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L’ACTINE CYTOSQUELETTIQUE ET SES PROTEINES ASSOCIEES
QUELQUES EXEMPLES CHEZ LES PROTISTES

GUILLEN N.*, CARLIER M.-F.** BRUGEROLLE G.***, TARDIEUX 1.**** & AUSSEIL Jorre

Résumé :

La mise en oeuvre de multiples processus biologiques nécessite
des changements du cytosquelette riche en actine. Tel est le cas
de la motilité cellulaire qui résulte de I'assemblage et
désassemblage des filaments d'actine, une activité régulée par
I'action de nombreuses protéines liant I'actine. les organismes
unicellulaires sont des modéles de choix pour I'étude des
régulations engendrant les remaniements du cytosquelette car leur
manipulation aisée s'adapte & diverses technologies. lors de la
XXXVE réunion annuelle du Groupement des Protistologues de
Llangue Frangaise (GPLF), un symposium concernant « ['actine
cytosquelettique et ses protéines associées chez les profistes » a
été organisé. Ce colloque refléte I'intérét du GPLF pour le
développement en France des thémes de recherche concernant
des protistes pathogenes pour 'homme et ceux, pathogénes ou
non, servant de modéles d'analyse cellulaire. Un compte rendu de
ce colloque est présenté dans cet article.
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Summary : ACTIN CYTOSKELETON AND ASSOCIATED PROTEINS: A FEW
EXAMPLES IN PROTISTS

Many processes, cell motility being an example, require cells to
remodel the actin cytoskelefon in response to both intracellular and
extracellular signals. Reorganization of the actin cytoskeleton
involves the rapid disassembly and reassembly of actin filaments,
a phenomenon regulated by the action of particular actin-binding
proteins. In recent years, an interest in studying actin regulation in
unicellular organisms has arisen. Parasitic protozoan are among
these organisms and studies of the cytoskeleton functions of these
protozoan are relevant related to either cell biology or
pathogenicity. To discuss recent data in this field, a symposium
conceming « Actin and actin-binding proteins in profists » was
held on May 8-11 in Paris, France, during the XXXV meeting of
the French Society of Protistology.

As a brief summary of the symposium we report here findings
concerning the in vitro actin dynamic assembly, as well as the
characterization of several actin-binding proteins from the parasitic
profozoan Enfamoeba histolytica, Thrichomonas vaginalis and
Plasmodium knowlesi. In addition, localization of actin in non-
pathogen protists such as Prorocentrum micans and
Crypthecodinium cohnii is also presented.

The data show that some actin-binding proteins facilitate
organization of filaments into higher order structures as
pseudopods, while others have regulatory functions, indicating
very particular roles for actinbinding profeins. One of the proteins
discussed during the symposium, the actin depolymerizing factor
ADF, was shown fo enhance the treadmilling rate of actin
filaments. In vitro, ADF binds to the ADP-bound forms of G-actin
and F-actin, thereby participating in and changing the rate of actin
assembly. Biochemical approaches allowed the identification of a
protein complex formed by HSP/C70-cap32-34 which might also
be involved in depolymerization of F-actin in P. knowlesi.
Molecular and cellular approaches were used to identify proteins
such as ABP-120 and myosin IB at the leading edge of

E. histolytica. ABP-120 organizes F-actin in a network and myosin
IB participates in the pseudopod formation. Similar approaches
using T. vaginalis resulted in the discovery of an actin-binding
profein that participate in the F-actin reorganization during
adhesion of parasites to target cells. This protein is homologous to
a-actinin from other eukaryotic cells. Finally, by using cell biology
approaches, Factin was observed in the cytoplasm as well as in
the nucleus of Dinoflagelates. The recent developments in the
molecular genetics of protozoa will provide new insights fo
understand the roles of actinbinding proteins during cytoskeleton
activities.
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INTRODUCTION

‘actine est 'un des constituants majeurs de toute

cellule eucaryote et apparait comme l'une des

protéines la mieux conservée au cours de I'évo-
lution. Son importance est bien connue dans la struc-
ture et la fonction des cellules musculaires mais elle
l'est moins dans les autres cellules ou cette protéine
constitue un des éléments du cytosquelette et intervient
dans des fonctions trés variées. La compréhension des
phénomenes de motilité cellulaire, de morphogéneése,
de certains mouvements intracellulaires, d’adhésion et
de signalisation, voire de cytodiérése nécessite de
connaitre les propriétés de I'actine et des protéines qui
lui sont associces.
Lactivité biologique de l'actine est régulée par son état
physique et par sa liaison a de nombreuses protéines
affines. En effet, 'actine a une forte tendance a s’assem-
bler en filaments hélicoidaux (actine filamenteuse ou
F-actine), mais cet état est en équilibre avec l'actine
monomérique (G-actine). Le maintien physiologique de
cet équilibre dépend des protéines capables de séques-
trer les monomeres d’actine et de désagréger les fila-
ments. La polymérisation de l'actine n’a pas lieu uni-
formément dans le cytoplasme mais dans des sites
discrets dénommeés sites de nucléation en général loca-
lisés aux alentours de la membrane plasmique. Des
questions importantes sont donc posées pour com-
prendre I'équilibre entre F-actine et G-actine et pour
déterminer, d'une part, la régulation moléculaire qui
associe les microfilaments d’actine avec d’autres pro-
téines et dautre part, le mécanisme qui régule aussi
bien la morphologie que le mouvement des cellules.
Une syntheése des connaissances actuelles sur la poly-
mérisation de l'actine et le role des protéines liant
l'actine seront d’abord présentés : ces résultats ont été
obtenus par des études in vitro mais ils peuvent étre
transposés au cytoplasme de la cellule vivante. Les pro-
tistes, ou premiers eucaryotes, sont tres divers et offrent
de nombreux modeles ou les multiples fonctions de
l'actine peuvent étre étudiées. Le cytosquelette des pro-
tistes contient diverses structures filamenteuses asso-
ciées a des fonctions précises. L'intervention de I'actine
dans la biologie de protistes sera révélée dans quatre
exemples qui font 'objet de recherches actuelles dans
des équipes francaises. L'amibe pathogene Entamoeba
histolytica est capable de mouvements amiboides et de
phagocytose, phénomenes qui font intervenir le cyto-
squelette d’actine. Le flagellé parasite Trichomonas
vaginalis devient amiboide en adhérant aux cellules
de I'hote et développe un réseau d’actine périphérique.
La motilit¢ des Sporozoaires Plasmodium et Toxo-
plasma et leur pénétration dans la cellule hote semble
bien dépendre du cytosquelette d’actine. Les Dinofla-
gellés sont les seuls organismes a présenter des fibres

d’actine dans leur noyau, la division de leur appareil
flagellaire et leur morphogénese font aussi intervenir
le cytosquelette d’actine.

