant que de
7 nm, le filament est souvent marqué d’un fluorophore pour le visualiser en microsco-
pie photonique. Les monomeres alignant leurs polarités durant la polymérisation, le
filament d’actine présente également un bout barbé et un bout pointu, définissant sa
propre polarité (Figure 2). L’origine de la terminologie différenciant ces bouts pro-
vient de l'observation du filament d’actine décoré de myosines conventionnelles (voir
page 27). Ces moteurs ont une configuration géométrique d’accrochage telle qu’ils
dessinent grossiérement sur le filament des chevrons enchéssés les uns dans les autres,
faisant apparaltre une extrémité pointue d’un ¢6té du filament et barbée de l'autre
(Figure 4, Milligan et al. 1990).

Pas de croissance Taille d'un monomere demi-période
2.77 nm 5.5nm 36 nm
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Figure 2 : Structure du filament d’actine. Le filament d’actine est une double hélice

de demi-période 36 nm et de 7 nm d’épaisseur. Cette demi-période se compose de 13 mo-
nomeres d’actine. En bas, un cliché en microscope électronique d’un filament d’actine.
(Adapté de Alberts et al. 2008)

b. Cinétique de polymérisation, état stationnaire, concentration ‘critique’

en monomere

La polymérisation du filament d’actine dépend de facteurs physiologiques tels
que la température (Zimmerle et al. 1986), le pH (Zimmerle et al. 1988, Wang et al.
1989) et le niveau de salinité. Du fait de la répulsion électrostatique entre monomeres
chargés négativement, ’augmentation du niveau de sel accélere la polymérisation par

écrantage de ces interactions répulsives (Crevenna et al. 2013).

La génération des filaments s’effectue en trois étapes (Figure 3.A). Il y a tout
d’abord une étape de nucléation durant laquelle les monomeres s’assemblent sponta-
nément en dimeéres et trimeres instables. Ce dernier, appelé noyau, correspond au plus
petit oligomeére permettant la polymérisation. La formation de ce noyau est thermo-
dynamiquement limitante dans le processus de polymérisation de par la faible proba-
bilité d’obtenir ce trimeére (Lewin et al. 2007, Marks et al. 2008, Figure 3.B). La se-
conde étape correspond a 1’élongation des filaments par ajout de monomeres aux deux
bouts de l’oligomere. Comme nous le verrons ci-dessous, la vitesse d’élongation est
plus rapide au bout barbé qu’au bout pointu et ces vitesses dépendent de la concen-
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tration d’actine G présente en solution ainsi que de la nature du nucléotide (ATP,
ADP - Pi) associé aux monomeres d’actine. Lorsque 'actine G a été suffisamment con-
sommée, atteignant une concentration Cs, le systéme atteint un état stationnaire ré-
sultant d’un équilibre dynamique entre les formes monomérique et filamenteuse de
lactine. La longueur des filaments est alors constante. Si la polymérisation est autori-
sée aux deux bouts (ce n’est pas toujours le cas, notamment in vivo), les filaments

suivent alors un régime dit de ‘tapis roulant’ ou ‘treadmilling’ en anglais (Figure 5).

A
nucléation élongation stabilisation
(phase limitante) (phase de croissance) (phase d'équilibre)
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Figure 3 : Dynamique de polymérisation des filaments d’actine. A : Les trois
phases de polymérisation. A partir de monomeéres, les filaments d’actine polymérisent en
trois étapes : la nucléation, 1’élongation et la stabilisation (Alberts et al. 2008). La ciné-
tique du processus peut étre caractérisée expérimentalement en mesurant la consommation
des monomeéres d’actine marqués au pyréne fluorescent (voir page 63). B : Dynamique de
nucléation (Weston et al. 2012).

Nous allons décrire maintenant plus finement la dynamique des deux bouts du
filament d’actine. Apreés nucléation, les monomeéres d’actine peuvent s’associer et se
dissocier aux deux bouts du filament mais selon des cinétiques différentes. Le taux
d’association kB, au bout barbé, dit ‘extrémité dynamique’, est supérieur d’un ordre
de grandeur & celui du bout pointu (k2,) (Figure 4).

