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Introduction

Cette thèse est consacrée à l'étude des propriétés mécaniques des réseaux d'actine bran-
chés. Dans le chapitre 1, je souligne l'importance de la mécanique au niveau cellulaire. Je
présente ensuite le �lament d'actine et les di�érents réseaux qu'il forme in vivo.

Le chapitre 2 est consacré à une présentation des matériaux polymères et des di�érents
modèles liant les grandeurs microscopiques des réseaux de polymères à leurs propriétés
mécaniques macroscopiques. La deuxième partie de ce chapitre revient sur les principaux
résultats des études mécaniques menées sur les réseaux d'actine polymérisée en solution
et polymérisée à partir d'une surface.

Les di�érents aspects expérimentaux de notre dispositif sont abordés dans le chapitre 3.
Je décris d'abord le milieu de motilité permettant de polymériser in vitro un gel d'actine
branché. J'évoque ensuite les di�érents aspects de notre "machine de force" : la génération
du champ magnétique et la mesure de la distance entre les particules. Pour �nir, je pré-
sente le contact entre sphères et le modèle de Hertz utilisé pour ajuster nos données brutes.

Les résultats de cette thèse font l'objet du chapitre 4. Je commence par des résultats per-
mettant de valider cette nouvelle technique expérimentale, puis je détaille l'étude systéma-
tique qui m'a permis de lier architecture et élasticité dans les réseaux d'actine branchés.
Pour �nir, je présente deux méthodes indirectes qui permettent d'évaluer les propriétés
non linéaires de ces réseaux.

Dans le dernier chapitre je discute des résultats obtenus, en particulier de l'e�et des
di�érentes protéines sur l'architecture et la mécanique du réseau d'actine. J'interprète
également nos résultats dans le cadre des di�érents modèles mécaniques présentés dans le
chapitre 2. En�n, je propose di�érentes perspectives ouvertes par la présente thèse.
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Chapitre 1

La mécanique cellulaire

Dans ce chapitre, nous nous intéressons à la place et au rôle joués par la mécanique en
biologie. Nous commencerons par considérer la cellule comme un tout, en présentant d'une
part quelques unes des études qui illustrent le rôle essentiel joué par la mécanique dans
la vie d'une cellule, et d'autre part les montages expérimentaux et les modèles proposés
pour étudier et décrire la mécanique d'une cellule. Nous changerons ensuite d'échelle en
décrivant la structure cellulaire à l'origine de ces propriétés : le cytosquelette. L'un des
constituants majeurs du cytosquelette et l'objet de cette thèse est la protéine d'actine.
Nous aborderons la structure particulière de cette protéine qui conduit à une dynamique
de polymérisation originale. In vivo l'actine n'intervient jamais seule, elle interagit avec
un très grand nombre de protéines partenaires appelées ABP (Actin Binding Proteins)
que l'on peut regrouper en deux catégories : les ABP qui régulent la dynamique d'as-
semblage/désassemblage des monomères et celles qui organisent les �laments les uns par
rapport aux autres.

L'actine et ses partenaires sont à l'origine de la forme, de la rigidité et des propriétés
migratoires d'une cellule. Toutes ses fonctions sont réalisées au travers d'assemblages
dynamiques de �laments d'actine à l'intérieur du cytoplasme appelés mésostructures : le
cortex, les �bres de stress, le lamellipode et les �lipodes. L'agencement des �laments les
uns par rapport aux autres dans ces mésostructures est quali�é d'architecture du réseau.
Nous verrons que chaque mésostructure a une architecture propre que l'on peut lier aux
ABP qui participent à sa formation et qui lui permet de remplir le rôle qui lui est dévolu
au sein de la cellule.

1.1 Propriétés mécaniques d'une cellule entière

Les domaines où la mécanique cellulaire occupe une place centrale sont nombreux. En
physiologie, on peut remarquer le lien entre l'extraordinaire diversité de fonction des or-
ganes et le large spectre de leurs propriétés mécaniques. Les os sont su�samment rigides
pour soutenir le poids de l'organisme mais non cassants pour limiter les fractures, alors
que les poumons ont un domaine élastique très large pour soutenir la déformation im-
portante liée à l'inspiration. En médecine, le diagnostic de certains cancers se fait par
palpation (dans le cas du cancer du sein, la rigidité du tissu cancéreux passe de 150 Pa
à 4000 Pa). La mécanique cellulaire est également impliquée dans de nombreuses pa-
thologies, par exemple la diminution des capacités respiratoires induite par l'emphysème
pulmonaire fait suite à une diminution de rigidité des poumons de 40% (Yuan et al., 2000).

11
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L'environnement mécanique joue un rôle dans le développement et la vie d'une cellule au
même titre que les signaux biochimiques. Certaines fonctions cellulaires sont déclenchées
par des paramètres mécaniques extérieurs : forces, déformations mais aussi rigidité de
l'environnement (Discher et al., 2005; Vogel and Sheetz, 2006; Discher et al., 2009). Les
cellules épithéliales mais aussi les �broblastes, les cellules musculaires, les neurones et bien
d'autres types cellulaires ont été identi�és comme capables de détecter, puis de répondre
activement à un changement d'environnement mécanique (Chen et al., 2008).

Par exemple, les cellules se déplaçant sur une surface solide par reptation (crawling)
comme les �broblastes sont sensibles aux gradients de rigidité du substrat et se déplacent
préférentiellement vers des substrats plus rigides (Lo et al., 2000). La rigidité du substrat
joue aussi un rôle prépondérant sur l'étalement (Engler et al., 2004; Solon et al., 2007),
la contractilité (Allioux-Guérin et al., 2009; Mitrossilis et al., 2009) et même la di�éren-
tiation des cellules souches (Engler et al., 2006). Dans cette dernière étude, Engler et
ses collaborateurs ont cultivé des cellules souches sur des substrats dont la rigidité imi-
tait celle de di�érents organes : cerveau, muscle, os et soumis ces cellules à des signaux
biochimiques propres à la di�érenciation vers les types cellulaires correspondants. Après
plusieurs semaines de culture, seules les cellules pour lesquelle les signaux biochimiques
et la rigidité étaient en correspondance se sont di�érenciées (Engler et al., 2006).

La réponse mécanique des cellules a été étudiée à l'aide de di�érents montages expéri-
mentaux. Dans toutes ces expériences, on applique une force à la cellule et on mesure
la déformation résultante en amplitude et en phase. La di�érence entre les études porte
sur le type cellulaire et sur la sonde utilisée pour appliquer la force. Ont été utilisés,
une particule colloïdale dans un piège optique ou magnétique, le levier d'un AFM (atomic
force microscope), l'aspiration d'une micropipette en verre, une aiguille en verre ou encore
des microplaques (Mofrad, 2009). On peut voir en �gure 1.1 une image tirée de l'étude
menée par Fernández et al. (2006) où la mesure de la réponse élastique et visqueuse de
�broblastes est obtenue à l'aide de microplaques. Les dépendances du module à la fré-
quence et à la pré-contrainte sont montrées en �gure 1.1 (Fernández et al., 2006). Malgré
une dispersion cellule à cellule importante en terme de valeur absolue, un comportement
universel se dégage : on observe une faible dépendance du module en fréquence mais une
forte rigidi�cation sous contrainte selon la loi d'échelle G ∼ G0(σ/σc)

x avec x = 1.

Une des di�cultés rencontrées avec un système vivant comme les cellules est de faire la
part entre la réponse passive de l'échantillon, c'est à dire la réponse viscoélastique et la
réponse active. Ces processus actifs peuvent avoir plusieurs origines, notamment en fonc-
tion de la fréquence à laquelle on sonde la cellule. Sur l'échelle de temps de la minute, il
semble que la cellule a une réponse d'origine biochimique permettant une réorganisation
de ses points d'adhésion focaux. Au temps court, l'étude de Mitrossilis et al. (2010) a
montré que les cellules sont capables de s'adapter à un changement de rigidité de leur
environnement en moins de 0.1 seconde. Cette réponse étant beaucoup trop rapide pour
que les cascades biochimiques s'activent, elle est attribuée à une réponse mécanique im-
pliquant la machinerie d'actomyosine.

Plusieurs modèles mécaniques ont été proposés pour la cellule, on peut les classer selon
deux approches : ceux qui considèrent la cellule comme un milieu continu et ceux ayant
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Figure 1.1 � A : Image d'un �broblaste entre deux microplaques, barre d'échelle 5 µm ; B :
Variation du module en fonction de la fréquence, chaque courbe représente une cellule ; C :
Variation du module normalisé par le module à faible pré-contrainte en fonction de la pré-
contrainte normalisée par la contrainte critique (ie : la contrainte à partir de laquelle on observe
la rigidi�cation), insert : variation du module en fonction de la pré-contrainte, d'après Fernández
et al. (2006)

une vision discrète des di�érents éléments de la cellule. Les modèles milieu continu pro-
posent une loi constitutive pour la cellule mais ne s'intéressent pas à sa microstructure. On
peut citer le modèle poroviscoélastique (Noailly et al., 2008), celui du gel poreux (Satcher
and Dewey, 1996), ou encore celui du matériau mou vitreux (Soft Glassy Material (SGM)
en anglais) (Trepat et al., 2007). L'autre approche considère le cytosquelette de manière
discrète. Dans le modèle de tenségrité, la forme et la stabilité de la cellule sont dues à
un très grand nombre d'éléments discrets sous contrainte. Une structure maintenue par la
tenségrité est stabilisée, non par la résistance des constituants mais par la répartition et
l'équilibre des contraintes mécaniques dans la totalité de la structure (Wang et al., 1993).

La disparité des modèles peut paraître surprenante mais elle provient du fait qu'ils ne s'in-
téressent pas aux même aspects de la question ni aux mêmes échelles de temps. N'étant
pas en lien avec l'organisation microscopique de la cellule, ils se bornent à décrire sa ré-
ponse mécanique sans lien possible avec les processus actifs, mécaniques ou biochimiques.
Pour mieux comprendre le rôle joué par cette organisation microscopique nous allons
maintenant nous intéresser au cytosquelette.
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1.2 Le cytosquelette

Pour qu'une cellule remplisse ses fonctions, il est important qu'elle soit capable de contrô-
ler sa forme et sa rigidité. Ni la membrane plasmique qui est un objet très mou, ni le cytosol
qui est un liquide n'y contribuent ; c'est le rôle du cytosquelette. Le terme cytosquelette
désigne l'ensemble des structures formées par trois types de �laments : les microtubules,
les �laments intermédiaires et les �laments d'actine (ou micro�laments). Ces structures
ont en commun de s'étendre sur de grandes distances allant jusqu'à la taille d'une cellule,
soit une dizaine de micromètres tout en étant formées par l'assemblage de protéines indi-
viduelles (des monomères) de taille classique pour des protéines, i. e. quelques nanomètres.

Intéressons-nous maintenant à chacun de ces �laments plus en détail, car bien qu'ils
travaillent tous les trois de concert pour remplir les fonctions de stabilité mécanique, de
migration ou de forme de la cellule, leur structure, leurs propriétés mécaniques et leurs
rôles di�èrent.

