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L’actine cytosqueletthue
et ses protéines associées
l. Analyse fondamentale

Chez les eucaryotes, le développement de la plupart des
processus biologiques nécessite des remaniements substan-
tiels du cytosquelette d’actine. Le cycle de polymérisa-
tion/dépolymérisation des filaments d’actine est contrdlé in
vivo par des protéines associées a l'actine, en réponse a
divers signaux intra- et extra-cellulaires. Ces meécanismes
sont au cceur de plusieurs événements fonctionnels de la vie
d’une cellule, tels que la locomotion, la cytokineése et I'apop-
tose. Des altérations dans I’expression, la localisation, la
structure ou la fonction de I'actine elle-méme et/ou des pro-
téines qui lui sont associées, peuvent étre a l'origine de

désordres physiologiques invalidants, parfois fatals.

e cytosquelette est un réseau

cytoplasmique complexe de

filaments protéiques doués

d’une organisation dyna-

mique, indispensable aux
fonctions métaboliques vitales de la
cellule. 1l est constitué essentielle-
ment de trois types de structures
fibrillaires de diamétre et de compo-
sition différents: les microfilaments
(par exemple I’actine), les microtu-
bules (par exemple la tubuline) et les
filaments intermédiaires (par
exemple la desmine). Ces polyméres
sont capables, en dépit de leur locali-
sation dans des secteurs spécifiques,
de s’interconnecter pour développer
des activités différentes ou complé-
mentaires, de facon coordonnée
dans le temps et dans I'espace. La
forme et le réarrangement intérieur

de toutes les cellules eucaryotes tra-
duisent I’activité intense qu’effec-
tuent ces structures dans le cadre de
leur fonction.

L’actine est le constituant majeur des
microfilaments, et fait partie inté-
grante du cytosquelette sous-mem-
branaire. Elle joue un r6le prépondé-
rant dans la vie de la cellule, et
représente un carrefour incontour-
nable, par son abondance (jusqu’a
20% des protéines myofibrillaires
totales et 10% dans les cellules non
musculaires), son ubiquité (elle est
présente dans toutes les cellules euca-
ryotes appartenant au phylum animal
et végeétal, et dans certaines cellules
procaryotes), sa remarquable conser-
vation au cours de I’évolution (plus
de 90% d’homologie entre la levure

et I’'homme), sa capacité de se poly- —
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mériser et de se dépolymériser, et
surtout par les liens spéciaux qu’elle
tisse avec une large collection de pro-
téines de liaison dites «associées a
I’actine». Celles-ci sont a leur tour
contrblées par des protéines de phos-
phorylation, des petites GTPases de
la superfamille Ras, des polyphos-
phoinositides, des ions calcium et
d’autres signaux provenant de I’envi-
ronnement intra- ou extra-cellulaires.
Toutes ces propriétés permettent a
I’actine d’assumer un rdle fondamen-
tal dans la coordination d’un grand
nombre de fonctions biologiques
aussi diverses que la locomotion et la
contractilité, le contréle de la mor-
phologie cellulaire, I'adhérence au
substrat, I’établissement et le main-
tien de la polarité, I’expansion des
pseudopodes, le guidage axonal,
I’endocytose, les invasions bacté-
riennes entérocytaires, I’agrégation
plaquettaire, le rassemblement des
récepteurs membranaires, la cytoki-
nése, la fécondation et le développe-
ment embryonnaire (gastrulation,
neurulation) (figure 1).

Ce chapitre sera consacré aux pro-
priétés intrinseques de I’actine et au
réle que jouent des groupes de pro-
téines et de ligands spécifiques dans
la dynamique de I’assemblage du sys-
teme microfilamentaire. Dans
I’article suivant (p. 198), nous décri-
rons I'implication directe ou indi-
recte de cette molécule dans une
myriade d’aspects pathobiochi-
miques et pathogéniques de maladies
infectieuses, tumorales, endocri-
niennes, sensorielles, neuro-dégéné-
ratives et vasculaires.