Ces taux dépendent de plus de la nature du nucléotide (ATP, ADP, ADP - Pi)
associé au monomere. Les effets des nucléotides ATP et ADP - Pi sur la polymérisation
de l'actine sont proches (Pollard et al. 2003). Ainsi sur les représentations schéma-
tiques, le cas d’une association avec un ADP-Pi n’est pas explicité (Dans la littéra-
ture, il existe cependant des études de la polymérisation se basant sur ces trois états
de Vactine (Erlenkamper et al. 2013)). Ces nucléotides, comparés & ’ADP, favorisent
la polymérisation car les taux d’association sont supérieurs. En considérant des ciné-
tiques de polymérisation du premier ordre, il existe une ‘concentration critique’ Cc de
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monomeres a chacun des deux bouts pour laquelle les réactions d’association et de
dissociation se compensent. En désignant respectivement les taux d’association et de
dissociation ki, (en pM™'.s") et ki (en ) (i : indice désignant le bout barbé (b) ou

le bout pointu (p), Eq. 1), cet équilibre s’écrit

d[Actineg]

=0 = kig — [Actinegleq-kbp Eq. 1

De cette équation, pour chaque état (ATP, ADP-P;, ou ADP) du nucléotide

associé au monomere d’actine, la concentration critique se définit comme :
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Figure 4 : Dynamique d’élongation du filament d’actine. L’image en microscopie
électronique montre un filament partiellement décoré de tétes de myosine (voir page 29),
définissant les appellations bout ‘barbé’ et bout ‘pointu’ du filament d’actine. L’élongation
du filament par des monomeres dépourvus de myosines illustre la dynamique d’association
plus rapide du bout barbé. Pour les monoméres d’actine, les taux d’association sont ex-
primés en uM'.s! tandis que les taux de dissociation sont en s'. Le rapport entre les taux
de dissociation et d’association donne la constante d’équilibre de dissociation qui n’est
autre que la concentration critique Cc. (Adapté de Pollard et al. 2003). Pour une concen-
tration en actine monomérique de 4 pM et en saturation d’ATP, la vitesse d’élongation au

bout barbé est attendue & 4 pm-min'.

Dans le cas ou l'actine est associée & un seul type de nucléotide (ATP ou
ADP), la vitesse de polymérisation dny,/dt (respectivement dn,/dt) au bout barbé
(respectivement au bout pointu) s’écrit en fonction de la concentration de monomeéres

en solution (Eq. 3 et Eq. 4).
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dny, .

& —kB¢ + [Actineg]. kB, Eq. 3
dn

d—tp = — kP + [Actineg]. k5, Eq. 4

La longueur des filaments est constante des lors qu’il y a autant de monomeres

qui sont ajoutés a un bout du filament qu’il y en a qui se dissocient a ’autre bout

(Eq. 5).

d
np __ dnb Eq. 5
dt dt

L’état stationnaire est alors atteint pour une concentration Cs de monomeres

en solution :
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Figure 5 : Equilibre de réaction entre les deux bouts du filament d’actine. En
présence d’actine-ADP, les concentrations critiques C. des deux bouts sont identiques ; &
I’état stationnaire la concentration monomérique dans le bain est Cs=C. et la vitesse de
polymérisation & chaque extrémité est nulle. En présence d’actine-ATP, la concentration
monomérique Cs a I’état stationnaire se situe entre les concentrations critiques des deux
bouts. Un effet de ‘tapis roulant’ (‘treadmilling’) apparait. (adapté de Bray 2001, Alberts
et al. 2008)

En présence d’ADP seul, les concentrations critiques a chaque bout sont iden-
tiques (Figure 4) et égales a la concentration de monomeres a 1’état stationnaire Cs
(CE'ADP = CE'ADP = Cg). Chaque bout atteint ainsi un équilibre thermodynamique. En
revanche, en présence d’ATP, la concentration a 1’état stationnaire Cs est encadrée
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par les concentrations critiques des bouts (CE’ATP < Cg < CS’ATP). A D'état stationnaire,

des monomeres viennent s’ajouter au bout barbé tandis que d’autres se détachent du
bout pointu, tout en conservant la longueur du filament. Ce phénomeéne est appelé
‘tapis roulant’ (ou ‘treadmealling’ en anglais) (Figure 5). En fait, comme le bout bar-
bé est plus dynamique que le bout pointu, la concentration stationnaire Cgs est plus
proche de la concentration critique du bout barbé que celle du bout pointu
(Cs = 0,2 pM pour de lactine associée uniquement a ’ATP).

c. Cycle d’ATPase du filament d’actine

L’actine filamenteuse hydrolyse rapidement I’ATP de manieére irréversible en
ADP - P; (karp= 0,5 s! pour 'actine Mg?"). La dissociation du groupement phosphate
intervient alors apres 6 minutes (Figure 6). De méme, en exces d’ATP, les monomeres
actine-ADP, qui sont libérés par le filament d’actine, se transforment rapidement et
de maniére irréversible (au vu des constances cinétiques de polymérisation) en mono-
mere actine-ATP. Ainsi, 'actine est le siege d’un cycle d’ATPase par 'intermédiaire
de la polymérisation et de la dépolymérisation du filament.