1.2.1 Les microtubules

Les microtubules sont formés par l'assemblage d'un dimère de protéines appelé tubu-
line. Chaque microtubule contient treize proto�laments arrangés autour d'un axe central,
chaque proto�lament étant formé de plusieurs milliers d'unités. Cette architecture en tube
creux confère aux microtubules une rigidité très importante qui leur permet d'aller d'un
bout à l'autre de la cellule sans perdre leur orientation. Les microtubules sont polarisés,
c'est-à-dire que leurs deux extrémités, l'une est appelée "plus" l'autre " moins", sont dif-
férentes en termes de cinétique de polymérisation/dépolymérisation et d'assemblage avec
les protéines partenaires. Dans la cellule, ils servent notamment de rail pour le transport
de structures sub-cellulaires. Le rôle de wagon est assuré par des vésicules et celui de
locomotive par deux familles de moteurs moléculaires : les kinésines qui se déplacent en
direction du bout plus et les dynéines qui se déplacent vers le bout moins.

1.2.2 Les �laments intermédiaires

Les �laments intermédiaires sont constitués de protéines longues et �lamenteuses et re-
groupent en réalité un grand nombre de protéines di�érentes. Le point commun entre
toutes ces protéines est une dynamique faible et des �laments non polaires. Les princi-
paux exemples sont les lamines, les kératines, ou encore les neuro�laments. Ils servent
notamment de câble longue distance pour assurer à la cellule une stabilité mécanique
en lui évitant d'entrer dans le domaine de déformation plastique. En d'autres termes, ils
permettent d'éviter à la cellule des dégâts irrémédiables lors de grandes déformations.

1.2.3 Les micro�laments

Le monomère des micro�laments est une protéine nommée actine. Tout comme les micro-
tubules, les �laments d'actine sont polarisés, les deux extrémités étant désignées bout barbé
et bout pointu. Le micro�lament est formé de deux proto�laments assemblés en hélice, ce
qui le rend beaucoup plus souple qu'un microtubule. Dans certaines cellules, l'actine peut
représenter jusqu'à 10% du poids total des protéines avec des concentrations dans le cy-
toplasme de l'ordre de la centaine de micromolaires (Hartwig and Shevlin, 1986). Elle est
hautement conservée chez tous les eucaryotes avec, par exemple, des taux de similitude
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entre les mammifères et les algues de l'ordre de 90%. Elle dispose également d'homologues
dans les cellules procaryotes comme par exemple MreB (Jones et al., 2001).

Ce très haut taux de similitude est dû au fait que l'actine interagit avec plusieurs cen-
taines d'autres protéines appelées Actin Binding Proteins (ABP) dans les nombreuses
structures auxquelles elle participe. Si l'évolution voulait changer sa séquence d'acides
aminés, elle devrait également adapter celle de plusieurs centaines d'autres protéines, ce
qui rend l'opération très peu probable (Alberts et al., 2008).

Les microtubules et l'actine interviennent tous deux pour donner à la cellule ses proprié-
tés mécaniques. Cependant, ce sont les structures formées par les �laments d'actine qui
assurent l'essentiel de la rigidité de la cellule (Janmey and McCulloch, 2007). Si la cellule
était une symphonie, les microtubules en seraient le chef d'orchestre, car ils participent
à la polarisation de la cellule et acheminent des composés d'intérêt sur de grandes dis-
tances pour déclencher tel ou tel phénomène. L'actine, quant à elle, jouerait le rôle des
musiciens en e�ectuant le travail de soutien mécanique et de génération de forces. Nous
nous intéressons plus en détail dans la partie suivante à ce virtuose qui fait l'objet de
cette thèse.

1.3 Les �laments d'actine

1.3.1 La protéine

L'actine est une protéine globulaire de 375 acides aminés. C'est une protéine globulaire
de 42 kDa et de diamètre d'environ 5.5 nm. Elle a pour la première fois été identi�ée à
partir d'extraits musculaires en 1942 par un scienti�que hongrois, Brunó Ferenc Straub
(1914-1996). Elle comporte deux lobes pouvant être divisés en deux sous-domaines ; dans
le sillon central vient se �xer un cation divalent (Ca2+ ou Mg2+) et de l'ATP (Kabsch
et al., 1990)(�g 1.2).

Figure 1.2 � Structure cristalline d'un monomère d'actine, d'après Kabsch et al. (1990)
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Les protéines d'actine (que nous appellerons monomères ou actine-G par la suite) s'as-
semblent pour former un �lament (actine-F). Les �laments ont un diamètre de 7 nm et
sont constitués de deux proto�laments assemblés en structure hélicoïdale dextre dont le
pas a pour longueur 37 nm.

Les �laments d'actine sont polarisés car le monomère est asymétrique au niveau molé-
culaire, c'est-à-dire qu'il peut réagir avec deux autres unités mais avec des constantes
d'association di�érentes selon l'extrémité impliquée. On parle de bout pointu(-) et de
bout barbé(+). Au cours de la polymérisation, le bout barbé d'un monomère ne peut se
lier qu'avec le bout pointu d'un autre monomère et par conséquent, les �laments sont
également polarisés ce qui se traduit par une di�érence de concentration critique. La
concentration critique est la concentration en actine-G au-delà de laquelle les monomères
s'ajoutent à l'extrémité en question. Cette propriété conduit à une dynamique de polymé-
risation originale dont nous détaillerons trois étapes possibles : la nucléation, l'élongation
et le treadmilling.

1.3.2 Dynamique de polymérisation

La nucléation
L'assemblage des quatre premiers monomères formant un �lament est appelé nucléation.
On di�érencie cette étape du reste de la croissance, car c'est l'étape cinétiquement limi-
tante. En e�et, l'assemblage initial de deux puis trois monomères d'actine est instable et
est donc rapidement désassemblé par l'agitation thermique. Ce n'est que lorsque le noyau
compte quatre monomères qu'il peut être considéré comme stable (chaque monomère
ayant à partir de là deux liaisons latérales). L'ajout d'un monomère étant un événement
statistique dont la fréquence augmente avec la concentration en actine-G, plusieurs cas
sont possibles. Si la concentration est faible, les trimères se désassemblent trop vite pour
qu'un quatrième monomère ait le temps de s'ajouter et la polymérisation est bloquée.
A plus forte concentration, le temps nécessaire pour former les noyaux donne lieu à un
temps de latence dans la cinétique de polymérisation de l'actine (�g 1.3). En augmentant
la concentration en actine-G, on peut réduire ce temps de latence mais pas le faire dispa-
raître.
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Figure 1.3 � Cinétique de polymérisation d'actine
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La croissance et le treadmilling

Une fois le noyau formé, la croissance du �lament s'e�ectue rapidement et l'incorporation
des monomères aux �laments entraîne une diminution progressive de la quantité d'actine-
G en solution. Tant que la concentration en monomères est supérieure à la concentration
critique du bout pointu, le �lament s'allonge par ses deux extrémités (�g 1.4.A : concen-
tration C1 et �g 1.4.B). Une fois que Cc

poin<[actG]<Cc
bar les monomères se désassemblent

du bout pointu mais continuent de s'ajouter au bout barbé. Tant que l'ajout de mo-
nomères est plus rapide que la perte, le �lament s'allonge et la quantité d'actine-G en
solution diminue (�g 1.4.A : concentration C2 et �g 1.4.C). La concentration à laquelle
la vitesse d'ajout des monomères au bout barbé est égale à la vitesse de désassemblage
au bout pointu est appelée la concentration d'équilibre (steady state)(Wegner, 1976).
Lorsque [actG]=Css le �lament ne s'allonge plus car la vitesse de polymérisation est égale
à la vitesse de dépolymérisation, mais il se "déplace" (�g 1.4.D), on parle du phéno-
mène de treadmilling (tapis roulant en anglais). Ce qui est remarquable, c'est que bien
que la longueur des �laments soit constante, il s'agit d'un état hors-équilibre puisqu'il y
a consommation d'énergie sous forme d'hydrolyse de l'ATP lié aux monomères peu de
temps après leur incorporation au �lament. Cette transformation d'énergie chimique en
énergie mécanique joue un rôle central dans les modèles de génération de force par les
�laments d'actine (Alberts et al., 2008)
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Figure 1.4 � Dynamique d'assemblage et de désassemblage des �laments d'actine. (A) Taux
d'association/dissociation en fonction de la concentration d'actine (en rouge pour le bout barbé,
en bleu pour le bout pointu). (B, C, D) Di�érentes situations de polymérisation/dépolymérisation
en fonction de la concentration d'actine : (B) supérieure aux deux concentrations critiques (C)
intermédiaire entre les deux concentrations critiques (D) égale à la concentration steady state
(dé�nie en violet en A).
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1.3.3 Les partenaires de l'actine

In vivo l'actine interagit avec plusieurs centaines d'autres protéines que l'on appelle des
ABP pour Actin Binding Proteins. A travers di�érents mécanismes, ces ABP ont princi-
palement deux rôles : ajuster la dynamique de polymérisation de l'actine et organiser les
�laments (Le Clainche and Carlier, 2008; dos Remedios et al., 2003; Uribe and Jay, 2009).

L'organisation des �laments se fait notamment grâce aux ABP de nucléation qui per-
mettent de nucléer de nouveaux �laments à des concentrations bien plus basses que celle
requise pour de la nucléation homogène. Les deux principaux membres de cette famille
sont Arp2/3 et les formines. Arp2/3 se �xe sur un �lament et fournit un site pour la poly-
mérisation d'un nouveau �lament. Les deux �laments sont liés entre eux avec un angle de
70◦, ce qui donne un réseau de structure dendritique. Les formines allongent des �laments
individuels, souvent organisés ensuite en fagots. Le mécanisme moléculaire d'action de la
formine est encore en discussion.

Les protéines de réticulation (crosslink en anglais) organisent le réseau en liant les �-
laments entre eux. Elles ont en commun d'avoir au moins deux sites d'interaction avec
l'actine distants l'un de l'autre ce qui leur permet d'interagir avec deux �laments en même
temps. C'est la géométrie et la concentration des protéines de réticulation présentes dans
un réseau d'actine qui déterminent son architecture. Parmi les membres de cette famille
les plus étudiés, on peut citer l'α-actinine, la fascine, la viline, la �mbrine.

Plusieurs familles d'ABP permettent à la cellule de contrôler la vitesse de croissance et la
taille des �laments d'actine en modi�ant la vitesse de polymérisation des monomères et
donc les concentrations critiques et la concentration steady state. Les ABP déstabilisa-
trices/stabilisatrices se lient aux sous-unités d'un �lament et modi�ent l'énergie de liaison
des monomères entre eux. Les protéines stabilisatrices bloquent la dépolymérisation, on
peut citer la tropomyosine. La principale protéine déstabilisatrice entraînant la dépoly-
mérisation des �laments est la co�line. Les ABP de coi�e, elles, se lient aux monomères
se trouvant aux extrémités des �laments, bloquant ainsi l'ajout et le désassemblage de
monomères. On peut citer par exemple gelsoline ou capZ. Il existe également des ABP
dites de séquestration, qui ne se lient pas aux �laments mais aux monomères libres, ce
qui bloque leur incorporation au �lament (thymosine) ou l'accélère (pro�line).