I Le monomeére d’actine
Structure primaire

Découverte au début des années 40
[1], I'actine est plus que jamais
d’actualité, et les travaux la concer-
nant produisent aujourd’hui 2000 a
3000 nouvelles références par an,
comme I'indique la consultation de la
base de données Medline. Il s’agit
d’une protéine globulaire, appelée
«actine G», constituée d’une chaine
polypeptidique unique de 375 acides
aminés et dont la séquence a été
déterminée il y a une trentaine
d’années (figure 2). Elle apparait
comme I’'une des protéines les mieux
conservées au cours de la phyloge-
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Figure 1. L’actine est un carrefour cellulaire incontournable. Ubiquitaire et
trés conservé, le monomeére de la protéine (G bilobée) se polymérise en pro-

duisant des filaments d’actine (F). Ceux-ci

participent a de nombreux pro-

cessus biologiques vitaux tels que la motilité cellulaire, la contraction mus-
culaire et la mise en place du cytosquelette.

nése. Des protéines homologues a
I’actine ont été récemment identi-
fiées dans des systémes procaryotes
comme les cyanobactéries, dont I'ori-
gine remonte & 3,5 milliards d’années
environ.

Il existe différentes isoformes
d’actines codées par des génes struc-
turalement trés proches qui auraient
évolué a partir d’'un géne ancestral
commun. Leurs séquences primaires
sont similaires a plus de 90 %. La plu-
part des mutations observées tou-
chent presque exclusivement un
nombre restreint d’acides aminés
situés du c6té NH,-terminal, trés
anionique, de la chaine polypepti-
dique. Chez les vertébrés supérieurs,
on distingue six isoformes qui ne dif-
ferent que par quelques acides ami-
nés et s’expriment d’une fagon indé-
pendante de [I’espéce, mais
spécifique du tissu cellulaire et du
stade de développement. Il s’agit des
guatre isoformes musculaires (a
squelettique et a cardiaque pour le
muscle strié, a vasculaire et a viscé-
rale pour le muscle lisse) et des deux
isoformes cytoplasmiques non mus-
culaires (actines 3 et y)[2].

Structure atomique

La forte tendance de I’actine-G a poly-
meériser a haute force ionique a long-
temps freiné les approches cristallo-
graphiques du monomere seul. C’est
en 1990 [3] que les premiers cristaux
satisfaisant les critéres de résolution
optimale ont pu étre obtenus (2.5 A a
3 A) par diffraction aux rayons X d’un
complexe dans lequel la polymérisa-
tion de I'actine est bloquée par addi-
tion de DNase I, de profiline ou du
segment 1 de la gelsoline. L’actine
peut étre inscrite dans un parallélépi-
péde rectangle de dimensions 35 A x
55 A x 55 A. Elle est composée d’un
petit et d’un grand domaine, le pre-
mier renfermant le sous-domaine 1
(résidus 1-32, 70-144 et 338-375) et le
sous-domaine 2 (résidus 33-69), tandis
que le second est constitué du sous-
domaine 3 (résidus 145-180 et 270-
337) et du sous-domaine 4 (résidus
181-269). Le petit domaine contient
les deux extrémités amino- et carboxy-
terminales, et les principaux sites
d’interaction avec les protéines de liai-
son. La crevasse située entre les deux
domaines est le lieu de fixation du
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Figure 2. Séquence primaire de I'actine du muscle squelettique. Les sous-
domaines de la molécule sont représentés sur des fonds colorés: rouge pour
le sous-domaine 1, bleu pour le sous-domaine 2, vert pour le sous-domaine
3 et violet pour le sous-domaine 4. Les astérisques indiquent les résidus non
conservés dans les différentes isoformes présentes chez les mammiferes.

nucléotide et du cation divalent, indis-
pensables a la stabilité de la molécule
(figure 3A, B).