POLYMERISATION DE 'ACTINE
ET MOTILITE CELLULAIRE

1 est bien admis que les mouvements de locomo-

tion des cellules vivantes, et plus généralement

leurs changements de forme en réponse aux sti-
muli extracellulaires, sont engendrés par la polyméri-
sation de l'actine (Wang, 1985; Stossel, 1993). La poly-
mérisation des filaments d’actine peut développer en
effet une force de protrusion capable de déformer la
membrane plasmique (Mogilner et Oster, 1996).
La motilité cellulaire liée a la polymérisation de I'actine
est caractérisée par deux aspects essentiels; d’'une part
la capacité d'une cellule a augmenter rapidement la
quantité d’actine polymérisée en réponse a un signal.
Par exemple, 'activation des plaquettes sanguines, des
leucocytes polymorphonucléaires ou la stimulation de
I'amibe Dictyostelium discoideum par un agent chi-
miotactique sont suivies immédiatement (temps de
réponse : 10 s) par une polymérisation massive de fila-
ments. L'augmentation de la concentration d’actine
polymérisée dans la cellule se fait aux dépens du
réservoir d’actine non polymérisée, maintenue mono-
mérique par interaction avec des protéines qui 'empé-
chent de polymériser, connues sous le nom de « pro-
téines séquestrant l'actine », telles la thymosine B, et
la profiline. Le mécanisme de controle du passage de
l'actine de la forme séquestrée a la forme polymérisée
est un élément crucial de la motilité cellulaire.
Un deuxiéme phénomene fascinant qui caractérise la
motilité cellulaire est l'usage fait par la cellule du
renouvellement (« turnover ») des filaments d’actine
pour générer le mouvement. L'assemblage continu des
filaments en un réseau ponté, au front de migration
des cellules, constitue la force de protrusion du cyto-
plasme qui permet I'extension du lamellipode. Cet
assemblage localisé de filaments est compensé par la
dépolymérisation des filaments a l'arriere du lamelli-
pode, créant un phénomeéne de « tapis roulant » ou
« treadmilling ». La vitesse du mouvement (1-
10 um/min) implique que la vitesse d’allongement des
filaments d’actine est de 10 a 100 sous-unités par
seconde. Dans un tel régime stationnaire, la quantité
d’actine polymérisée reste constante, et la question cru-
ciale est de comprendre « comment une cellule peut
maintenir des vitesses de polymérisation et de dépo-
lymérisation aussi €levées simultanément en différentes
régions du cytoplasme » (Forscher and Smith, 1988;
Fechheimer et Zigmond, 1993).
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L’ETAT STATIONNAIRE DE POLYMERISATION
DE L’ACTINE

Dans le milieu cellulaire qui est riche en ATP-Mg et
de force ionique élevée, l'actine est polymérisée a I'état
stationnaire, c’est-a-dire que la masse d’actine poly-
mérisée est constante, et les filaments coexistent avec
'actine monomérique (G-ATP) maintenue elle aussi a
une concentration constante par le jeu des échanges
dynamiques monomere-polymere dans le milieu. Cette
concentration stationnaire d’actine monomérique n’est
pas une concentration critique a proprement parler,
c’est-a-dire une constante d’équilibre monomere-poly-
mere. En effet, comme I'hydrolyse irréversible de 'ATP
accompagne la polymérisation de l'actine G-ATP en
filaments, le polymére et le monomere sont dans un
état stationnaire, et il existe un flux des sous-unités
d’actine a travers le polymere, appelé « treadmilling »,
qui assure le turnover des filaments et du réservoir des
sous-unités d’actine monomérique. Dans le processus
de treadmilling, la vitesse nette de dépolymérisation a
I'extrémité pointue des filaments est égale a la vitesse
nette de polymérisation a lextrémité barbée. Ceci
signifie que la concentration stationnaire d’actine G-
ATP est inférieure 2 la concentration critique d’assem-
blage a l'extrémité pointue et supérieure a la concen-
tration critique d’assemblage a 'extrémité barbée.

Ces caractéristiques fondamentales de la polyméri-
sation de l'actine sont utilisées par la cellule vivante
et modulées par des protéines associées a l'actine
pour controler les processus de séquestration/désé-
questration de l'actine, et réguler le turnover des fila-
ments.

CONTROLE DE LA SEQUESTRATION/DESEQUESTRATION
DE L’ACTINE MONOMERIQUE

Au cours des 10 derniéres années, le role des protéines
dites de séquestration de l'actine monomérique, thy-
mosine B, et ses variants (By, By, Bys, ...) a été pré-
cisé. Ces protéines fixent spécifiquement I'actine G-ATP
et 'empéchent de polymériser. Elles sont en équilibre
relativement rapide avec l'actine, par conséquent, la
concentration de complexe G-actine-thymosine est
régie par la loi d’action de masse. La concentration
d’actine monomérique G-ATP étant maintenue sta-
tionnaire (C), la concentration de complexe l'est éga-
lement. 1l s’en suit que la seule fagcon de faire varier
la concentration d’actine séquestrée est d’agir sur la
concentration stationnaire d’actine G-ATP. Les pro-
téines régulatrices qui possédent cette fonction sont les
protéines de coiffe, ou « capping proteins », qui aug-
mentent Cg, jusqu’a la valeur de la concentration cri-
tique d’assemblage 2 l'extrémité pointue, et la profi-
line, qui posséde la propriété inverse d’abaisser la
valeur de la concentration critique d’assemblage a
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Iextrémité barbée (Pantaloni et Carlier, 1993). Les
variations de C, sont accompagnées de variations de
méme sens de la concentration d’actine séquestrée,
mais ces variations sont amplifiées d’'une maniére pro-
portionnelle a la concentration totale de protéine
séquestrante. Ainsi les « capping proteins », en main-