1.4 Les réseaux d'actine dans la cellule

In vivo, les �laments d'actine sont organisés en mésostructures pouvant générer ou/et
résister à des contraintes mécaniques. L'arrangement des �laments et donc l'architecture
des réseaux d'actine di�èrent selon la nature des ABP impliquées et la fonction de la
structure au sein de la cellule (Fletcher and Mullins, 2010). Les ABP sont ainsi capables
d'organiser les �laments d'actine sur des distances pouvant aller jusqu'à la taille de la cel-
lule uniquement via des interactions à l'échelle moléculaire (Fletcher and Mullins, 2010).
Savoir comment des processus d'auto-organisation microscopiques sont capables de géné-
rer des structures dynamiques, robustes et élaborées qui organisent et animent la cellule
est une fascinante question encore très largement ouverte.
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Ces structures possèdent plusieurs caractéristiques communes nécessaires à leur bon fonc-
tionnement :
� elles sont hors équilibre puisqu'il y a consommation d'energie sous la forme d'ATP, lors
de la polymérisation de l'actine d'une part, et par des moteurs moléculaires présents
dans le réseau d'autre part.

� elles sont hautement dynamiques et se réorganisent lors de phénomènes aussi divers
que la migration cellulaire, l'endocytose (Smythe and Ayscough, 2006) ou encore la
cytokinèse (Eggert et al., 2006).

� elles sont extrêmement robustes, par exemple, lorsque l'on traite des kératocytes avec
du DMSO (molécule qui perméabilise les membranes) les cellules perdent leur forme
pour devenir des sphères, mais il su�t de quelques minutes, après l'arrêt du traitement
pour que la cellule retrouve sa morphologie initiale. (Keren et al., 2008)

Dans la suite nous discuterons des principales structures d'actine trouvées dans la cellule :
le cortex cellulaire formé par un réseau d'actine isotrope et réticulé, les �bres de stress et
les �lipodes dans lesquels les �laments sont organisés en fagots et le lamellipode avec sa
structure dense et branchée.

1.4.1 Cortex et �bres de stress

Le cortex cellulaire est une �ne structure présente sous la membrane plasmique qui donne
sa forme et son élasticité à la cellule. Dans le cortex, les �laments d'actine sont organisés
en un réseau isotrope, c'est-à-dire qu'ils n'ont pas d'orientation privilégiée et le réseau
ressemble à une toile d'araignée aléatoire. Dans ces gels, les �laments d'actine ne sont pas
seulement enchevêtrés mais ils sont chimiquement liés les uns aux autres par des ABP
comme la �lamine (Stossel et al., 2001) ou la spectrine (Machnicka et al., 2012). Le cortex
contient également de la myosine II (Verkhovsky and Borisy, 1993) ; ce moteur molécu-
laire génère des contraintes internes qui, couplées aux propriétés non linéaires de l'actine,
permettent à la cellule de contrôler sa rigidité. Par exemple, un amollissement de la cellule
a été observé lorsqu'on la traite à la blebbistatin, un inhibiteur de la myosine II (Balland
et al., 2005).

Quand on marque en �uorescence l'actine à l'intérieur d'une cellule, on observe nette-
ment les �bres de stress (�g 1.5) : ce sont les structures très droites et très �uorescentes
à l'intérieur de la cellule. Ce sont des fagots de �laments d'actine associés entre eux par
de l'α-actinine et des myosines II. Généralement au moins une des extrémités de la �bre
est attachée à la matrice extra-cellulaire via des protéines transmembranaires dans une
structure appelée point d'adhésion focal. Les points d'adhésion focaux sont des sites de
mécano-transduction (Riveline et al., 2001). L'activation des myosines II fait glisser les
�laments de la �bre, ce qui génère une contrainte au niveau des points d'ancrage, permet-
tant ainsi à la cellule de sonder localement son environnement mécanique (Fletcher and
Mullins, 2010).

Les études biochimiques et génétiques ont permis d'identi�er de nombreux acteurs pro-
téiques participant à la vie du cortex et des �bres de stress. Une compréhension globale
de ces deux structures demeure cependant à réaliser. En e�et, la réponse mécanique de
ces structures ne dépend pas seulement des partenaires impliqués mais également de la
séquence d'application et des e�ets synergiques entre les protéines. Des questions critiques



20 CHAPITRE 1. LA MÉCANIQUE CELLULAIRE

A

Figure 1.5 � Image d'une cellule, l'actine est marquée en rouge, les points d'adhésion focaux en
vert et le noyau en bleu, d'après Lele et al. (2006)

pour la compréhension des propriétés viscoélastiques des cellules restent ouvertes (Flet-
cher and Geissler, 2009) . Les �laments sont-ils assemblés in situ ou importés depuis une
autre zone de la cellule ? Qu'est ce qui déclenche la transition entre réseau isotrope et
�bres de stress ? Comment s'e�ectue cette transition ?

1.4.2 Les structures de la migration cellulaire

La mise en place des structures de migration est mieux comprise. Pour migrer, une cellule
se polarise et forme des mésostructures faites d'actine au niveau de son front avant : le la-
mellipode et les �lipodes. L'initiation de la polarisation se fait via l'activation de cascades
biochimiques impliquant, entre autres, la famille de Rho-GTPases (Etienne-Manneville
and Hall, 2002). Cela conduit à une redistribution drastique des composants du cytos-
quelette menant à un enrichissement localisé de la membrane plasmique en actine-F et
en ABP. Bien que la plupart des cellules forment ces deux structures simultanément, cer-
taines comme les kératocytes mettent l'accent sur le lamellipode, alors que les cellules
dendritiques sont dominées par la formation de �lipodes (�g 1.6.A).

Dans ces deux structures, les bouts barbés (donc à croissance rapide) des �laments d'ac-
tine font face à la membrane plasmique (�g 1.6.B). Ils sont, sans intervention de moteur
moléculaire, à l'origine de la génération des forces qui permettent de repousser la mem-
brane plasmique vers l'avant. Parallèlement, un �ux rétrograde d'actine s'établit entre le
lamellipode et le reste de la cellule (Welch, 1997).

lamellipode

filipode

Sens du mouvementA B

Figure 1.6 � A : Image d'une cellule, en rouge l'actine et en vert les �lipodes. D'après Han
et al. (2007). B : Représentation schématique d'une cellule en migration. D'après Mattila and
Lappalainen (2008).
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Le lamellipode
On parle de structure en feuille pour décrire le lamellipode, car il s'étend sur la largeur
de la cellule, soit plusieurs microns mais il n'a pas plus de quelques centaines de nano-
mètres d'épaisseur (Abercrombie, 1980). A l'intérieur, on trouve un réseau dendritique
d'actine extrêmement dense, de l'ordre de 1200 �laments/µm2 (Abraham et al., 1999;
Schaub et al., 2007) dont les �laments sont liés entre eux par des liaisons en Y. Le bout
pointu de chaque �lament est attaché à un autre �lament et le bout barbé (donc le bout
à croissance rapide) fait face à la membrane plasmique (Svitkina et al., 1997).

Ce branchement en Y a la particularité d'avoir un angle constant, de l'ordre de 70◦. C'est
au niveau du branchement que se trouve un complexe protéique qui a soulevé un très
grand intérêt au cours des quinze dernières années : le complexe Arp2/3. Ce complexe lie
le bout pointu du �lament dit '�lle' sur le côté du �lament dit 'mère', faisant o�ce de
protéine de réticulation (Blanchoin et al., 2000). Cependant, contrairement aux protéines
de réticulation dont nous avons parlé jusqu'à présent comme l'α-actinine ou la fascine,
Arp2/3 ne réticule pas a posteriori deux �laments déjà formés mais nuclée le nouveau �-
lament sur le côté d'un �lament préexistant. L'angle de 70◦entre les �laments mère et �lle
entraîne la formation d'un gel à architecture dendritique (Mullins et al., 1998) (�g 1.7) .

Figure 1.7 � Images de microscopie électronique du lamellipode d'un kératocyte. A gauche, a,
Vue d'ensemble ; b, Zoom sur le carré dessiné en a, barre d'échelle 1 µm. D'après Svitkina et al.
(1997). A droite, a, Front avant de la structure ; b-g Zoom sur les zones indiquées en a, faisant
apparaître les di�érents points de branchement, barre d'échelle 0.5 µm. D'après Svitkina and
Borisy (1999).
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Arp2/3 étant activé de manière transitoire par la protéine N-WASP, elle-même activée
au niveau de la membrane, la création de nouveaux �laments ne peut avoir lieu que dans
une zone bien dé�nie du cytoplasme. C'est par ce mécanisme que la cellule localise la po-
lymérisation d'un gel d'actine à l'avant du lamellipode. La croissance de ce réseau génère
des forces capables de pousser vers l'avant la membrane cellulaire sans avoir recours à des
moteurs moléculaires. Si le mécanisme exact de génération de force reste encore largement
soumis à débat, on peut cependant citer les modèles du Brownian ratchet (Peskin et al.,
1993; Mogilner and Oster, 2003), le modèle autocatalytique (Carlsson, 2003) qui lient
génération de force et croissance des �laments individuels. Plus récemment, un modèle
entropique a été proposé à partir d'expériences utilisant un montage expérimental voisin
de celui de cette thèse (Brangbour et al., 2011)

Bien que Arp2/3 soit au c÷ur de la formation du réseau dendritique, d'autres protéines y
jouent un rôle de premier plan. Nous reviendrons largement sur les di�érentes protéines et
mécanismes permettant in vitro l'assemblage d'un réseau d'architecture dendritique dans
le chapitre 3.2.