Le filament d’actine est ainsi composé d’actine-ATP (actine ‘jeune’) et
d’actine-ADP (actine ‘dgée’). L’age de 'actine (ainsi défini par le nucléotide associé)
est un parametre d’importance car il peut réguler laffinité et 1’activité de certaines
protéines associées a l'actine (Blanchoin et al. 1999, Zimmermann et al. 2015).

hydrolyse Dissociation

dans le filament  du phosphate Dépolymérisation

Polymérisation

Bout pointu
—> 0
| |
i 1 !
3 T
1 7 ' £
{ Pi
—> b - __L>
Demi-vie ~, Demi-vie
, 2secondes '+ 6 minutes
¥ %
% actine-ATP “— actine-ADPPi
1 7
T —)
Bout barbé

Figure 6 : Cycle d’ATPase du filament d’actine. L’hydrolyse de ’ATP en ADP - P
est un processus rapide mais la dissociation du phosphate est lente. (Adapté de Pollard et
al. 2003)

En excés d’ATP, lors d’une dynamique de tapis roulant, la longueur du fila-
ment intervient ainsi dans la dynamique majoritaire au bout pointu. En effet, pour
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des filaments courts (moins de 200 monomeres), I'hydrolyse de la molécule d’ATP n’a
pas le temps de se faire. Tout le filament est décoré d’actine-ATP (actine ‘jeune’). La
dynamique au bout pointu est régie par les constantes cinétiques associées a l'actine-
ATP. Ainsi, & I’état stationnaire, la concentration en monomere vaut Cs ~ 1,4 CP et la
vitesse du tapis roulant est d’environ 0,6 sous-unité par seconde (i.e. : 100 nm.min™).
A TD’échelle cellulaire, les filaments sont plus longs (1 pm=361 sous-unités), ils se trou-
vent alors dans une configuration ou les bouts pointus sont plus susceptibles d’étre
associés au nucléotide ADP (actine ‘dgée’) durant le phénomene de tapis roulant. En
moyenne, les 200 premiers nucléotides du bout barbé (actine ‘jeune’) sont ainsi sous
forme ATP tandis que les suivants, jusqu’au bout pointu, sont sous forme ADP (ac-
tine ‘agée’). A l’état stationnaire, la concentration est alors de Cs = 1,2 CP et la vi-
tesse du tapis roulant est de 0,3 sous-unité par seconde (i.e. : 50 nm.min™).

2. Structure et dynamique de 'actine in vivo, protéines régulatrices

In wvivo, le cytosquelette d’actine présente une dynamique trés différente de
celle décrite lorsque 1'actine est la seule protéine en jeu. Un mouvement de 10 pm du
corps des cellules eucaryotes s’effectue en une minute, ce qui implique un renouvelle-
ment complet de son cytosquelette dans cet intervalle de temps (Pollard et al. 2003).
De méme, le renouvellement du réseau d’actine aux bords du lamellipode se produit
en 10 secondes (Theriot et al. 1991, Salmon et al. 2002, Watanabe et al. 2002). Ces
vitesses de régénération (~1 pm.min?, Wang 1985) sont aux moins 10 fois plus rapides
que leffet de tapis roulant observé in wvitro (50 nm.min"). Au-dela de ’aspect dyna-
mique, la densité et la structure du réseau d’actine sont définies précisément selon la
région de la cellule et ne peuvent étre le fruit d’une association stochastique des fila-
ments (voir page 21). Le réseau d’actine est en réalité régulé dans le temps et 'espace
par diverses protéines dont des protéines d’interaction (‘Actin-Binding proteins’
(ABPs)) (Lee et al. 2010). Plus d’une soixantaine de familles de protéines interagis-
sant avec l'actine ont été identifiées ; quelques exemples sont illustrés Figure 7. Ces
protéines peuvent étre distribuées dans 5 catégories différentes selon les fonctions de

leurs interactions avec 'actine qui sont :

(1) La nucléation : permet la création rapide de nouveaux filaments (ex :
complexe Arp 2/3, formine).