tenant une valeur élevée de C, établissent un large
réservoir d’actine non polymérisée (c’est la situation
des cellules motiles dans I'état quiescent). La profiline
au contraire, en abaissant C, fait diminuer la concen-
tration d’actine monomérique séquestrée, donc pro-
meut une polymérisation massive d’actine. Cette fonc-
tion de la profiline est essentielle dans de nombreuses
étapes du développement précoce ou la polymérisa-
tion massive de l'actine est en jeu. L'absence de pro-
filine est 1éthale chez tous les organismes pluricellu-
laires. L'abaissement de la concentration d’actine G-ATP
stationnaire par la profiline est une conséquence
directe de l'assemblage des filaments a lextrémité
barbée a partir de complexe profiline-actine, et n’est
pas di a l'augmentation de la vitesse d’échange du
nucléotide sur l'actine monomérique par la profiline
(Perelroizen et al., 1996). Le complexe profiline-actine
peut, a ce titre, étre considéré comme une autre espece
polymérisable d’actine.

REGULATION DU TURNOVER DES FILAMENTS
D’ACTINE PAR L’ADF/COFILINE

La cofiline ou « actin depolymerizing factor » (ADF) est
une petite protéine associée a l'actine, ubiquitaire, et
dont l'absence cause des déficiences graves dans la
translocation du centrosome et la cytocinese, condui-
sant 2 la mort cellulaire (Abe et al., 1996). La surex-
pression de 'ADF en revanche augmente la motilité
chez Dictyostelium. LADF a été dabord considéré
comme une protéine séquestrant l'actine monomé-
rique comme la thymosine B, et capable de fragmenter
les filaments. Ces notions ont été remises en question
récemment (Carlier et al., 1997) par une étude bio-
chimique #n vitro. Nous avons en effet montré que
I'ADF, en interagissant a la fois avec I'actine G-ADP et
l'actine F-ADP, participait au cycle d’assemblage sta-
tionnaire de l'actine en modifiant les parametres ciné-
tiques. L'effet majeur de 'ADF est d’augmenter de
plus d’'un ordre de grandeur la vitesse de dépolymé-
risation des filaments a l'extrémité pointue, qui est
I'étape cinétiquement limitante du treadmilling. Le tur-
nover des filaments in vitro en présence d’ADF devient
alors comparable a celui qui est observé dans les cel-
lules vivantes. L'augmentation de vitesse de treadmil-
ling d 4 ’'ADF a des conséquences importantes pour
la motilité. Elle implique en effet une augmentation de
la concentration stationnaire d’actine G-ATP, et de la
vitesse stationnaire d’assemblage de l'actine a l'extré-
mité barbée.
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La fixation de 'ADF aux filaments d’actine cause un
profond changement de structure des filaments, qui se
manifeste par une diminution importante de la visco-
sité des solutions de F-actine. Il est possible que 'ADF
soit ainsi responsable de la transition gel-sol qui se pro-
duit en réponse a différents stimuli extracellulaires.
L'activité de 'ADF comme stimulateur de la dyna-
mique des filaments d’actine est régulée par phos-
phorylation réversible de la sérine 3. UADF déphos-
phorylé est actif. La déphosphorylation de I'ADF se
produit en liaison avec les processus de signalisation
cellulaire impliqués dans la croissance et 'endocytose.
La kinase et la phosphatase responsables de la phos-
phorylation/déphosphorylation de 'ADF ne sont pas
encore identifiées.

En conclusion, I'analyse du role de différentes protéines
associées a l'actine dans la régulation de la dyna-
mique des filaments indique que le contréle de I'état
stationnaire d’assemblage des filaments joue un role clé
dans la motilité. Les protéines régulatrices de la poly-
mérisation pourraient agir de facon synergique dans
ce contrOle. Les questions qui restent ouvertes concer-
nent le mécanisme de nucléation des filaments en des
sites privilégiés de la membrane plasmique, et la nature
des protéines (et leurs interactions) qui assurent la
connexion entre le réseau d’actine et les voies de signa-
lisation.

PROTEINES DU CYTOSQUELETTE
NECESSAIRES A LA FORMATION
DU FRONT DE MIGRATION

CHEZ ENTAMOEBA HISTOLYTICA

ntamoeba bistolytica, protozoaire parasite de

I’homme, est responsable de I'amibiase intesti-

nale aigué. Cette maladie, qui atteint 10 % de
la population mondiale, est caractérisée par une dys-
enterie et dans 10 % des cas par le développement
d’abceés du foie. La contamination se fait par l'inter-
médiaire de la forme enkystée du parasite qui est trans-
mise par l'eau et lalimentation. Cest la forme tro-
phozoite de E. histolytica qui est responsable de
I'amibiase. En présence de certains stimuli environne-
mentaux encore inconnus, les trophozoites résidant
dans lintestin deviennent virulents, lysent et phago-
cytent les cellules épithéliales, puis gagnent la circu-
lation sanguine et colonisent en particulier le foie ou
ils forment des abces.
De multiples changements morphologiques ont lieu
chez E. histolytica lors de la phagocytose des cellules
humaines et durant le mouvement a travers I'épithé-
lium intestinal (Guillén, 1996). Par exemple le déploie-
ment des pseudopodes est nécessaire 4 sa mobilité et
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a ses activités phagocytaires. L'extension d'un pseu-
dopode est la base de la locomotion des cellules de
type amiboide, elle se produit par l'interaction des fila-
ments d’actine avec d’autre protéines. L'identification
de protéines participant avec 'actine 2 la formation du
pseudopode est un des objectifs majeurs dans I'étude
du cytosquelette amibien.