Les �lipodes

Les �lipodes sont des structures en forme de doigt se trouvant à l'avant du lamellipode,
larges de 100 à 300 nm et longues de 10 à 40 µm (Welch and Mullins, 2002). Ils sont
remplis de �laments d'actine associés en fagots compacts. La croissance rapide des doigts
est assurée par des protéines de la famille des formines qui se lient au bout barbé et
accélèrent la polymérisation (Pruyne et al., 2002; Sagot et al., 2002). Mécaniquement, un
�lipode doit supporter des forces importantes en compression selon son grand axe. Celles-
ci sont liées à la déformation et à la courbure de la membrane cellulaire. Pour éviter le
�ambement du fagot, les �laments d'actine sont réticulés aprés leur polymérisation par
des protéines de réticulation rigides (�g 1.8), notamment la fascine pour augmenter la
limite de �ambement d'Euler (Bausch and Kroy, 2006) .

actine

Arp2/3

capping

Fascine

formines

membrane

B

Figure 1.8 � A : Image de microscopie électronique d'un bourgeon de �lipode issu du lamellipode
d'un kératocyte, B : Représentation schématique, barre d'échelle 0,2 µm. D'après Svitkina et al.
(2003)
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Beaucoup de questions se posent encore à propos de ces structures, et notamment sur
leur rôle. On leur attribue celui d'antenne pour la chemotaxie, la présence d'intégrine non
liée mais activée à leur surface leur permettrait de sonder les sites d'adhésion propices
à la formation ultérieure de points d'adhésion focaux. Ils serviraient également de tenta-
cule au macrophage pour agripper les pathogènes avant de les phagocyter (Mattila and
Lappalainen, 2008). La nucléation de ces structures est, elle aussi, soumise à débat : les
�laments le composant sont-ils physiquement issus du lamellipode (Svitkina et al., 2003),
certains �laments se retrouvant mis en fagot suite à une interaction stabilisatrice de la
membrane (Liu et al., 2008) ? Ou s'agirait-il de structures formées de novo suite à une
cascade biochimique impliquant notamment certains composants de la super famille des
Rho GTPase (Ste�en et al., 2006) ?
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Chapitre 2

Mécanique des réseaux de polymères

Dans ce chapitre, nous commencerons par nous intéresser aux matériaux polymères en
général en décrivant les grandeurs physiques qui les caractérisent d'un point de vue ma-
croscopique et d'un point de vue microscopique. Nous présenterons ensuite les modèles
théoriques développés pour modéliser leur réponse mécanique. D'une part les modèles
"classiques", developpés pour les polymères ayant une élasticité de type caoutchoutique
(L > Lp, avec Lp la longueur de persistance du �lament). D'autre part les modèles plus
récents qui décrivent la réponse élastique de polymères biologiques qui sont semi-�exibles
ou rigides, pour lesquels L ∼ Lp et L << Lp. En�n, nous comparerons ces modèles théo-
riques aux nombreuses expériences menées sur des gels d'actine polymérisés en solution
et nous présenterons les deux expériences qui, avant ma thèse, s'étaient intéressées à la
réponse mécanique de gels d'actine polymérisés au contact d'une surface pour laquelle
L << Lp.

2.1 Introduction

Un polymère est une chaîne constituée par la répétition d'un motif élémentaire appelé
monomère. Pour former un matériau, ces chaînes peuvent être emmêlées (polymères en-
chevêtrés) ou présenter des liaisons chimiques entre chaînes (polymères réticulés).

Les polymères du quotidien sont pour la plupart issus de la transformation du pétrole via
des procédés pétrochimiques lourds. Les monomères sont constitués d'un squelette car-
boné auquel viennent s'ajouter d'autres atomes comme l'oxygène, l'hydrogène et l'azote
qui forment des groupements appelés fonction, conférant aux matériaux macroscopiques
des propriétés extrêmement variées. On peut citer : le polyéthylène, le polypropylène, le
polychlorure de vinyle, le polystyrène. Notons qu'il existe aussi quelques exemples de po-
lymères synthétiques non organiques comme le silicone.

Parmi ces polymères, la catégorie des élastomères présente un comportement mécanique
original d'origine entropique : l'élasticité caoutchoutique. Il se caractérise par la capacité
qu'ont ces matériaux de pouvoir être étirés plusieurs centaines de fois sans subir de dom-
mage permanent. Une courbe contrainte déformation schématique est donnée en �gure
2.1.A. Après un court domaine d'élasticité linéaire (1) la déformation augmente de plu-
sieurs centaines de pour cents avec une faible augmentation de la contrainte (2) pour �nir
par une augmentation subite et brutale (3). L'origine de ce comportement mécanique est
en lien direct avec la microstructure de ces matériaux. En e�et, ils sont faits de chaînes
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�exibles ; au repos elles adoptent donc une con�guration en pelote. La déformation éloigne
les extrémités des chaînes, ce qui conduit à leur débobinage. Lorsqu'ils sont près de leur
pleine extension, les polymères opposent une forte résistance à la déformation qui conduit
à une augmentation brutale de la contrainte (�g 2.1.B). Cependant tant que les chaînes
ne sont pas brisées, elles reprendront leur con�guration initiale après relâchement de la
contrainte. Nous reviendrons sur le modèle de la chaîne idéale ultérieurement.

σ

ε

1

2

3

A B

déformation

macroscopique

Figure 2.1 � A : Courbe contrainte déformation typique d'un polymère caoutchoutique ; B :
Schéma de l'évolution de la microstructure d'un polymère caoutchoutique durant la déformation.

La biologie compte également un grand nombre de polymères. On peut citer la �brine,
le collagène, la vimentine ou encore l'actine. L'une des principales di�érences entre po-
lymères synthétiques et biologiques est qu'une grande partie de ces derniers sont des
�laments dits semi-�exibles qui, compte tenu de leur rigidité, ne peuvent pas se mettre
en pelote et sont seulement légèrement courbés entre les points d'intersection du réseau.
Cela a pour conséquence que, lors de la déformation, leur réserve de longueur est faible et
qu'ils atteignent rapidement leur pleine extension, ce qui se traduit par une rigidi�cation
importante des matériaux même à petite déformation (�g 2.2) (Storm et al., 2005).
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Figure 2.2 � Evolution du module de cisaillement avec la déformation des polymères biologiques
et un polymère synthétique d'après Storm et al. (2005).
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2.1.1 Description macroscopique

Il existe plusieurs constantes mécaniques associées à un matériau permettant de carac-
tériser sa réponse élastique. Parmi les plus utilisées, on peut citer le module de Young,
le coe�cient de Poisson, le module de cisaillement, le coe�cient de compressibilité, le
premier coe�cient de Lamé. Les e�orts de modélisation et de mesure de chaque étude ne
portent pas nécessairement sur la même constante. Cependant, lorsque l'on s'intéresse à
un solide homogène et isotrope dans le cadre de la mécanique linéaire (ie à petites défor-
mations), la connaissance de deux des ces constantes donne accès à toutes les autres via
des formules circulaires (voir annexe A).

Les grandeurs dont nous reparlerons par la suite sont :
� Le module de Young (E) : coe�cient de proportionnalité entre la contrainte appliquée
(σ) et la déformation (ǫ) lorsque l'on soumet un matériau à une traction ou une com-
pression uni-axiale telle que

σ = E · ǫ (2.1)

Typiquement les métaux ont un module de l'ordre du gigapascal alors que les élasto-
mères, qui se déforment plus facilement, ont un module de Young de l'ordre du méga-
pascal.

� Le module de cisaillement (G) : Coe�cient de proportionnalité entre la contrainte appli-
quée (τ) et la déformation (γ) obtenue lorsque l'on soumet un matériau à un cisaillement
(�g 2.3) tel que :

τ = G · γ (2.2)

� Le coe�cient de Poisson (ν) : il traduit la capacité d'un matériau à changer de volume
lorsqu'il est soumis à un e�ort de traction ou de compression. La valeur de ce coe�cient
peut aller de -1 à 0.5. Pour les matériaux conventionnels, il est cependant compris entre
0 (matériaux parfaitement compressibles) et 0.5 (matériaux incompressibles).

γ

τ

Figure 2.3 � Application d'une force τ générant un cisaillement γ.
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2.1.2 Description microscopique

Une chaine polymère a deux longueurs caractéristiques : une longueur totale notée L (lon-
gueur de contour) et une longueur de persistance notée Lp. La longueur de persistance
traduit la rigidité d'une chaîne. En e�et il s'agit de la longueur au-delà de laquelle le mou-
vement d'une extrémité du �lament n'a pas de conséquence sur l'orientation de l'autre
extrémité. En termes plus mathématiques : la longueur de persistance est dé�nie comme
la longueur d'arc au delà de laquelle la corrélation entre la direction des angles tangents
est perdue dans un espace à trois dimensions (Landau and Lifstitz, 1980). Lp est donc
une caractéristique propre à chaque polymère. Par exemple, l'actine a une longueur de
persistance de l'ordre de 10 µm alors que celle de l'ADN ne sera que de 0.5 nm et celle
d'un polymère synthétique de l'ordre de quelques monomères. La longueur de persistance
dépend de nombreux paramètres, mais on imagine facilement que, par exemple, plus la
liaison entre les monomères est forte, plus il sera di�cile de plier une chaîne. Le module
de �exion (κ) est lié à la longueur de persistance par : κ = LpkT avec k la constante de
Boltzmann et T la température.

On classe les polymères en fonction du rapport L/Lp :
� L >> Lp : les �laments sont souples ; l'agitation thermique les conduit à adopter une
forme de pelote

� L << Lp : les �laments sont rigides et s'apparentent à des bâtons indéformables
� L ∼ Lp : les �laments sont semi-�exibles : bien qu'ayant la forme de bâtons, ils sont
soumis à des ondulations thermiques.

A ces deux longueurs caractéristiques du �lament viennent s'ajouter celles caractérisant
le réseau formé : la taille de la maille (ξ) et une distance caractéristique (Lc). La taille de
la maille est la distance moyenne entre deux �laments. Pour un réseau de �laments rigides
ou semi-rigides, De Gennes et al. (1976) donnent ξ ∼ (ac)0.5, avec c la concentration en
monomères et a la taille du monomère. Cette hypothèse a été véri�ée expérimentalement
pour des réseaux de �laments d'actine (Sackmann et al., 1986). La distance caractéristique
Lc est la distance sur laquelle une chaîne dans un réseau se déforme. Elle joue un rôle cen-
tral dans la compréhension de la réponse mécanique des réseaux polymères et sa dé�nition
demeure encore aujourd'hui délicate. En première approximation, on peut l'assimiler à la
distance entre enchevêtrements (Le) pour les polymères non réticulés et à la taille de la
maille pour des polymères fortement réticulés (Bausch and Kroy, 2006). Dans un réseau
de polymère, c'est cette longueur, Lc, qu'il faut comparer à la longueur de persistance, Lp,
pour déterminer si les �laments se déforment entre deux points d'interaction comme des
�laments souples, semi-�exible, ou rigides. L'objet de la partie suivante est de décrire les
modèles permettant de relier les déformations microscopiques à la réponse macroscopique
du réseau de polymères.

2.2 Modèles

Le but des modèles mécaniques est de lier la réponse mécanique macroscopique aux pro-
priétés microscopiques des matériaux. En d'autres termes, d'exprimer les grandeurs ma-
croscopiques E, G etc en fonction des grandeurs microscopiques L, Lp, ξ, Lc ou Le. Pour
ce faire, on égalise la densité d'énergie élastique (eel) macroscopique et celle emmagasinée
par les �laments du réseau.
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D'un point de vue macroscopique, le calcul est direct eel=contrainte · déformation donne,
via les relations 2.1 et 2.2

Eel ∼ E · ǫ2 ∼ G · γ2 (2.3)

D'un point de vue microscopique, le calcul de eel est plus compliqué. En e�et, se pose la
question de comprendre comment est stockée l'énergie élastique à l'échelle des �laments.
Les modèles propres aux trois catégories de �laments : �exibles, semi-�exibles et rigides,
ont chacun une approche di�érente. Ils supposent cependant tous que la déformation
est a�ne, c'est-à-dire qu'elle est homogène dans tout le réseau. Nous verrons que cette
hypothèse peut être discutée à l'aide de simulations.