(2) L’assemblage : permet de réguler la cinétique de polymérisation et la
source de monomeéres disponibles (ex : profiline, protéine de coiffe,
thymosine).

(3) La stabilisation : permet de maintenir un réseau méme a faible concen-
tration de monomeres (ex : tropomyosine).

(4) Le désassemblage : permet le recyclage rapide des filaments (ex : ADF
cofiline, gelsoline).

(5) Le fagotage et la réticulation : permet de créer des liens entre filaments
pour générer des structures aux propriétés géométriques et mécaniques
adaptées (ex : fascine, espine, fimbrine, a-actinine).
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Figure 7 : Illustration des interactions de certaines protéines avec ’actine. (Adapté de Al-
berts et al. 2008)

Dans la suite, nous décrirons seulement les propriétés des protéines utilisées

dans ce travail de these.
a. La profiline : régulation de ’assemblage de I'actine

Dans la cellule, ’actine-G peut parfois représenter 50% de la quantité totale de
la protéine. La présence d’un tel réservoir est pratique pour un assemblage rapide
d’actine-F de novo. La concentration en actine monomérique est tres supérieure a la
concentration C, (voir Eq. 6) pour laquelle 'actine est dans un état de stationnarité
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(150 pM dans le lamellipode, Koestler et al. 2009). Sans régulation de la polymérisa-
tion, empécher 'assemblage spontané de 'actine afin de maintenir ce point de fonc-
tionnement semble impossible. Une petite protéine de 14 kDa permet d’établir un
nouvel équilibre entre les formes monomérique et filamenteuse de 'actine : la profiline
(Perelroizen et al. 1994, Goldschmidt et al. 1995). Cette molécule vient s’accrocher au
bout barbé de l'actine (Schutt et al. 1993) et présente une affinité plus importante
pour le monomere (Constante de dissociation Kq= 0,1 uM) que pour le filament
(Ka= 20 nM) (Pernier et al. 2016). L’actine-G/profiline change les dynamiques
d’assemblage (Figure 8.A) car ce complexe ne peut pas s’associer au bout pointu des
filaments, favorisant alors le désassemblage & cette extrémité (Pollard et al. 1984). De
plus, la profiline inhibe la formation d’oligomeres, autrement dit I’étape de nucléation
(Figure 3). Au bout barbé, ’assemblage est toujours permis mais sa cinétique est ra-
lentie car il faut attendre que la profiline se dissocie du bout du filament avant de
pouvoir ajouter un nouveau monomeére (Pollard et al. 1984, Pernier et al. 2016). Ces
changements modifient ainsi les concentrations critiques (Figure 8.B). En présence de
8 uM de profiline, les constantes cinétiques d’association et de dissociation sont res-
pectivement de 8 pM.s' et de 2 s' (Gutsche-Perelroizen et al. 1999, Pernier et al.
2016), au lieu de 12 pM.s* et de 1,4 s au bout barbé en excés d’ATP (Figure 4).
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Figure 8 : Effet de la profiline sur la polymérisation de filaments d’actine. A :
Représentation schématique du processus de polymérisation. La profiline associée a un
monomere d’actine inhibe la nucléation spontanée d’oligomeres ainsi que ’assemblage au
bout pointu d’un filament préformé (Amann et al. 2000). B : Effet de la profiline sur la
vitesse d’élongation in vitro des filaments d’actine associée au cation divalent de magné-
sium et au nucléotide ATP. La concentration en actine monomérique est obtenue par essai
pyréne (voir page 63). En présence de profiline, la concentration d’actine-G pour laquelle
les filaments atteignent une longueur stationnaire augmente et la constante cinétique
d’association des monomeres au filament diminue. La vitesse de polymérisation pour une
méme concentration d’actine monomérique est alors plus faible (Pernier et al. 2016).