Pour purifier I'actine, en essayant de conserver son
interaction avec les protéines qui lui sont associées,
nous avons précipité des complexes protéiques a haute
concentration de sels, puis ceux-ci ont été soumis a
une chromatographie sur gel de sépharose 4B. Nous
avons ainsi isolé un complexe protéique composé
d’actine et de plusieurs protéines, parmi lesquelles a
été identifié le facteur de gélation ABP-120 (Vargas,
1996). Cette protéine, déja décrite dans une amibe non-
pathogene, Dictyostelium discoideum, organise I'actine
en réseau dans la région du pseudopode (Noegel et
al., 1995). Nous avons isolé chez E. bistolytica le géne
codant cette protéine et sa séquence nucléotidique a
été déterminée. L'analyse de la séquence protéique
déduite de l'information nucléotidique a montré que
la protéine ABP-120 de E. histolytica (EhABP-120) pré-
sente 54 % de similitude avec la protéine ABP-120 de
D. discoideum et avec la protéine ABP-280 humaine
(filamine). De plus, la comparaison des domaines de
liaison a l'actine en position amino-terminale montre
que la similitude est de 67 % entre E. histolytica et
D. discoideum et de 60 % entre E. histolytica et la pro-
téine humaine. Ces homologies suggérent des fonctions
équivalentes pour ces trois protéines. En effet, le
domaine amino-terminal de EhABP-120 lie l'actine
dans des expériences in vitro. Par ailleurs EhABP-120
posséde dans sa région carboxy-terminale un bloc de
95 amino acides non retrouvé dans les protéines homo-
logues décrites. Ce domaine présente une forte homo-
logie avec les protéines qui lient les microtubules dans
les cellules eucaryotes.

Afin de localiser EhABP-120 dans les amibes en mou-
vement, un anticorps qui reconnait spécifiquement le
domaine amino-terminal de la protéine a été produit.
Des trophozoites de E. histolytica ont été fixés, mar-
qués avec cet anticorps et examinés en immunofluo-
rescence par microscopie confocale a rayon laser.
Nous avons montré que ’ABP-120 dans les amibes en
mouvement est effectivement localisée dans le pseu-
dopode (fig. D.

Deux autres protéines nécessaires a la formation du
pseudopode chez E. bistolytica ont été identifiées : la
profiline (N. Guillén et M. Duchéne, résultats non
publiés), et la myosine IB (Vargas, 1997). La premiere
activité décrite pour la profiline est celle d’'induire la
dépolymérisation de l'actine par sa liaison avec la
forme G-actine monomérique. Cependant, des travaux
plus récents ont montré que la profiline a d’autres fonc-
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fluorescence

Fig. 1. — Distribution d’ABP-120 et de la Myosine IB chez Enta-
moeba bistolytica en mouvement. A. Distribution d’ABP-120. Les
amibes en croissance végétative ont été fixées au paraformaldehyde
3,7 %, perméabilisées au Triton X-100 0,1 % et incubées en présence
d'un anticorps anti-EhABP120 puis révélées avec un anti IgG de lapin
couplé a la rhodamine. L'immunofluorescence est analysée par
microscopie confocale a rayon laser. Quatre sections optiques
(0,5 pm) a différents plans de la cellule sont montrées. EhABP120
se retrouve dispersée dans le cytoplasme et concentrée dans la
région du pseudopode.

B. Distribution de la myosine IB. Préalablement les amibes sont incu-
bées en présence de Concanavaline A couplée au FITC. Apres trai-
tement comme indiqué en A, les amibes sont colorées par un anti-
corps anti-myosine IB de rat. Dans le panel de gauche la distribution
de la myosine IB est montrée, cette protéine se retrouve pres de la
membrane plasmique et plus concentrée dans le pseudopode. Dans
la partie droite de la micrographie la partie arriere de la cellule est
visualisée par concentration de récepteurs chargés a la ConA-FITC.

tions. En effet, elle est capable de promouvoir
I'échange de la molécule d’ADP par de I'ATP lié a
l'actine; cette protéine peut également diminuer la
concentration critique de ’ATP-actine. Dans ces deux
conditions particuliéres la profiline engendre la poly-
mérisation de l'actine. Au vu de ces fonctions il est a
espérer que la profiline joue un rdle régulateur de la
formation du pseudopode chez E. bistolytica.

La myosine IB est une mécanoenzyme qui confére
I'énergie nécessaire au déplacement des microfila-
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ments d’actine. La myosine IB de E. histolytica est
formée de 1 049 acides aminés (Vargas, 1997). Elle pos-
sede une chaine lourde comportant des domaines spé-
cifiques définis comme : la téte, le cou et la queue.
La téte est l'unité motrice qui contient les sites de
liaison a l'actine et a 'ATP. La queue se divise en trois
sous-domaines : le domaine d’interaction avec des
membranes, un domaine atypique de liaison a l'actine,
ATP indépendant, et un troisitme domaine SH3 impor-
tant pour linteraction avec d’autres protéines. Enfin,
un motif IQ est présent dans le cou, il est éventuelle-
ment impliqué dans I'association des chaines légeres.
Nous avons étudié la capacité a lier l'actine du site
ATP-indépendant. En effet, la protéine identifiée est
homologue a la myosine IB des autres amibes mais
une différence a été cependant rencontrée car le
deuxieme domaine de liaison a l'actine ne comporte
que 49 amino acides, alors que dans les autres myo-
sines IB ce domaine est de 170 amino acides. En
exprimant chez Escherichia coli le domaine carboxy-
terminal de la myosine identifiée, et par des expé-
riences d’interaction de ce domaine avec des extraits
d’amibes, nous avons montré qu’il est suffisant pour
lier 'actine (Vargas, 1997). Enfin, en utilisant des anti-
corps hétérologues dirigés contre la protéine de rat, la
myosine IB a pu étre localisée dans le pseudopode
(fig. 1), suggérant pour cette protéine un role dans la
locomotion de E. histolytica.