2.2.1 Chaîne souple Lp << L

Pour des raisons historiques, les chaînes ayant une longueur de persistance très petite
devant la longueur de leurs contours ont été les premières à être modélisées. En e�et, il
s'agit de modèles simples se rapportant à un matériau utilisé par l'homme depuis près
de 3 000 ans : le caoutchouc. Le polymère constituant ce matériau se prête bien au
modèle le plus simple : de grandes chaînes souples (Lp << L) obéissant au modèle de
la marche aléatoire (�g 2.4). Ce modèle a comme hypothèses que la direction du maillon
n+1 n'est pas contrainte par la direction du maillon n, qu'il n'y a pas de condition de
non recouvrement des maillons entre eux et que la chaîne est si molle qu'il n'y a pas de
changement d'énergie associé à un changement de courbure. Pourquoi, dans ces conditions,
le caoutchouc a-t-il un comportement élastique ?

Figure 2.4 � Représentation d'une marche aléatoire

Modèle de la chaîne idéale

Pour une chaîne libre, isolée et soumise à l'agitation thermique, la déformation se traduit
par un éloignement de ses extrémités. Cet éloignement tend les chaînes ce qui entraîne
une diminution du nombre de con�gurations accessibles. L'élasticité caoutchoutique est
d'origine entropique car le retour à l'état initial du matériau est dû à une augmentation
du désordre de ses constituants.
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On décrit l'espace des con�gurations accessibles d'un polymère à l'aide de la distance
bout à bout (ie à vol d'oiseau) entre les deux extrémités d'une chaîne (notée R). Confor-
mément à la théorie du marcheur aléatoire en l'absence de force extérieure : < R >= 0
et < R2 >= N · a2 = L · a avec N le nombre de monomères, a la taille d'un monomère et
L la longueur de la chaîne dépliée.

Une molécule libre a accès à toutes les con�gurations possibles (notées Ω0 ). Lorsqu'on
lui impose une condition d'éloignement de ses extrémités < R > 6= 0, le nombre de con�-
gurations satisfaisant ce critère diminue (Ω1 < Ω0). L'apparition d'une force de rappel a
pour origine une diminution de l'entropie du système telle que :

∆S = k · log
(

Ω1

Ω0

)

(2.4)

Il s'agit maintenant de construire un réseau constitué de chaînes libres. On se place dans
le cas parfait où la déformation est a�ne (ie la même pour tous les constituants du ré-
seau) et où il n'y a pas d'interactions entre chaînes. Pour un réseau de n chaînes idéales,
la variation d'entropie est égale à la somme de la variation d'entropie des constituants.

A l'aide de considérations thermodynamiques, on obtient l'expression de la force f appli-
quée au solide de dimension macroscopique Lsol pour le déformer de λ.

f =
nkT

Lsol

·λ (2.5)

On obtient la contrainte en divisant l'expression de la force par l'aire de la surface de
contact (L2

sol) et on dérive par rapport à la déformation pour obtenir l'expression du
module de Young.

E =
3nkT

V
(2.6)

avec n le nombre de �laments (chaque segment de �lament entre deux points de réticula-
tion est comptabilisé), V le volume du solide.

Bien que ce modèle décrive un système idéal, il capture deux propriétés essentielles du
caoutchouc : une augmentation de la rigidité avec la température due à une augmenta-
tion de l'agitation thermique et une variation du module proportionnelle au nombre de
�laments : plus un polymère est réticulé, plus le matériau est rigide.

Modèle de reptation

Le modèle de la chaîne idéale suppose une collection de �laments isolés dont on néglige
les interactions. Il est en e�et extrêmement di�cile de paramétrer un tel problème. Pour
contourner la di�culté de modéliser un environnement topologiquement complexe pour
chaque polymère, la notion de tube de reptation a été introduite dans les années 70 par
Pierre-Gilles de Gennes.

Le raisonnement est le même que pour le modèle de la chaîne idéale, l'énergie élastique du
matériau est égale à l'énergie élastique d'une chaîne moyenne multipliée par le nombre de
chaînes. La nouveauté vient du fait qu'on représente les polymères environnant le �lament
test de manière continue à travers l'image d'un tube dont les extrémités sont ouvertes mais
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les parois infranchissables (�g 2.5). Les �uctuations thermiques du �lament test et donc
l'espace des con�gurations accessibles sont directement liés au diamètre du tube. Les mo-
dèles élastiques utilisant cette représentation lient le diamètre moyen du tube à l'entropie
du �lament, aux propriétés statistiques du réseau comme la densité de monomères ou la
longueur de maille et aux propriétés du polymère comme la longueur de persistance.

Figure 2.5 � Représentation d'un �lament prisonnier de son tube prison (�lament rouge). Le
tube prison est formé par les autres �laments du réseau (�laments noirs)

Pour les réseaux réticulés ou enchevêtrés, une loi d'échelle pour le module de Young est
proposée pour les chaînes in�niment �exibles :

E =
kT

(Neξ3)

avec Ne le nombre de monomères entre points d'enchevêtrement (de Gennes, 1979; Doi
and Edwards, 1988).

Contrairement au modèle de la chaîne idéale et sa représentation des molécules sous forme
de pelote, la métaphore du tube permet d'imaginer un �lament ayant plutôt 1'aspect d'un
spaghetti mi-cuit c'est-à-dire dont Lp ∼ Lc. Cette idée a permis la construction de modèles
pour des gels d'actine.

2.2.2 Chaîne semi-�exible (Lp ∼ L)

Modèle du tube

Dans un matériau au repos, les �laments �uctuent librement à l'intérieur de leur tube,
ils ont donc accès à un certain nombre de con�gurations. Lors de la déformation, les
tubes se déplacent, ce qui perturbe leur arrangement relatif. Le volume du matériau
restant constant, c'est le volume des tubes qui diminue, entraînant ainsi une diminution
du nombre de con�gurations accessibles. Chaque nouvelle collision réduit l'espace des
conformations du �lament test, ce qui coûte à l'energie libre F de l'ordre de kT . F étant
proportionnel au module de cisaillement G on aboutit à :

G = kTξ−2L−1

e (2.7)

(Isambert and Maggs, 1996)
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Compte tenu des propriétés des réseaux de �laments semi-�exibles enchevêtrés et de consi-
dérations géométriques, on peut lier le diamètre d du tube virtuel à Lp, Le et ξ la taille
de maille :

L3

e = d2Lp (2.8)

(Odijk, 1983)

d =
ξ2

Le

(2.9)

(Frey et al., 1999)

Ces relations permettent de lier la distance caractéristique Le di�cile à évaluer à une
propriété caractéristique du réseau ξ et une caractéristique du �lament Lp :

Le = (ξ4/5 ·L1/5
p ) (2.10)

en reprenant les équations 2.10, 2.7 et ξ ∼ (ac)−0.5 , on obtient (Isambert and Maggs,
1996; Frey et al., 1999) :

G ∼ kTL−1/5
p (ac)7/5 (2.11)

Dans ce modèle entropique, le module du réseau est peu dépendant de la longueur de
persistance des �laments (l1/5p ) mais davantage de la concentration en monomères (c7/5).
Ce modèle sera comparé à des mesures expérimentales dans le chapitre suivant.

Modèle d'élongation entropique

Un autre modèle proposé par Mackintosh and Janmey (1995) se base sur la distance ca-
ractéristique Lc comme donnée centrale du problème. La déformation macroscopique se
caractérise par un angle θ. Comme on suppose la déformation a�ne, la réponse élastique
du réseau est attribuée à une tension appliquée uniformément à chaque chaîne que l'on
étire d'une longueur δL = θ ·Lc .

Les �laments étant semi-�exibles, ils sont sensibles à l'agitation thermique. Dans l'état
relaxé, leurs con�gurations sont in�uencées par deux e�ets antagonistes : l'entropie qui
veut minimiser la distance entre les extrémités du �lament, et la rigidité du �lament qui
veut en minimiser la courbure. Lorsque l'on déforme un �lament, on s'écarte de son état
d'équilibre d'où l'apparition d'une force rappel τ .

Son Hamiltonien s'écrit alors :

H =
1

2
κ(∇2u(x)) +

1

2
τ(∇u(x))2 (2.12)

avec u(x) les déformations transverses (�g 2.6). Grâce au théorème d'équipartition on
peut remonter à une expression de la force de rappel τ :

τ ∼
kTL2

p

L4
c

δL (2.13)
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x

u(x)
u

Figure 2.6 � Paramétrisation d'un �lament semi-�exible.

D'un point de vue microscopique, cette force est appliquée sur une surface ξ2, de plus
comme δL = θLc, on obtient :

G ∼ kTL2

pξ
−2L−3

c (2.14)

Dans un polymère densément réticulé, on peut supposer que la distance caractéristique
sur laquelle s'applique la déformation est la distance entre points de réticulation, qui est
aussi la taille de la maille qui via l'expression ξ ∼ (ac)−0.5 nous donne :

G ∼ kTL2

p(ac)
5/2 (2.15)

Pour un polymère enchevêtré, il est plus approprié de choisir Lc=Le. L'expression de Le

pour un polymère semi-�exible est donnée par le modèle du tube (eq 2.10) qui, ajouté à
l'équation ξ ∼ (ac)−0.5, donne :

G ∼ kTL7/5
p (ac)11/5 (2.16)

Ces deux expressions sont très voisines et certains groupes choisissent la seconde expres-
sion pour des réseaux d'actine réticulés, considérant que les ponts réticulants se forment
là où les polymères entrent en contact, c'est à dire à une distance Le les uns des autres
(Gardel et al., 2004).

On voit que le modèle d'élongations entropiques prévoit une dépendance plus importante
du module à la concentration par rapport au modèle du tube exposé dans la partie pré-
cédente. On verra dans la partie 2.3.1 que le modèle d'élongations entropiques fonctionne
bien pour les polymères réticulés mais que le modèle du tube capture mieux les propriétés
élastiques d'un réseau enchevêtré.

2.2.3 Polymère rigide Lp >> L

Avant de continuer plus avant, il est intéressant de noter l'équivalence qui existe entre
une diminution de la longueur d'interaction entre les �laments du réseau (Lc) et une
augmentation de la longueur de persistance des �laments (Lp). Dans les deux cas, le
�lament test voit son orientation de plus en plus contrainte par son environnement et est
de moins en moins sensible aux �uctuations thermiques aux échelles de taille considérées.
Lorsque l'on est dans les cas ou Lp >> Lc, le �lament peut même être considéré comme
une barre rigide ne subissant pas de �uctuation thermique (modèle à 0 K). Une barre
a deux moyens d'accommoder une déformation : la �exion ou l'extension/compression.
Contrairement aux modèles vus jusqu'à présent, ces deux modes de déformation sont
d'origine enthalpique puisque c'est la déformation du lien entre monomères qui est à
l'origine de la force de rappel.
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Modèle de �exion

Pour une poutre encastrée à une extrémité et libre à l'autre, de longueur L, de module de
Young Ef et de moment quadratique I , il est possible de calculer la �èche (∆L) résultant
de l'application d'une force F perpendiculairement à l'extrémité libre de la poutre. (�g 2.7)

F =
EfI

L2

∆L

L
(2.17)

κ = EfI est appelé module de �exion.