In wivo, la concentration de profiline est comprise entre 5 et 100 ptM (Pollard
et al. 2000, Pernier et al. 2016). Dans la plupart des cas, elle est suffisante pour main-
tenir une large quantité d’actine (jusqu’a 100 pM) sous forme monomérique. In vitro,
un ratio de 1 monomere pour 3 molécules de profiline suffit pour décorer la plupart

des monomeres et ainsi réduire drastiquement la nucléation.
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b. Le complexe Arp 2/3 : nucléation de filaments

Pour sonder son environnement ou se déplacer, la cellule a besoin de produire
de nouveaux filaments d’actine (Pollard et al. 2003), autrement dit de nouvelles ex-
trémités barbées libres (i.e. : sans protéines bloquantes telles que la profiline ou les
protéines de coiffes). Trois stratégies sont possibles. Premiérement, les filaments pré-
existant peuvent étre coupés, augmentant ainsi le nombre de bouts barbés au détri-
ment de la longueur moyenne des filaments. Deuxiémement, les protéines de coiffe
bloquant 1’élongation peuvent étre dissociées. Enfin il est possible de nucléer des fila-
ments de novo. In vivo, dans de nombreux cas, les nouveaux filaments résultent d’un
processus de nucléation (Pollard et al. 2000). L’actine monomérique étant générale-
ment associée a une molécule de profiline, la nucléation n’est pas spontanée mais est
catalysée par des protéines nommées ‘facteurs de nucléation’ (NPF : ‘Nucleation
Promoting Factor’). La famille des formines et du complexe Arp2/3 en sont deux
exemples (Pollard et al. 2003).

Le complexe Arp2/3 est composé de 7 polypeptides (Figure 9.A). Deux d’entre
eux, nommés Arp2 et Arp3, ont une structure tridimensionnelle proche du monomere
d’actine (Kelleher et al. 1995, Robinson et al. 2001, Alberts et al. 2008). Ensemble, ils
forment un hétéro-dimere leur permettant d’amorcer la polymérisation d’un filament
d’actine par leurs bouts barbés. Apres cette initiation, la polymérisation du filament
d’actine ne peut se produire qu’au bout barbé. La conformation native du complexe la
rend intrinséquement inactive ; son taux de nucléation est alors trés faible. Néan-
moing, la protéine peut étre régulée a travers un jeu d’inhibiteur et d’activateur
(Krause et al. 2014). Il existe deux catégories de régulation. L’une implique un fila-
ment d’actine préexistant comme activateur et I’autre non (Goley et al. 2006, Wagner
et al. 2013). Dans la premiére catégorie, le complexe Arp 2/3 s’accroche par les poly-
peptides ArpPC2 et ArpPC4 sur le filament préexistant, nommé ‘filament mere’. Le
nouveau filament produit est quant a lui appelé ‘filament fille’. Toutefois, la nouvelle
configuration du complexe est encore insuffisante pour le rendre actif. La famille des
WASPs (Wiscott-Aldrich syndrom protein) permet alors d’activer le complexe Arp2/3
(Mullins et al. 1998, Machesky et al. 1999).

Les protéines WASP ont trois domaines en commun dans leurs structures : (i)
I'o-hélice nommée ‘WASP-homology-2" (WH2), qui interagit avec une sous-unité
d’actine, (ii) le connecteur nommé ‘cofiline-homology * (C), et (iii) la région acide
(A), qui recrute transitoirement (Martin et al. 2006) le complexe Arp2/3 pour
lactiver (Machesky et al. 1999, Marchand et al. 2000). Les protéines WASP sont des
facteurs multimodulaires qui représentent une structure repliée inactive in vivo dans
laquelle la partie C-terminale de la protéine est en interaction stable avec la partie N-
terminale (Goley et al. 2006). Tout comme le complexe Arp2/3, les protéines WASP
peuvent étre activées. Les activateurs de WASP sont des protéines de signalisation
telles que les RAC, les RHO, les protéines G et les CDC42 (Rohatgi et al. 1999,
Krause et al. 2014). In wvitro, pour supprimer cette régulation, seule la partie activa-
trice du complexe Arp2/3 est utilisée. Elle renferme les trois structures décrites ci-
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dessus et est nommée WH2-C-A ou WA ou VCA. Pour que cette structure soit active
il est tout de méme nécessaire de la phosphoryler (Ireton 2013). La molécule activée

est alors nommée pWA ou pVCA.