En résumé, trois protéines candidates pour I'étude du
mécanisme de formation de pseudopodes chez le
parasite E. histolytica ont été identifiées : le facteur de
gélation ABP-120, la profiline et la myosine IB. 1l est
important de comprendre la part qui revient a chacune
de ces protéines dans cette fonction. Une hypothese
de travail est que la profiline servirait de régulateur de
la polymérisation de I'actine dans le pseudopode, alors
que 'ABP-120 aurait le role de structurer cet appen-
dice. Par ailleurs, la myosine IB aurait la charge de pro-
duire I'énergie nécessaire pour déplacer le réseau
d’actine en interaction avec la membrane plasmique.

I'ACTINE ET LES PROTEINES

QUI LUI SONT ASSOCIEES

CHEZ LE PROTOZOAIRE PARASITE
TRICHOMONAS VAGINALIS

N n général tous les flagellés du groupe des Tri-
chomonadines et des Parabasala se nourrissent

4 par phagocytose et pinocytose, et certains adop-
tent une morphologie amiboide bien qu’ils ne se
déplacent généralement pas a l'aide de mouvements
amoeboides. Les especes de Trichomonadines capables
d’envahir les tissus comme Histomonas meleagridis et
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Trichomonas gallinae (parasites des coecums et du foie
des oiseaux), Trichomonas vaginalis (parasite du
tractus uro-génital de I'homme) et Dientamoeba fra-
gilis (parasite intestinal de 'homme), sont celles chez
qui 'amoeboisme est le plus développé.

Il est connu que Trichomonas vaginalis est capable
d’adhérer aux cellules épithéliales et de prendre une
forme amiboide chez I'héte naturel ou lorsqu’il est
injecté a des souris (Alderete et al., 1995; Brugerolle
et al., 1996). Dans un modéle in vitro, T. vaginalis a
pu étre cultivé sur lamelles. Les flagellés ovoides se
transforment en cellules adhérentes amiboides et for-
ment une monocouche (fig. 2a et 2b). Ces cellules pré-
sentent une frange périphérique de cytoplasme homo-
géne riche en microfilaments semblables a ceux qui
sont révélés lorsque 7. vaginalis adhere aux cellules
des tissus de I'hote (fig. 2d et 2e) (Brugerolle et al.,
1996).

La présence d’actine avait été démontrée chez 7. vagi-
nalis (Cappuccinelli et al., 1987) ou elle est la protéine
majoritaire (13,4 %). Une étude électrophorétique et
immunologique montre que cette protéine a une masse
moléculaire de 42 kDa comme l'actine musculaire. En
électrophorese bidimensionnelle, elle se résout en au
moins quatre spots dont le majeur a un pl de 5,4, lais-
sant supposer qu’il existe plusieurs isoformes. L'étude
en immunofluorescence (IF) en utilisant la phalloidine-
TRITC ou des anticorps (Ac) monoclonaux anti-actine
révele l'actine dans tout le cytoplasme de la forme fla-
gellée et dans la forme adhérente amiboide (fig. 20).
Dans cette derniere, la frange périphérique et les pseu-
dopodes sont marqués de facon plus intense. L'iden-
tification des mémes zones est obtenue en micro-
scopie électronique par immunomarquage a l'or
colloidal, ce résultat confirme I'identité des microfila-
ments dans ces régions (Brugerolle et al., 1996).

Fig. 2. — Cytosquelette actine de Trichomonas vaginalis.

Forme flagellée ovoide de Trichomonas vaginalis (barre : 10 pm) (a). Forme amiboide adhérente a une lamelle de verre, on remarque le
cytoplasme homogene dans la frange périphérique et les pseudopodes (fleches) (barre 10 pm) (b). Le marquage par un anticorps anti-
actine décore la frange périphérique du cytoplasme alors que les noyaux sont marqués au Hoechst 33258 (barre 10 pm) (c). Deux cel-
lules de Trichomonas vaginalis accolées présentent une bande de cytoplasme microfibrillaire dans la zone d’adhérence () (barre 1 pm)
(d). Réseau de microfilaments sous-membranaires dans la zone d’adhésion (*) (barre 1 pm) (e).
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Les genes codant l'actine ont été recherchés dans une
banque de ¢DNA de 7. vaginalis, puis clonés. Par
hybridation moléculaire nous avons montré qu’il y a
au moins 10 geénes codant cette protéine chez 7. vagi-
nalis (Bricheux et Brugerolle, 1997). Le séquencage
complet de cinq d’entre eux montre qu’ils codent une
protéine de 376 amino acides ayant une masse molé-
culaire de 41,8 kDa. Les genes séquencés sont iden-
tiques entre eux a 98 %; les pourcentages d’identité
avec les séquences d’autres organismes varient de 65
a 70 % et les pourcentages de similarité de 80 a 85 %.
Les plus grandes différences sont trouvées avec l'actine
de Giardia, 58 % d’identité et 76 % de similarité. Cette
comparaison place les Trichomonadines pres de la
base de l'arbre des Eucaryotes. Les modifications de
séquence les plus marquantes sont situées a I'extrémité
carboxy-terminale et dans les domaines de liaison a la
DNase 1 (résidus 38-52), ce qui pourrait expliquer la
faible inhibition par la DNase I (Cappuccinelli et al.,
1987).