∆L

F
L

Figure 2.7 � Dé�nitions des grandeurs pour une poutre encastrée à une extrémité et soumise à
une force perpendiculaire

Un réseau fait de �laments rigides peut se représenter comme un �let rigide et irrégulier
en trois dimensions. Les �laments étant distribués dans toutes les directions, le module
de Young du réseau E suit la même loi d'échelle que le module de Young d'une maille. En
divisant la force par la surface d'une maille (ξ)2 et en remplacant L par la longueur carac-
téristique du réseau sur laquelle un �lament se déforme (Lc) on remonte à la contrainte
σ subie par une maille :

σ =
κ

L2ξ2
∆L

Lc

(2.18)

La loi d'échelle pour le module de Young est donnée par l'équation σ = E · ǫ avec ǫ =
∆L/Lc. De plus pour un �lament microscopique κ = kTLp ce qui nous donne comme loi
d'échelle :

E ∼ kTLpL
−2

c ξ−2 (2.19)

(Joly-Duhamel et al., 2002)

Pour un réseau densément réticulé, on peut prendre comme précédemment Lc = ξ = (ac)−0.5.
On obtient alors une variation quadratique du module en fonction de la concentration en
actine (Satcher and Dewey, 1996).

Dans un réseau peu connecté, les déformations en �exion s'appliquent seulement sur cer-
tains �laments (déformation non-a�ne). La dépendance du module aux longueurs carac-
téristiques (Lc Lp ξ a) n'est pas changée, mais un préfacteur dépendant de la connectivité
du réseau apparaît (Broedersz et al., 2011). Ce préfacteur devient très faible près de la
transition de percolation quand le nombre de �laments supportant la contrainte décroît.

Modèle d'extension/compression

En première approche, l'extension/compression d'une barre homogène de rayon peut être
modélisée par la loi du ressort : F = kr∆L avec kr la constante de raideur égale à Efa

2L−1.
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Comme pour le modèle de �exion EfI = kTLp donc Ef = kTLpa
−4 (pour une poutre

circulaire I ∼ a−4)

F = kTLpa
−2

∆L

L
(2.20)

Avec ∆L/L la déformation macroscopique, la loi d'échelle du module de Young du réseau
est donnée par l'expression de la force divisée par la surface ξ2.

E ∼ kTLpa
−2ξ−2 (2.21)

La dépendance par rapport à la longueur de persistance des �laments est moins forte dans
les modèles enthalpiques (dépendance linéaire) que dans le modèle entropique (dépen-
dance quadratique). On peut également constater que le modèle d'extension/compression
enthalpiques ne fait pas intervenir de longueur caractéristique (Lc) sur laquelle la défor-
mation se produit (Head et al., 2003a).

Se demander dans quel régime de déformation se trouve le réseau revient à se poser la
question de savoir si énergétiquement parlant, il sera moins coûteux pour le matériau
polymère de se déformer en pliant ses �laments (eq 2.19), en les étirant mécaniquement
(eq 2.21) ou en les étirant entropiquement (eq 2.16). Autrement dit doit-on considérer
les �laments comme des barres rigides ou comme des �laments �uctuants ? Pour s'inté-
resser à la transition entre les di�érents régimes mécaniques en fonction des paramètres
microscopiques comme Lc, Lp ou ξ, certains auteurs ont eu recours à des simulations
numériques.

2.2.4 Simulations

Ces simulations numériques sont faites sur des réseaux dits "mikado" par analogie au jeu
où on laisse tomber un fagot de baguettes qu'on essaie ensuite de désenchevêtrer (Wil-
helm and Frey, 2003; Head et al., 2003a). Le principe des simulations 2D est de générer
un réseau isotrope en disposant aléatoirement des barres rigides sur un plan. On soumet
ensuite le plan à une déformation macroscopique et des algorithmes cherchent la défor-
mation des �laments qui minimise l'énergie élastique globale du système (�g 2.8.A). Les
intersections entre les barres sont désignées comme points de réticulation permanents ce
qui a comme conséquence que les �laments ne peuvent pas glisser les uns par rapport à
l'autre. On se trouve donc dans le cas d'un réseau réticulé.

Dans les simulations 2 D, Head et al. (2003b) ont mis en avant des changements de régime
en fonction de la longueur moyenne des �laments et de la densité de points de réticulation.
La �gure 2.8.B montre le schéma du diagramme de phase.

Examinons ce diagramme pour en avoir une compréhension qualitative. La ligne en trait
plein représente la limite de percolation, en-dessous les �laments ne sont pas assez connec-
tés pour former un gel et le module élastique est nul. En partant d'un réseau se déformant
via un mode d'extension/compression (1 sur la �gure 2.8), déplaçons-nous vers la gauche
en supprimant des point de réticulation (Lc augmente). Lorsque l'on arrive dans le do-
maine entropique (2), le �lament a une réserve de distance liée aux �uctuations thermiques
su�sante pour qu'il puisse se déformer sans être lui-même contraint mécaniquement. La
transition entre ces deux régimes s'e�ectue à Lc = a2/3 ·L1/3

p . En réduisant la taille des
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Figure 2.8 � Exemple de simulation d'un réseau déformé après minimisation de l'énergie, les
�laments en traction sont en bleu et ceux en �exion sont en rose ; B : Diagramme des modes de
déformation d'un réseau d'actine en fonction de la longueur moyenne des �laments (en 2D elle
est équivalente à la connectivité) et de la concentration (en 2D elle est équivalente à l'inverse de
la densité de réticulation) d'après Head et al. (2003b)

�laments on diminue la connectivité du réseau tout en restant au-dessus de la limite de
percolation (3), la charge ne sera alors supportée que par quelques chaînes traversant
l'échantillon en entier. Lors de la mise sous contrainte, seuls ces �laments se déforment.
On parle dans ce cas de déformations non a�nes qui se trouvent être dominées par de la
�exion puisque les couples s'exerçant sur les chaînes deviennent importants. Lorsque l'on
se déplace vers la droite en augmentant le nombre de points de réticulation, on supprime
des degrés de liberté aux �laments jusqu'au moment où la �exion d'un unique �lament
entraîne une déformation très importante de beaucoup d'autres. Il est donc préférable
pour le réseau de revenir à des déformations a�nes sous forme d'extension/compression.

Simulation 3D

Les simulations en 2D ont été un premier pas dans l'identi�cation des régimes dominants
mais ils ne sont pas complètement satisfaisants. Il est notamment impossible de séparer
la densité de �laments de la densité de points de réticulation et la connectivité de la
longueur des �laments. Une récente étude réalisée par Broedersz et al. (2011) utilise le
même principe, mais cette fois en trois dimensions. Cette étude con�rme l'existence d'une
zone de �exion non a�ne ainsi que d'une zone de traction a�ne (�g 2.9). Elle met éga-
lement en évidence une zone où le système comprend à la fois de la �exion et de la traction.

Dans ce cas le module élastique obéit à la loi :

Gmix ∼ kTa−0.9ξ−2LpL
−1.1
c (2.22)

Les paramètres déterminant les transitions de régime sont la connectivité qui représente
le nombre de brins par point de réticulation et le rapport entre la rigidité longitudinale et
transversale des �laments, autrement dit la longueur à partir de laquelle il est plus facile
de déformer un �lament en �exion plutôt qu'en traction/compression. Nous concluerons
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cette partie par un tableau récapitulatif des di�érents modèles exposés ici (table 2.1).
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Figure 2.9 � Diagramme des modes de déformation d'un réseau d'actine en fonction de la
connectivité et du rapport de la rigidité des �laments lorsqu'on les déforme en �exion et en
extension/compression. D'après Broedersz et al. (2011)



modèle De Gennes Tube élongations entropiques �exion extension/compression mixte

ref (Isambert) (McKintosh) (Joly-Duhamel) (Head) (Broedersz)

longueurs Lp << ξ Lp ∼ ξ et Lc Lp >> Lc

lien enchev/ret enchevêtré enchev/ret réticulation

origine entropie enthalpie

E/kT ∼ Ne−1ξ−3 L−1
e ξ−2 L2

pL
−3
c ξ−2 LpL

−2
c ξ−2 Lpa

−2ξ−2 a−0.9L−1.1
c ξ−2

Hypothèses Le = L
1/5
p ξ4/5 Lc = Le = L

1/5
p ξ4/5 Lc = ξ Lc 6= ξ Lc = ξ Lc 6= ξ

c c7/5 c11/5 c5/2 c c2 c c c

Table 2.1 � Récapitulatif des modèles mécaniques proposés pour les gels de �laments semi-�exibles présentés dans le chapitre 2. De haut en
bas , le nom du modèle, le rapport des longueurs caratéristiques, le type de gel, l'origine de la réponse élastique, la loi d'échelle du module de
Young divisé par l'energie thermique, l'hypothèse sur l'architecture du réseau et la dépendance à la concentration en monomères d'actine
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2.3 Expériences de mécanique sur gels d'actine reconstitués

2.3.1 Gels assemblés en solution

L'intérêt soulevé par les gels d'actine dans les années 90 a deux origines. D'une part la
mise en avant par les biologistes de la richesse de ces systèmes au travers des innombrables
rôles joués par l'actine dans la cellule. D'autre part l'actine est l'un des rares représentants
de la classe des �laments dits semi-�exibles. Ces �laments étant capables de former des
gels à faible fraction volumique ils sont un sujet d'étude à part entière de la physique des
polymères.

Une solution contenant de l'actine monomérique en assez grande concentration et dont
les conditions salines sont appropriées subit une transition sol-gel. Cela signi�e que la
viscosité augmente avec le temps et qu'une fois celle-ci stabilisée, le système présente
une réponse viscoélastique à la déformation. Cette transition est due à la polymérisation
des �laments au sein de la solution qui, bien qu'étant en fraction volumique très faible,
forment un réseau tridimensionnel allant d'un bout à l'autre de l'échantillon, conférant
ainsi au système ses propriétés élastiques.

Les gels d'actine polymérisés en solution ont été les premiers systèmes in vitro permet-
tant d'e�ectuer des mesures mécaniques sur de l'actine cellulaire. Il existe cependant une
grande di�érence entre les structures trouvées in vivo et les gels formés in vitro : les gels
dans la cellule sont denses, organisés et polarisés alors que ceux polymérisés en solution
sont peu denses, organisés aléatoirement et isotropes (Fig 2.10). Tirer des conclusions
sur la mécanique du cytosquelette d'actine à partir des mesures sur les gels en solution
n'est donc pas direct. Le but est plutôt de comprendre quelles sont les grandeurs ca-
ractéristiques du système et comment les di�érentes ABP a�ectent la morphologie et la
mécanique du réseau. L'avantage des mesures in vitro est que l'on peut contrôler �ne-
ment la composition du milieu et ainsi étudier des systèmes de complexité croissante : de
l'actine seule, de l'actine réticulée par une ABP, de l'actine réticulée par une ABP ou des
ABP en présence de moteurs moléculaires.