Il est intéressant de noter que la nucléation est autocatalytique. Le nombre de
bouts barbés créés évolue de maniere exponentielle. Le réseau produit une arbores-

cence et est nommé ‘réseau branché’ ou ‘dendritique’ (Blanchoin et al. 2000).
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Figure 9 : Le complexe Arp2/3. A : structure cristalline du complexe Arp2/3 (Goley
et al. 2006). B : Cliché au microscope électronique d’un branchement de filaments d’actine
par le complexe Arp2/3. A droite, les monomeéres d’actine et le complexe Arp2/3 sont co-
lorigés afin de mieux les distinguer. (Rouiller et al. 2008). C : Schéma de polymérisation
de réseaux de filaments d’actine en présence du complexe Arp2/3 et d’un de ses activa-
teurs le pWA (Adapté de Insall et al. 2009, Ireton 2013)

¢. La phalloidine : stabilisation de filaments

Dans la cellule il existe des protéines pour empécher la dépolymérisation des fi-
laments. La tropomyosine en est un exemple et joue un role crucial dans la régulation
de la contraction musculaire (Vilfan 2001). In wvitro, ces protéines stabilisatrices per-
mettent de travailler & de faibles concentrations en actine-G, voire avec un seul fila-
ment. Dans I'étude de 'activité de moteurs moléculaires avec des filaments d’actine,
la tropomyosine n’est généralement pas utilisée car elle masque les sites d’interaction
entre ces protéines (Lehman et al. 1994). La plupart du temps, ce n’est pas une pro-
téine mais une toxine qui est employée pour stabiliser les filaments : la phalloidine.
Ce léger composé de 0,8 kDa est extrait de champignons tels que I’Amanita phalloide,
I’Amanita verna et la Galerina marginata.
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La phalloidine s’accroche exclusivement a l’actine filamenteuse car elle intera-
git avec deux sous-unités d’actine (Figure 10). Elle empéche ainsi la dissociation des
sous-unités et interrompt par conséquent le cycle d’hydrolyse de ’ATP. En empé-
chant la dépolymérisation, elle favorise l’élongation des filaments (Coluccio et al.
1984). Un filament entierement décoré par cette toxine est composé d’autant de sous-

unités d’actine que de molécules de phalloidine (ratio 1:1) (Figure 10).

sous-unités d'actine

Figure 10 : Illustration de la position des molécules de phalloidine dans le fi-
lament d’actine. (Oda et al. 2005)

3. La diversité des architectures d’actine dans le cytosquelette cellulaire

La cellule est capable, a 'aide de protéines de signalisation et d’échafaudage,
d’activer et de distribuer spatialement toute une variété de protéines régulant la po-
lymérisation de 'actine (ABPs) (Chhabra et al. 2007). Le complexe Arp2/3 ou la
formine en sont des exemples. Cette régulation permet de développer a tout instant et
localement des réseaux dynamiques de composition et d’architecture complexes. In
vivo, il existe trois types de réseaux fondamentaux de filaments d’actine : les réseaux

paralleles, antiparalleles et désordonnés (Figure 11).
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Figure 11 : Diversité des réseaux de filaments d’actine dans la cellule euca-
ryote. (Adapté de Blanchoin et al. 2014)

a. Le réseau parallele

Le réseau parallele est constitué d’un ensemble de filaments d’actine paralléles
de méme polarité. Ce type de structure est par exemple observé dans des protrusions
cellulaires cylindriques fines qui permettent a travers 'augmentation des surfaces
d’intervenir dans différents processus comme la mécanotransduction, les échanges
entre les milieux extra et intra cellulaires ou ’adhésion. Un réseau parallele est ainsi
observé au niveau des microvillosités des cellules épithéliales de l'intestin et des cel-
lules mécanosensorielles ciliées de 'oreille interne. La structure du réseau est mainte-
nue par des ABPs telles que la villine, la fimbrine, ’espine (facteurs de réticulation)
et les myosines I, II ou XV (moteurs moléculaires) (Michalski et al. 2007, Alberts et
al. 2008). Les filopodes de la cellule fournissent un autre exemple. Leur formation dé-
pend de formines (facteurs de nucléation) et de fascines (facteurs liants) ainsi que de
lactivité motrice de la myosine X, servant de transporteur de nouvelles protéines au
sommet du filopode (Mattila et al. 2008).
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b. Le réseau antiparallele