Alors que l'utilisation d’anticorps du commerce pour
révéler les protéines associées a l'actine est inefficace
chez T. vaginalis, la production d'un Ac monoclonal
nous a permis de mettre en évidence une protéine de
type o-actinine. Les images en IF avec cet Ac sont iden-
tiques a celles obtenues avec un Ac anti-actine; ces
deux protéines co-localisent révélant des amas sous-
membranaires a la périphérie des cellules amiboides.
La protéine marquée par '’Ac en IF a un masse molé-
culaire voisine de 100 kDa et se résout en deux spots
en électrophorese bidimensionnelle. Le criblage d’'une
banque d’expression de 7. vaginalis avec 'Ac a permis
d’isoler un clone portant le géne qui code une pro-
téine ayant de fortes homologies avec des protéines
liant l'actine (ABP) et avec l'o-actinine. L'analyse de la
séquence en amino-acides déduite de cette protéine,
montre qu'elle posséde les sites de fixation a l'actine
dans le domaine amino-terminal, un domaine central
composé d’hélices a, et un domaine carboxy-terminal
contenant un motif « EF-hand » de liaison du Ca®'.
L'hybridation moléculaire avec 'ADN génomique ne
révele qu'un seul géne. Cette protéine pourrait former
des ponts entre les microfilaments d’actine et participer
a la liaison des microfilaments avec la membrane plas-
mique.

La réorganisation des filaments d’actine au cours de
I'adhésion et l'action inhibitrice de la cytochalasine D
dans l'adhésion montre bien qu'il existe une relation
entre adhésion et cytosquelette d’actine. Une signali-
sation impliquant des protéines membranaires de type
adhésines (Alderete et al., 1995) avec des protéines de
liaison aux microfilaments d’actine et/ou avec des pro-
téines membranaires est recherchée. Cette signalisation
pourrait jouer un role dans la régulation du cyto-
squelette d’actine de 7. vaginalis.
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PROTEINES ASSOCIEES A L'ACTINE
CHEZ LES MEROZOITES INVASIFS
DE PLASMODIUM

e protozoaire parasite du genre Plasmodium est

responsable du paludisme qui sévit essentielle-
4 ment dans les zones tropicales, ou les conditions
écologiques favorisent le développement des popula-
tions vectrices de moustiques. Le parasite envahit les
hématies apres s’étre différencié en mérozoite. Des
observations morphologiques ont révélé que suivant
une interaction initiale entre le mérozoite et sa cellule
hote, le parasite s’oriente de facon a apposer son
extrémité apicale a la membrane plasmique érythro-
cytaire. Le point de contact évolue progressivement en
deux jonctions latérales « mobiles ». Les organelles api-
caux de sécrétion déchargent alors en partie leur
contenu protéo-lipidique et il se produit, conjointe-
ment, une invagination de la membrane plasmique éry-
throcytaire a partir des jonctions. Cette invagination
évolue en vacuole parasitophore au sein de laquelle
le mérozoite se propulse activement. Alors que des
données récentes ont permis d’identifier les molécules
ligands et réceptrices impliquées dans l'interaction pré-
cédant la formation de la vacuole chez différentes
especes de Plasmodium (pour une revue, voir Ward
et al., 1994), peu d’éléments concernant la nature et
la fonction de molécules effectrices controlant la
réorientation et la pénétration du parasite dans sa
vacuole sont actuellement disponibles.

La force motrice exercée par le parasite au moment
de son entrée dans la cellule hote repose sur une réor-
ganisation de son cytosquelette d’actine, en particulier
d'un processus de polymérisation de l'actine. Ceci a
été suggéré par linhibition de l'entrée de mérozoites
observée lorsqu’ils sont traités par la toxine fongique
cytochalasine (Miller et al., 1987) ou par la latruncu-
line, issue de spongiaires (Ward et Tardieux, résultats
non publiés). Une démonstration définitive du role de
la polymérisation de l'actine parasitaire a €té récem-
ment apportée par Dobrowolski et Sibley (1996) lors
du processus d’entrée d'un parasite phylogénétique-
ment apparenté appartenant au genre Toxoplasma et
dont la séquence d’invasion revét des modalités simi-
laires a celles décrites pour le mérozoite de Plasmo-
dium.

L'actine est codée par deux génes dans le génome de
Plasmodium falciparum; un seul étant exprimé au
stade asexué du mérozoite (Wesseling, 1988). L'actine
a pu étre détectée sur blot mais la visualisation in situ
de filaments ou de monomeres n'a pas €té rapportee.
Dans tous les systemes étudiés a ce jour, 'assemblage
polarisé de monomeéres d’actine sous forme de fila-
ments et 'organisation spatiale de ces derniers sont
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régulés par une cohorte de protéines ‘associées a
l'actine, elles-mémes étroitement régulées (Stossel,
1993). Afin de comprendre la dynamique de l'actine
chez Plasmodium , nous avons cherché a isoler des
protéines associées a l'actine et a caractériser leur
fonction sur la dynamique de l'actine. La purification
de protéines associées a l'actine par chromatographie
d’affinité a été le support de notre démarche expéri-
mentale car cette approche s’est déja révélée fructueuse
dans divers systemes.

Ainsi, avons-nous isolé, a partir de formes invasives de
mérozoites de Plasmodium knowlesi, les premieres
molécules parasitaires capables de lier I'actine et de
controler sa dynamique. Il s’agit d’'un complexe de trois
protéines qui lie l'actine sous sa forme filamenteuse et
qui possede la propriété d’inhiber in vitro la polymé-
risation d’actine hétérologue. Aprés marquage méta-
bolique au soufre radioactif de mérozoites purifiés a
partir de singes Rhésus infectés, les extraits parasitaires
ont été chromatographiés sur actine. Parmi les cinq pro-
téines majeures €éluées de facon reproductible, une a
été identifiée aprés microséquengage comme une pro-
téine de choc thermique de 70 kDa (HSP/C 70). Son
origine parasitaire a été confirmée a I'aide de deux anti-
corps anti-HSC 70 qui ne présentaient pas de réactivité
croisée avec les protéines de stress des hématies. Des
expériences de co-immunoprécipation a l'aide d’anti-
corps dirigés soit contre I'actine soit contre HSC 70 ont
renforcé les résultats des protocoles de purification.