Figure 2.10 � Image de �uorescense à gauche (l'actine apparaît en vert) et les schémas corres-
pondants à droite. En haut un réseau de �laments d'actine se trouvant dans une cellule et en
bas un gel d'actine polymérisé in vitro. Dans la cellule on distingue le lamellipode, le lamella, les
�bres de stress et le cortex, alors que l'actine in vitro se présente comme un gel homogène. Les
barres d'échelle font 10 µm. D'après Stricker et al. (2010)
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Les deux techniques de mesures mécaniques les plus utilisées pour les gels d'actine sont
la rhéologie et la micro-rhéologie :
� Les mesures de rhéologie sont réalisées en polymérisant le gel directement dans l'entre-
fer d'un rhéomètre en géométrie cylindrique coaxial ou plan plan. On applique ensuite
une contrainte sinusoïdale de petite amplitude et on mesure la déformation (ou inver-
sement) ce qui permet de connaître le module cisaillement du matériau via la relation
τ = Gγ. On peut également s'intéresser à l'e�et de la pré-contrainte sur le module de
cisaillement en appliquant une déformation constante à laquelle on ajoutera une dé-
formation sinusoïdale de petite amplitude (on mesure alors le module de cisaillement
di�érentiel (K = dσ

dǫ
) .

� En micro-rhéologie, on �lme le mouvement brownien de particules colloïdales incor-
porées au gel avant la polymérisation. La di�usion des particules étant perturbée par
la présence des �laments environnants, il est possible en mesurant les déplacements
quadratiques moyens des particules et grâce au théorème de Stokes-Einstein généra-
lisé, de remonter au module de cisaillement et au module de perte du matériau. La
micro-rhéologie à un point utilise les �uctuations de particules individuelles et la micro-
rhéologie à deux points analyse les corrélations des �uctuations entre deux particules.
Bien que ces méthodes soient moins intrusives que la rhéologie (il n'y a pas de force
appliquée), les résultats sont souvent plus sujets à caution car le mouvement des billes
est très sensible à l'hétérogénéité locale du réseau (Schmidt et al., 2000).

Solution d'actine enchevêtrée

Les études sur la rhéologie des �laments d'actine ont débuté au milieu des années 1980.
Une controverse de plusieurs années a principalement porté sur la valeur du module élas-
tique des gels enchevêtrés. En 1998 un consensus a �nalement été atteint donnant une
valeur voisine de l'ordre de 1 Pa pour une concentration de 1 mg ·mL−1 et des fréquences
de 0,1 à 1 Hz (Xu et al., 1998).

Des expériences de rhéologie (Hinner et al., 1998) ont étudié la variation du module de
cisaillement d'un gel d'actine en fonction de la longueur et donc du degré d'enchevêtre-
ment des �laments. On peut voir en �gure 2.11.A la variation du module avec la longueur
des �laments, celui-ci augmente rapidement au-dessus d'une valeur seuil. Les auteurs de
cette étude concluent que cette augmentation est trop brutale pour être attribuée au
mode interne des polymères eux-mêmes (modèle de la chaîne idéale et polymère �exible)
et qu'il faut faire appel aux e�ets collectifs proposés par la théorie du tube et au caractère
semi-�exible des �laments pour l'expliquer (section 2.2.1). De fait, on peut voir sur la
�g 2.11.B que, comme prédit par le modèle proposé par Isambert and Maggs (1996), le
module varie bien comme la concentration en actine à la puissance 7/5.

Gardel et al. (2003) se sont également intéressés aux réseaux d'actine enchevêtrés, cette
fois avec des mesures de micro-rhéologie. Ils montrent que bien que les mesures à un point
soient très sensibles au rapport taille des particules sur taille de maille, la micro-rhéologie
à deux points est, elle, bien en accord avec les résultats de rhéologie classique. La di�érence
entre les deux méthodes vient de la nature du couplage entre les particules et les modes
d'excitation des �laments et renseigne sur les longueurs caractéristiques en jeu dans le
système. Rappelons que dans la théorie des tubes, la longueur d'onde des �uctuations des
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Figure 2.11 � A : Variation du module de cisaillement en fonction de la longueur des �laments
pour un gel polymérisé à 24 µM d'actine ; B : Variation du module de cisaillement en fonction
de la concentration en actine. D'après Hinner et al. (1998)

�laments est directement corrélée à la taille du tube prison, qui est elle-même liée à la
distance entre enchevêtrements. Lors de la déformation, c'est la diminution de la taille des
tubes et donc des longueurs d'onde accessibles aux �uctuations qui est à l'origine de la ré-
ponse élastique. La micro-rhéologie à un point n'étant sensible qu'aux �uctuations dont la
longueur d'onde est du même ordre que la taille des particules, on constate que le module
de cisaillement varie peu en fonction de la fréquence. Par contre, la micro-rhéologie à deux
points est sensible aux �uctuations des �laments sur un spectre beaucoup plus large (les
particules sont typiquement séparées d'une distance de 10 à 100 µm), le comportement
de G en fréquence est donc identique à celui mesuré en rhéologie (�g 2.12.A).

La technique de micro-rhéologie à deux points permet également de calculer le coe�cient
de Poisson en comparant les corrélations transverses et longitudinales. La valeur moyenne
est voisine de 0.5 (�g 2.12.B), les gels d'actine polymérisés en solution sont donc proches
d'un matériau incompressible. Notons que bien que cette mesure soit très bruitée, il s'agit
de la seule mesure du coe�cient de Poisson de ce matériau.
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Figure 2.12 � A : Comportement en fréquence du module de cisaillement mesuré en rhéologie
(triangle vert), micro-rhéologie à un point (carré bleu) et micro-rhéologie à deux points (cercle
rouge) ; B : Coe�cient de Poisson en fonction de la fréquence calculée à partir des mesures de
micro-rhéologie à deux points. D'après Gardel et al. (2003)
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La tenue mécanique d'un gel constitué de �laments semi-�exibles enchevêtrés est donc
bien expliquée par le modèle du tube dans lequel la limitation des �uctuations thermiques
des �laments fait suite à une diminution du volume des tubes lors de la déformation.
La di�érence de module entre la plupart des cellules et les gels enchevêtrés étant de
quatre ordres de grandeur, plusieurs équipes se sont intéressées à l'élasticité dans de gels
constitués de �laments d'actine réticulés, potentiellement plus rigides.

Gel d'actine réticulé

Gardel et al. (2004) se sont intéressés à un gel d'actine réticulé par de la scruine. Il s'agit
d'une protéine que l'on trouve dans les cellules spermatiques de Limule (Horseshoe crab).
Elle se lie au monomère d'actine et une interaction non spéci�que scruine-scruine lie les
�laments d'actine entre eux. Les liens scruine-scruine étant très rigides, ils ne contribuent
pas à la réponse élastique du gel. Cette étude s'intéresse à la variation de rigidité des
gels en fonction de la concentration en actine et du rapport R=[protéine de réticula-
tion]/[actine].

Gardel et collègues tirent les conclusions suivantes : d'une part contrairement au gel
constitué de polymères �exibles dont la rigidité varie peu avec la densité de réticulation,
l'élasticité du gel d'actine varie fortement lorsque l'on fait varier l'un de ces deux para-
mètres. Par exemple, le module de cisaillement augmente de plus de trois décades lorsque
le rapport R passe de 0.01 à 1 (G0 ∼ R2) (�g 2.13.A). D'autre part, le réseau présente
une forte rigidi�cation sous contrainte (comportement non linéaire) même pour des défor-
mations très faibles puisque le module de cisaillement di�érentiel augmente d'une décade
lorsque la précontrainte passe de 1 à 10 Pa (�g 2.13.B).
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Figure 2.13 � A : Variation du module de cisaillement di�érentiel en fonction de la pré-contrainte
pour des concentrations d'actine allant de [act] = [29.4 − 8.33] µM et R = 0.03 ; B Variation
du module de cisaillement à faible pré-contrainte en fonction de la concentration en protéine de
réticulation pour un gel polymérisé à 11.9 µM ; d'après Gardel et al. (2004).

Ces auteurs expliquent ce comportement par la nature semi-�exible des �laments qui
implique que la distance entre les points de réticulation est plus petite que la longueur
de persistance(Lc < Lp). Ainsi les �laments sont su�samment rigides pour être proches
d'une représentation en barres rigides mais pas su�samment pour que l'on puisse com-
plètement négliger les �uctuations thermiques. Ces dernières "utilisant" une partie de la
longueur des �laments, la distance à vol d'oiseau entre les points de réticulation est légè-
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rement supérieure à la longueur totale de �laments. Lorsqu'on applique une déformation
macroscopique, la distance entre les points de réticulation augmente, les �laments étant
près de leur extension totale au repos, la diminution d'entropie est très brutale ce qui
conduit à une rigidi�cation du matériau même à petite déformation. Il s'agit du modèle
des déformations a�nes proposé par Mackintosh and Janmey (1995) que nous avons vu
précédemment. Cette interprétation est con�rmée par la variation du module de cisaille-
ment en fonction de la concentration telle que G ∼ [actine]2.5 (�g 2.14).
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Figure 2.14 � Variation du module de cisaillement en fonction de la concentration en actine,
d'après Gardel et al. (2004).

On peut voir sur la �gure 2.15 que la présence de scruine dans le réseau n'entraîne pas
qu'une rigidi�cation mais également un changement d'architecture. En e�et les protéines
de réticulation se lient aux �laments pendant une durée déterminée avant de se détacher,
permettant ainsi une réorganisation du réseau. Selon la nature et la concentration de la
protéine de réticulation, les �laments d'actine sont soit répartis de manière homogène
et isotrope, soit regroupés en fagots soit dans une situation intermédiaire. Expérimenta-
lement, on constate que c'est principalement la taille de la protéine de réticulation qui
�xe la phase dans laquelle sera le gel d'actine. Celles de petite taille telle que la fascine
(Tseng et al., 2001) ou l'espine (Purdy et al., 2007) ont tendance à rapidement créer des
fagots compacts d'actine alors que les plus grandes telles que l'α-actinine (Wachsstock
et al., 1994), la �lamine ou l'aniline (Kinoshita et al., 2002) induisent un comportement
plus complexe : à faible concentration elles réticulent les �laments en réseau isotrope alors
qu'à plus haute concentration, elle mènent à des phases de fagots ou des phases mixtes
avec coexistence de fagots et d'un réseau isotrope.

A B

Figure 2.15 � Image en �uorescence de deux gels à la même concentration en actine (11.9 µM)
en absence (A) ou en présence de R=0.5 de scruine (B). D'après Gardel et al. (2004), la barre
d'échelle fait 3 µm)
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Pour s'a�ranchir des questions de morphologie du réseau, Tharmann et al. (2007) ont étu-
dié les propriétés mécaniques de gel d'actine réticulé par de l'HMM (méromyosine lourde).
Cette ABP est une partie de myosine qui, en l'absence d'ATP, réticule les chaînes sans
entraîner de mise en fagots. Ce système a l'avantage de donner accès à une large gamme
de rapports R.