I Le polymére d’actine

La polymérisation est une propriété
intrinséque de I’actine qui, dans la
méme cellule et au méme moment,
peut exister sous deux formes inter-
convertibles, en équilibre dyna-
mique : une forme monomérique glo-
bulaire ou actine-G, et une forme
polymérique filamenteuse ou actine-
F. Ce sont des forces électrostatiques
et hydrophobes qui contribuent a la
formation de ces polymeres homo-
géenes, non covalents, de structure
hélicoidale, d’environ 10 nm de dia-
metre et de plusieurs microns de lon-
gueur. Le filament d’actine est doué
d’une grande flexibilité (300 fois plus
flexible gu’un microtubule) et d’une
capacité de torsion qui lui est néces-
saire pour former des structures
ordonnées. Sa décoration en tétes de
fleche symétriques par le sous-frag-
ment S-1 de la myosine révéle la pola-
risation d’un polymeére ayant deux
extrémités, I'une a croissance rapide,
appelée (+) ou barbue, I'autre a crois-
sance lente, appelée (-) ou pointue.

L’assemblage de I’actine purifiée en
filaments est une succession de trois
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a quatre étapes fondamentales plus
ou moins lentes, sensibles a la force
ionique (K*, Na*= 10 a 100 mM), au
sel divalent (Mg?, Ca? = 1 a 2 mM),
a la nature du ligand nucléotidique
(ATP ou ADP) et a la concentration
(0,1 a 1 uM) dite critique et notée Cc
de I’actine-G. Au-dessous de cette
valeur, la protéine est incapable de
polymériser, méme dans le cas ou
toutes les autres conditions physiolo-
giques sont optimales. In vivo, ces dif-
férents parametres varient peu, et la
localisation, I'initiation et la vitesse
de polymérisation sont contrdlées
principalement par de nombreuses
protéines liant I’actine, ellessmémes
sous le contrdle de multiples stimulus
enclenchés a la surface de la cellule
[4]. L’association-dissociation des
monomeéres d’actine contrélée par
des protéines et ligands spécifiques
est au cceur de la plasticité du cytos-
quelette microfilamentaire et de la
motilité cellulaire.

Activation du monomere

La présence de sel, d’ATP et d’une
concentration protéique minimale
(Cc), entraine des changements
locaux dans la conformation du
monomeére d’actine, qui entre tres
rapidement dans un état activé et

acquiert des propriétés structurales
différentes, lui conférant notamment
une plus grande résistance a la protéo-
lyse. Cette nouvelle entité protéique
possede désormais les compétences
nécessaires pour le déclenchement du
processus de polymérisation.

Nucléation du monomere

Relativement lente, la phase de
nucléation est essentielle et dépend
beaucoup de la concentration en
actine. Elle représente I’étape limi-
tante d’initiation avec association des
monomeres d’actine activés et forma-
tion de noyaux constitués de 2, 3
ou 4 monomeres en équilibre rapide.
La vitesse de nucléation est beaucoup
plus élevée en présence d’ATP et
de Mg#* qu’en présence d’ADP et
de Ca*.

Allongement du filament et équilibre

C’est I'étape la plus rapide avec asso-
ciation des monomeres d’actine aux
deux extrémités du centre de nucléa-
tion ou du filament en cours de for-
mation. La vitesse de croissance du
polymeéere d’actine obéit a des
constantes cinétiques différentes
selon que I’'on considére un coté ou
I"autre du filament. Elle est 5 a 10 fois
plus rapide a I’extrémité barbue qu’a
I’extrémité pointue, quel que soit le
nucléotide lié a I'actine. In vivo,
I’actine est sous la forme G-ATP et sa
polymérisation s’accompagne de
I’hydrolyse différée de I'ATP (lié a
chaque sous-unité monomeérique) en
ADP et Pi. La libération du y-phos-
phate déstabilise les interactions
actine-actine, entrainant une dissocia-
tion plus rapide a I’'extrémité pointue
du filament (riche en ADP) qu’a son
extrémité barbue (riche en ATP). Le
filament mQr ou actine-F est constitué
essentiellement d’actine-F-ADP a
I’exception de la partie barbue qui
arbore des sous-unités F-ADP.Pi [5]
(figure 4). La force thermodynamique
de I’hydrolyse de I’ATP engendre une
sorte de manege moléculaire continu
ou «tapis roulant» (treadmilling). Ce
phénoméne a lieu in vitro et in vivo et
assure la stabilité et la relative
constance des longueurs des fila-
ments d’actine a I’état d’équilibre. Il
est a la base de la motilité cellulaire.
Les filaments s’allongent & I'une des

deux extrémités et raccourcissent m——
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Sous-domaine 4