Chez l'amibe Dictyostelium discoideum, HSC 70 fait
partie d'un complexe de protéines qui controle la
polymérisation de l'actine observée au cours de la ché-
motaxie induite par 'AMPc. Les deux autres membres
du complexe sont Cap32/34 qui constituent un hété-
rodimere de 32 kDa et 34 kDa coiffant 'extrémité a
croissance rapide des filaments d’actine et controlant
ainsi la polymérisation (Haus et al., 1993). De telles
protéines hétérodimériques sont ubiquitaires et sont
capables de réguler la polymérisation de l'actine 7 vivo
(Hug et al., 1995). In vitro, leur activité est indépen-
dante de la concentration en calcium et régulée par
les phospho-inositols (fig. 3).

Chez Plasmodium, nous avons co-purifié HSC 70 avec
un dimere d’environ 32-34 kDa par chromatographie
d’affinité et de gel filtration. Ce complexe inhibe la
polymérisation d’actine et co-sédimente avec l'actine
filamenteuse. Cette inhibition corréle significativement
avec la concentration en hétérodimere et n'est pas
dépendante de la concentration en HSC 70 et en cal-
cium. En revanche, l'effet d’inhibition est annihilé par
le phospho-inositol 4.5 biphosphate, lipide cible pour
l'activité phospholipase C impliquée dans la genése de
différents seconds messagers.

Il est clair qu'une identification des protéines 32-34 kDa
de Plasmodium par leur séquence nucléotidique res-
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Fig. 3. — Microscopie é€lectronique des filaments d’actine polymé-

risés en présence et en absence des protéines HSP70 et 32-34 kDa.
L'actine a été polymérisée en absence (a) et en présence (b) de la
fraction éluée d’une colonne d’ATP-agarose. Apres réaction les fila-
ments sont visualisés en microscopie €électronique et la longueur de
chaque filament a été déterminée. Des champs représentatifs de
chaque traitement sont montrés dans l'insertion visuelle; Barre = 0,2
mm. Le traitement statistique montre une différence significative entre
les deux distributions (P < 0.001).

pective serait maintenant souhaitable. L'obtention
d’anticorps homologues permettrait également de
suivre le devenir de ces protéines, notamment au
cours du processus invasif puisque les anticorps hété-
rologues disponibles n'ont pu étre utiles. Comment le
complexe HSC70-32-34 pourrait-il étre impliqué lors de
la séquence conduisant a la propulsion du parasite
dans sa vacuole? Nous avons évalué qu’environ un tiers
de l'actine est sous forme filamenteuse chez le méro-
zoite de P. knowlesi. Puisque la cytochalasine agit en
partie comme une protéine coiffante, il est raisonnable
de poser I'hypothése que la polymérisation de l'actine
parasitaire au moment de l'invasion résulte d’'un décoif-
fage de l'extrémité barbée des filaments pré-existants,
laissant des extrémités libres pour une élongation.

ACTINE CYTOSQUELETTIQUE
ET PROTEINES ASSOCIEES
CHEZ LES DINOFLAGELLES

es Dinoflagellés sont des protistes présentant

une tres grande diversité. On connait plus de

4 000 especes qui se répartissent dans les eaux
douces et marines. Leur caractéristique essentielle com-
mune réside dans leur structure nucléaire originale et
plus particulierement dans leur processus de division
nommé dinomitose (Chatton, 1920).
La division est initiée par le dédoublement des deux
bases flagellaires et les chromosomes condensés en
permanence se dupliquent par un processus de répli-
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cation encore inconnu. La membrane nucléaire, per-
sistante au cours du cycle, s’invagine et donne nais-
sance a des canaux cytoplasmiques dans lesquels
s’établit le fuseau mitotique dont les microtubules voi-
sinent avec diverses protéines. Aux poles du fuseau
mitotique se trouve une région riche en corps de Golgi
appelée zone centrosomienne, dans laquelle la pré-
sence de diverses protéines a été récemment démon-
trée : tubuline, p56 homologue de la cycline B (Bar-
bier et al., 1995), CTR210 (Perret et al., 1991), p72
chaperone (Perret et al., 1995). 1l est a noter que, lors
de la mitose, la tubuline corticale ne se dépolymérise
pas contrairement aux autres Eucaryotes excepté une
espece de Cilié (Perret et al., 1993).

Trés peu de travaux ont €té faits jusqua présent
concernant la mise en évidence d’actine chez les
Dinoflagellés. Roberts et Roberts (1991) avaient
démontré la présence de F-actine par immunofluo-
rescence chez quelques especes de Dinoflagellés et en
particulier chez Gymnodinium sanguineum ou elle est
localisée autour de l'appareil flagellaire. Ce réseau
s’étend vers I'avant de la cellule et autour du domaine
nucléaire. Chez une deuxieéme espeéce, Peridinium
willei, la F-actine est distribuée également dans le cyto-
plasme, prés du bord de la fente du cingulum. On
trouve des réseaux adjacents aux plaques thécales, lais-
sant supposer que l'actine interviendrait dans la dis-
position de ces plaques pendant le processus de cyto-
diérese. Schnepf et al., en 1990, avaient démontré la
présence d’actine au niveau du sillon de clivage de
Prorocentrum micans ce qui suggérait un role impor-
tant de l'actine dans le processus mitotique.

Plus récemment, nous avons démontré la présence
d’actine par voies biochimique et immunocytochi-
mique chez un dinoflagellé autotrophe Prorocentrum
micans et un dinoflagellé hétérotrophe Crypthecodi-
nium cobnii (Soyer-Gobillard et al., 1996). Apres
séparation des protéines par électrophorése monodi-
mensionnelle et immunotransfert, une bande a 44 kDa
a €été mise en évidence grice a un anticorps anti-o-
actine monoclonal, aussi bien sur des extraits de pro-
téines totales que sur des extraits de protéines
nucléaires.