Le réseau antiparalléle est également constitué d’un groupe de filaments paral-
leles mais de polarités aléatoires. Cette organisation permet la contraction du réseau
par un glissement des filaments les uns par rapport aux autres. La structure du sar-
comere, élément de base des muscles striés, en est 'exemple classique. L’activité de
myosines II, organisées en filaments ‘épais’ bipolaires de plusieurs dizaines de molé-
cules motrices, permet de produire le travail mécanique nécessaire a la contraction
(Alberts et al. 2008). Les fibres de stress de la cellule présentent également une struc-
ture antiparallele renfermant entre 10 et 30 filaments liés par de 'a-actinine (facteur
de réticulation). Ces fibres jouent un role important dans l’adhésion, la migration, la
morphogenese et la mécanotransduction de la cellule par 'intermédiaire de la myosine

II non musculaire (Tojkander et al. 2012).
c. Le réseau désordonné (‘actin meshwork’)

Il existe divers réseaux désordonnés (‘actin meshwork’ en anglais) de filaments
d’actine enchevétrés, selon la nature des ABPs impliquées. Par exemple, le complexe
Arp2/3 génere des réseaux dits ‘branchés’ (i.e. : dendritiques). Le lamellipode est une
structure dynamique illustrant ce type de structure. Il s’agit d’une protrusion cellu-
laire impliquée dans le déplacement des cellules motiles. Elle se situe au bord avant de
ces derniéres et est étalée sur 10 microns en largeur, sur 3 & 5 microns en longueur et
sur environs 100 nm en épaisseur. La dynamique de ce réseau n’est pas exclusivement
liée au complexe Arp2/3 mais & un cocktail d’ABPs comprenant des protéines de
coiffe (facteur inhibiteur de polymérisation), d’ADF /Cofilines (facteur de dépolyméri-
sation), de tropomyosines (facteur stabilisateur des filaments) (Pollard et al. 2003).
Le lamellipode a la particularité d’étre globalement polarisé. Une zone barbée peut
étre définie vers le bord avant de la cellule et une zone pointue vers l'intérieur
(Sivaramakrishnan et al. 2009). Cet aspect permet a des myosines, comme les myo-
sines V et VI, de transporter des vésicules ou organelles dans une direction privilégiée
de la structure (Brawley et al. 2009).

Il existe également des réseaux désordonnés interconnectés denses comme dans
le cortex cellulaire (bord de la cellule). Sa structure permet la déformation de la cel-
lule par l'intermédiaire de myosines II, notamment lors de la mitose (division cellu-
laire). Un réseau de filaments d’actine interconnecté moins dense se trouve également
dans le cytoplasme. L’activité stochastique de moteurs moléculaires, comme la myo-
sine V, peut agiter le réseau d’actine et faire diffuser activement des particules inertes
dans le réseau. Ce phénomene de diffusion active permet d’explorer 'environnement
plus rapidement qu’une diffusion & l’équilibre thermodynamique (Brangwynne et al.
2009, Bruno et al. 2009, Guo et al. 2014, Chaigne et al. 2016).

4. Les réseaux de filaments d’actine d’architecture controlée in vitro

In vivo, les réseaux de filaments d’actine sont complexes et décrypter le role de
leur structure sur le comportement des moteurs reste un exercice difficile. Dans une
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optique de simplification, et afin d’identifier des comportements généraux, Laurent
BLANCHOIN et Manuel THERY ont développé une approche in vitro originale permet-
tant de fabriquer des réseaux de filaments d’actine d’architecture controlée. La tech-
nique a été mise au point au CEA de Grenoble au cours de la thése d’Anne-Cécile
REYMANN en 2010 (Reymann et al. 2010) et est & la base de ce travaille de these.

Il s’agit d’initier la polymérisation de 'actine a partir de surfaces de géométrie
prédéfinie (Figure 12). Par la suite, nous appellerons ‘motifs’ ces régions d’intéréts de
la surface. En plus des composants minimaux nécessaires & la polymérisation de fila-
ments d’actine (monomeére d’actine, ATP, etc.), trois autres protéines sont utilisées :
le complexe Arp2/3, le NPF (‘Nucleation Promoting Factor’) pWA et la profiline.

Le dépot de pWA sur les motifs permet d’activer localement le complexe
Arp2/3 présent en solution. Sur le motif, & partir des filaments préformés, de nou-
veaux filaments polymérisent en générant un réseau branché. Dans un second temps,
ces filaments ‘sortent’ du motif (Figure 12, Figure 13, Figure 14