Sous-domaine 2

Figure 3. A. Représen-
tation schématique
de la structure tri-
dimensionnelle de

I’actine squelettique.
Au centre, a la jonc-
tion des 4 sous-
domaines, M indique
le cation métallique

- . non loin du nucléotide
g g coloré en rouge et en
. bleu. Les structures

l‘-‘"ﬁ.., en hélice a ou en

F | :l"h. "r."H fgunlet B sont colo-

F y S rées respectivement

en vert et en marron.
N et C représentent
les extrémités termi-
nales de la molécule.

Sous-domaine 3

Sous-domaine 1

B. Modéle atomique
montrant I’organisa-
tion des monomeres
d’actine dans le fila-
ment. Chaque mono-
mére établit avec les
quatre sous-unités
voisines des interac-
tions longitudinales
et transversales. Le
sous-domaine 1 est le
plus exposé a I'exté-
rieur. La séquence
amino-terminale (1-
28) de chacune de ses
sous-unités est colo-
rée en jaune.

simultanément a l'autre. Le niveau
d’équilibre est atteint lorsque la
vitesse de croissance du polymeére
devient nulle. Au terme de leur for-
mation, les filaments continuent a
échanger lentement les sous-unités de
leurs extrémités avec les monomeres
libres dont la concentration doit étre
égale a la Cc. De plus, selon un méca-
nisme de remodelage ou annealing
fondé sur la diffusion et la collision
aléatoire, les filaments les plus longs
peuvent se briser et s’associer entre
eux bout a bout, sans changement
apparent de volume.

Protéines et ligands
affectant les propriétés
de I'actine

Dans les cellules non musculaires, la
polymérisation de I’actine est un phé-
nomene physiologique réversible qui
se situe au centre de tous les change-

mmmmmmm MeNts et réarrangements observés au
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sein du cytosquelette dont les réseaux
fibrillaires peuvent, selon les besoins
immédiats de la cellule, se désagréger
ou se développer en quelques
secondes. La formidable capacité de
reconnaissance que possede I’actine,
gu’elle soit sous sa forme G ou F, vis-
avis d’une soixantaine de protéines
différentes, constitue un moyen bio-
logique unique dans sa diversité pour
contrdler, en réponse a des signaux
externes, I’association/dissociation
du filament d’actine, sa localisation
cellulaire, son renouvellement, son
organisation en faisceaux ou en
réseaux tridimensionnels, et son
ancrage a des structures membra-
naires. Ces protéines sont générale-
ment répertoriées en 4 a 6 grands
groupes selon leur mode de liaison in
vitro a I’actine. On distingue des pro-
téines de séquestration, de coiffe
et/ou de fragmentation, de pontage
et d’ancrage [6] (voir Tableau | de
I"article suivant, p. 200).