En immunofluorescence sur des coupes a congélation
des mémes especes et apres utilisation de divers anti-
corps anti-oi-actine, nous avons pu localiser I'actine au
niveau du cortex, au-dessous des plaques thécales et
reliée a la région périphérique du noyau par des fila-
ments denses, au moment de la phase G1; la région
centrosomienne est également fortement marquée de
méme qu’a lintérieur du noyau, le nucléoplasme a
proximité des chromosomes et la partie pré-ribosomale
du nucléole sont fortement marqués (fig. 4a, b, ¢, d).
Ces observations ont été corroborées en microscopie
électronique (fig. 4e).
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Sur des cellules en division, l'actine se localise au
niveau des régions centrosomiennes, dans les canaux
cytoplasmiques qui traversent le noyau. Au moment
de la cytodiérése, le sillon de clivage est fortement
marqué par l'anticorps anti-ot-actine. A lintérieur du
noyau, l'actine est toujours présente dans le nucléo-
plasme et autour des chromosomes (Soyer-Gobillard
et al., 1996).

Afin de pouvoir remplir ses différentes fonctions,
l'actine nécessite des partenaires. Nous avons loca-
lisé une protéine de type myosine dans différents
compartiments de la cellule, en immunofluorescence
griace a un anticorps anti-myosine I de muscle lisse
et squelettique et a un anticorps polyclonal anti-myo-
sine II d’Acanthamoeba (Baines et Korn, 1990). Il
s’agit de la premiére détection d’'une myosine chez
les Dinoflagellés (Ausseil et al., 1997). Cette protéine
de type myosine a été localisée au niveau des
régions centrosomiennes (spheres archoplasmiques)
avec des ancrages au niveau de la partie externe de
la membrane nucléaire, ainsi qu’'a lintérieur du
noyau.

Au vu de ces observations, certaines fonctions peu-
vent étre suggérées pour l'actine au niveau cytoplas-
mique mais également au niveau nucléaire. La pré-
sence d’actine au niveau du sillon de clivage confirme
la participation de cette protéine au moment de la
cytodiérése ainsi que cela est le cas chez les Eucaryotes
supérieurs. En ce qui concerne la présence de I'actine
au niveau du cortex et de la périphérie du noyau,
celle-ci pourrait intervenir dans le maintien de la posi-
tion du noyau ainsi que dans la disposition des
plaques thécales lors de la cytodiérése. L'actine déter-
minerait donc entre autres la forme de la cellule. Pour
l'actine localisée dans les zones centrosomiennes et
dans les canaux cytoplasmiques lors de la division,
celle-ci pourrait jouer un réle dans le positionnement
des zones centrosomiennes lors de leur migration et
aider a la formation des canaux cytoplasmiques. Enfin,
au niveau du noyau, l'actine pourrait participer au
transport des chromosomes jusqu’a la membrane
nucléaire afin qu’ils puissent sy fixer et se diviser. Elle
pourrait aussi participer au maintien de la forme du
noyau.

Il semble donc évident que lactine, protéine bien
représentée chez les Dinoflagellés, en association avec
d’autres protéines, participe au processus de la méca-
nique mitotique et de la cytodiérese.

CONCLUSION

es protistes, comme toute cellule eucaryote en
mouvement, présentent un front de migration
généré par une réorganisation rapide du cyto-
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Fig. 4. — Distribution de l'actine chez le
Dinoflagellé Crypthecodinium cobnii.

a-f : Immunolocalisation de l'actine chez
C. cobnii, en microscopie optique sur cryo-
sections (a-d) et en microscopie électro-
nique (e,.

a : cellule en phase G1. Les filaments
d’actine sont visibles dans la région cen-
trosomienne (fleche) et se prolongent par
deux bras enserrant le noyau (N). b : noyau
en G1 coloré au DAPI. ¢ :
sion. A gauche, cellule en prophase tardive
dont le noyau est garni de canaux cyto-
plasmiques (fleches). Les filaments d’actine
sont clairement localisés au niveau de ces

cellules en divi-

canaux (fleches), bien visibles sur la colo-
ration au DAPI de la figure d. A droite, une
cellule en télophase dans laquelle les deux
cellules-filles présentent un long faisceau de
filaments d’actine (fleche longue). Le sillon
de clivage (cf) est également marqué par
I'anticorps (monoclonal anti-aactine Ab,
Boehringer). a-d : x 5 400. e : Cellule cryo-
fixée (Fast Freeze Fixation) et cryosubstituée
a l'acétone puis traitée avec I'anticorps anti-
aactine (Boehringer). Les grains d’or sont
localisés dans le nucléoplasme et au niveau
du nucléole ou la région granulaire préri-
bosomale (G) est marquée. Les chromo-
somes ainsi que les NORs et le cristal pro-
téique ne sont jamais marqués. X 42 500;
Barre = 0,5 mm. f : Détail de la localisation
de l'actine au niveau du nucléoplasme fibril-
laire a proximité d'un chromosome (ch)
(fleche creuse). x 75 000; Barre = 0,25 mm.
Les détails techniques sont développés dans
l'article Soyer-Gobillard et al., 1996.

squelette d’actine sous-cortical. Les remaniements du
cytosquelette se traduisent par I’émission, au front de
migration, d’une projection membranaire riche en
actine et dépourvue d’'organelles. Les filaments d’actine
formés sont orientés avec leur extrémité croissante vers
la membrane plasmique, ils sont organisés en réseaux
par la participation des protéines telles ABP-120 et o-
actinine. L'équilibre entre F-actine et G-actine est main-
tenu par des protéines séquestrantes comme la profi-
line, des protéines « coiffantes » tel ADF ainsi que le
complexe HSP/C70-cap32-34. L'apport des études de
biochimie fondamentale ainsi que le développement
des techniques moléculaires permettant une analyse
génétique pourra nous renseigner 7 vivo sur l'activité
de ces protéines qui lient I'actine. En effet, la possi-
bilité récente de transformer des protozoaires parasites
tels Entamoeba, Trichomonas, Plasmodium et Toxo-
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plasma offre d’énormes perspectives pour I'analyse du
role du cytosquelette dans la biologie de ces orga-

nismes parasites pour ’homme. De plus, des fonctions
inattendues sont proposées pour l'actine chez des
Dinoflagellés, elle pourrait participer au transport de
chromosomes vers la membrane nucléaire lors de la
cytodiérese.
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