Le processus de polymérisation de
I'actine peut aussi étre influencé par
des substances naturelles comme les
cytochalasines qui bloquent I’extré-
mité a croissance rapide du filament et
inhibent la migration cellulaire, ou, au
contraire, la phalloidine qui renforce
les contacts inter-monoméres et stabi-
lise le filament. De plus, des compo-
sants marins (latrunculine, jasplakino-
lide) ayant pour cible privilégiée la
molécule d’actine, se sont avérés étre
des agents chimiothérapiques poten-
tiellement actifs dans le traitement des
cancers [7]. La polymérisation peut
aussi étre fortement perturbée ou inhi-
bée par des facteurs tels que I’ADP-
ribosylation, un processus physiopa-
thologique qui résulte de I’action de la
toxine C2 de Clostridium botulinum sur
le monomeére d’actine [8]. D’autres
facteurs comme I’exoenzyme C3 ADP-
ribosyltransférase, ou encore les
toxines A et B de Clostridium difficile,
catalysent, lors d’une étape post-tra-
ductionnelle, la glycosylation des
petites protéines G a des sites spéci-
fiques. L’inactivation de ces protéines
désorganise le remodelage supposé
étre extensif et permanent du cytos-
quelette d’actine au cours de la mor-
phogenése et perturbe profondément
la motilité cellulaire. Les petites
GTPases et plus particulierement les
prototypes Cdc42, Rac, Rho sont des
triphosphatases reliées a la superfa-
mille Ras qui fixent et hydrolysent les
nucléotides guanyliques et qui sont
I'objet d’un intérét croissant, depuis
une dizaine d’années, en raison des
effets remarquables qu’elles exercent
sur diverses fonctions biologiques dont
celle du cytosquelette microfilamen-
taire. En réponse a des stimulus [diffé-
rents agonistes interagissant avec les
recepteurs membranaires: facteurs de
croissance comme I’EGF (epidermal
growth factor), le PDGF (platelet-derived
growth factor), ou encore la bradyki-
nine, I'acide lysophosphatidique ou
I'insuline...], ces acteurs de la signali-
sation cellulaire se sont révélés étre
des régulateurs primordiaux dans la
réorganisation rapide de I’actine en
contribuant a la formation, a I’assem-
blage et au maintien des filopodes, des
lamellipodes, des plaques d’adhérence
focales et des fibres de tension, un
ensemble de structures indispensables
aux mouvements unidirectionnels et
synchronisés des cellules vivantes [9,
10]. La cellule peut & tout moment
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Polymérisation de I'actine

Temps

Figure 4. Evolution du nucléotide li¢ aux sous-unités d’actine d’un filament
au cours de sa polymérisation. La vitesse d’ajout de sous-unités a un fila-
ment augmente en fonction de la concentration d’actine G libre. Initialement,
lorsque la concentration d’actine G est élevée, les filaments croissent rapide-
ment avec des sous-unités terminales F-ATP (en rouge); durant la polyméri-
sation, I'actine G diminue, la vitesse d’allongement devient inférieure a la
vitesse d’hydrolyse du nucléotide lié et des sous-unités F-ADP.Pi s’accumu-
lent (en jaune); a I'état stationnaire, le filament est composé de sous-unités
F-ADP (en bleu) a I’exception de I’extrémité barbue arborant une petite coiffe
transitoire de F-ADP.Pi (d’apres Carlier 1991).

recevoir de nouveaux signaux qui, une
fois intégrés, sont responsables du
changement de la direction prise par
celle-ci. La signalisation cellulaire et la
polymérisation localisée des filaments
d’actine sont donc intimement liées, la
premiére contrélant I'activité de la
deuxiéme. L’inactivation de ces pro-
téines de la famille Rho, testée dans
des systéemes cellulaires expérimen-
taux, bloque la réponse aux différents
stimulus extracellulaires, désorganise
le cytosquelette en dépolymérisant les
filaments d’actine, et induit la perte de
la polarité de la cellule, confirmant la
position critique qu’occupent ces
intermédiaires au sein des différentes
voies de transmission du signal qui
contrélent la transcription du gene, la
régulation des activités corticales au
cours de la division cellulaire, I’évolu-
tion des tumeurs cancéreuses et
I'apoptose m
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Summary

Actin and actin-binding proteins
I. The fundamental analysis

Actin is one of the most abundant
and highly conserved proteins on
earth. Its transient polymerization
and depolymerization are essen-
tial during changes in cell shape
and locomotion. In most eucaryo-
tic cell types, actin is represented
either in a monomeric (G actin) or
in a polymeric form (F-actin). The
filament turnover cycle occurs in
vitro (with pure actin) and in vivo.
Subsequently, it is thought to pro-
ceed through the addition of an
ATP-monomer to the barbed end
of the filament, the hydrolysis of
ATP, the release of Pi, and the dis-
sociation of the ADP-monomer
from the pointed end. The rate-
limiting step in actin polymeriza-
tion is nucleation, which is the
assembly of the first subunit to
generate a new filament. The plus
(barbed) end grows five to ten
times faster than the minus (poin-
ted) end. Actin has an active role
in many cellular functions and is
thought to be involved as both a
target and mediator of signal trans-
duction through the Rho family of
small GTPases. It is also dynami-
cally regulated by a complex army
of proteins called Acting-binding
proteins.

A. Fattoum.
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