Ils observent un changement de comportement du module en fréquence pour un rap-
port R=0.005 qu'ils interprètent comme la signature d'une évolution de longueur carac-
téristique du réseau. Lorsque la densité de points de réticulation augmente, la réponse
mécanique n'est plus liée au con�nement spatial des �laments par leur tube (Le) mais à
l'étirement des ondulations thermiques des �laments comme proposé par le modèle d'élon-
gation entropique (Lc). Comme pour l'étude de Gardel et al. (2004) le module présente
une variation proche de c11/5.

En suivant l'évolution du module avec R, les auteurs constatent une variation en loi
d'échelle telle que G0 ∼ R1.2. Pour R>0.3, ils observent une saturation du module qu'ils
expliquent par le fait que Lc ne peut pas être plus petite que Le ; lorsque tous les �laments
proches l'un de l'autre sont liés ensemble, l'ajout de protéines de réticulation ne modi�e
plus la réponse mécanique.

Le comportement non linéaire du matériau est moins évident à interpréter. En e�et on
peut voir sur la �gure 2.16 que dans le régime de rigidi�cation, la pente des courbes G en
fonction de la déformation varie selon R . L'absence de comportement universel n'est pas
éclaircie. Deux explications ont été proposées : un décrochage des protéines de réticulation
dû à une traction trop forte sur les �laments ou à un changement de mode de déformation
graduelle avec la pré-contrainte (Tharmann et al., 2007).
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Figure 2.16 � Variation du module di�érentiel en fonction de la déformation, de noir à bordeaux
R=[0.0015, 0.0075, 0.038, 0.071,0.14] ; d'après (Tharmann et al., 2007).
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L'autre côté du spectre des morphologies de réseau a été étudié par Lieleg et al. (2007)
qui se sont intéressés à la réponse mécanique d'un réseau d'actine dans lequel tous les
�laments sont mis en fagots par une protéine que l'on trouve dans les �lipodes : la fascine.
Pour R<0.01 l'absence de fagots se traduit par un module qui varie comme c1.3, ce qui est
cohérent avec les résultats pour un gel enchevêtré. Lorsque R passe de 0.01 à 0.5, le dia-
mètre moyen des fagots augmente de 6 à 90 nm et le module de cisaillement varie comme
c2.4. Bien que cette valeur soit proche du modèle proposé par Mackintosh and Janmey
(1995), les éléments structuraux de ce système ne correspondent pas aux hypothèses du
ressort entropique. En e�et le module de �exion d'une barre dépend de son rayon à la
puissance 4, la mise en fagots se traduit donc par une rigidi�cation très importante des
constituants réduisant drastiquement leurs �uctuations thermiques. Ce raisonnement est
en accord avec la comparaison de �laments test �uorescents dans les systèmes (actine +
HMM) et actine + fascine (�g 2.17.A). Les auteurs expliquent la loi d'échelle du module
en fonction de la concentration en actine par un nouveau modèle de "nona�ne �oppy
mode model" (Heussinger and Frey, 2006) qui correspond à une déformation des fagots
en �exion. Expérimentalement ce mode de déformation s'accompagne d'une diminution
du comportement non linéaire du gel (�g 2.17.B).
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Figure 2.17 � A : Image de �laments �uorescents au sein d'un réseau contenant de la fascine ;
B : Image de �laments �uorescents au sein d'un réseau contenant de l'HMM, d'après Tharmann
et al. (2007) ; C : Variation du module di�érentiel en fonction de la déformation pour des gels
contenant 0.4 mg/mL d'actine et une quantité croissante de fascine, de jaune à bleu R=[0.02,
0.05, 0.1, 0.2,0.5], d'après Lieleg et al. (2007).

Les trois systèmes que nous venons de mentionner atteignent typiquement un module de
cisaillement de l'ordre de 100 Pa lorsqu'ils sont soumis à une forte pré-contrainte et en
présence d'une forte concentration en protéines de réticulation, ce qui est encore un ordre
de grandeur en dessous des valeurs mesurées in vivo. Gardel et al. (2006) ont étudié un
système contenant de la �lamine, qui lui atteint un module di�érentiel de 600 Pa lorsque la
pré-contrainte est de 2000 Pa. La �lamine est la protéine de réticulation la plus présente
dans le cortex cellulaire. Sa grande �exibilité lui permet de promouvoir la jonction de
�laments quelle que soit leur orientation. La grande rigidité des réseaux actine + �lamine
est attribuée à l'e�et cumulé de la perte d'entropie par les �laments et par les protéines
de réticulation lors de l'application de la pré-contrainte.
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Visco-élasticité

Le module de perte (G") d'un gel d'actine enchevêtré est un ordre de grandeur plus petit
que le module de cisaillement et a la même dépendance en fréquence (�g 2.18.B). La pré-
sence de protéines de réticulation modi�e ce comportement, notamment selon la vitesse
d'attachement et de détachement des protéines de réticulation.Wachsstock et al. (1994)
ont étudié un gel réticulé par la liaison biotine/avidine. Dans ce système, un certain pour-
centage de monomères sont préalablement attachés de manière covalente à une biotine et
l'introduction d'avidine (ou de streptavidine) après la formation du réseau lie les biotines
su�samment proches l'une de l'autre. Les �laments étant à présent attachés les uns aux
autres, ils ne peuvent plus se déplacer, ce qui empêche tout réarrangement du réseau lors
de la mise sous contrainte. Macroscopiquement, la réponse visqueuse de ces gels disparaît,
ils se comportent comme un solide élastique quelle que soit la fréquence (la contrainte et
la déformation sont alors en phase) (�g 2.18.A).

Pour les protéines de réticulation dont l'attachement est transitoire, le comportement
est plus complexe. A haute fréquence la présence de protéines de réticulation diminue
le module de perte et le comportement du gel se rapproche de celui de gel réticulé de
manière permanente. En e�et sur l'échelle de temps de la sollicitation, les protéines de
réticulation n'ont pas le temps de se décrocher. A basse fréquence, le temps de vie de la
liaison entre en jeu. Lors de la mise sous contrainte, le décrochage d'un lien permet le
réarrangement des �laments et donc une relaxation des contraintes locales, qui conduit
à une augmentation de la dissipation visqueuse (�g 2.18.B). La fréquence de coupure
peut être liée aux constantes d'a�nité de la protéine de réticulation (Wachsstock et al.,
1993). Ces études montrent que c'est bien le mouvement de �laments via la théorie de la
reptation qui est à l'origine de la réponse visqueuse des gels d'actine.
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Figure 2.18 � A : variation du déphasage en fonction de la fréquence pour un gel d'actine
polymérisé à 15 µM d'actine comprenant 2% d'actine biotinylée (carré) et pour un gel contenant
2% d'actine biotinylée et de l'avidine, d'après Wachsstock et al. (1994) ; B : Comparaison des
modules d'un gel d'actine enchevêtré (Gardel et al., 2006) et d'un gel d'actine réticulé par de
l'HMM (Tharmann et al., 2007)
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Gel "actif"

On parle de gel actif lorsque celui-ci se trouve hors équilibre thermodynamique, c'est-
à-dire lorsqu'il y a consommation d'énergie sous forme d'ATP. Par exemple c'est le cas
en présence d'un moteur moléculaire, la myosine II, qui est constituée d'un corps et de
plusieurs têtes capables de se lier au �lament d'actine. En l'absence d'ATP, les têtes sont
liées au �lament et la myosine joue le rôle de protéine de réticulation. Par contre en
présence d'ATP, l'hydrolyse fournit l'énergie pour que les têtes se déplacent et génèrent
une force. Si les têtes sont liées à un seul �lament, la myosine se déplace le long de
celui-ci, mais si elles sont liées à deux �laments dont la position dans l'espace est �xée par
des protéines de réticulation, il en résulte une mise en tension de ces �laments (�g 2.19.A).

De cette mise en tension résulte une diminution de la longueur de �lament diponible pour
la �uctuation thermique : la myosine crée des contraintes internes qui vont avoir le même
e�et que la pré-contrainte externe sur la rigidité d'un gel (�g 2.19.B) (Koenderink et al.,
2009; Mizuno et al., 2007)).
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Figure 2.19 � A : Schéma de l'action de la myosine II sur un réseau réticulé d'actine ; B : Com-
paraison de l'e�et de la pré-contrainte sur un réseau d'actine réticulé avec et sans Myosine+ATP ;
D'après Koenderink et al. (2009)

Il pourrait s'agir d'un des mécanismes qui permet à la cellule de modi�er dynamiquement
son élasticité sans varier ni la composition ni la concentration de son cortex. Une aug-
mentation de la concentration en ATP rend les moteurs plus actifs, ce qui génère plus de
contraintes internes dans le cortex : celui-ci ayant des propriétés de non linéaire fortes, la
cellule se rigidi�e.
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2.3.2 Réseaux assemblés à partir d'une surface

L'identi�cation à la �n des années 90 du système protéique minimum permettant la re-
constitution in vitro du gel d'actine présent dans le lamellipode a permis le développement
de nouveaux systèmes expérimentaux. Le milieu de motilité reconstitué inclut cinq pro-
téines et permet de polymériser un gel non plus en solution mais à partir d'une surface
(plus de détails seront donnés sur ce système dans la section 3.1.2). Il ne s'agit pas ici
d'étudier l'action d'une ABP sur la mécanique d'un réseau d'actine mais d'étudier la mé-
canique d'un gel d'actine construit par l'action synergique de plusieurs protéines. Ces gels
sont denses et organisés contrairement aux gels d'actine polymérisés en solution. Cette
organisation est principalement due à la présence de la protéine Arp2/3 qui nuclée des
nouveaux �laments et forme des branches à 70◦ dans tout le réseau, aboutissant à une
architecture dendritique.

Deux montages expérimentaux ont permis de s'intéresser à la mécanique de ces gels :
dans chacun, on impose une force à un gel d'actine dense et branché en cours de poly-
mérisation depuis une surface de quelques dizaines de micromètres carrés. Parekh et al.
(2005) polymérisent le gel sur le levier d'un AFM (�g 2.20.C et D) dont ils contrôlent la
�exion et la position par rapport au substrat. Marcy et al. (2004) forment une comète
d'actine derrière une particule collodiale collée à une pointe �exible de rigidité connue. Ils
déforment ensuite la comète en imposant une force avec un système d'aspiration par mi-
cropipette (�g 2.20.A et B). Parekh et al. (2005) ont utilisé un extrait de milieu cellulaire
pour polymériser leur gel et Marcy et al. (2004) un milieu de motilité reconstitué.
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Figure 2.20 � A : Schéma de l'expérience de Marcy et al. (2004). Le déplacement imposé à la
pipette génère une force F sur le gel d'actine détecté grâce à la dé�ection d'une pointe �exible
de rigidité connue ; B : Image en fond clair. Barre : 5 µm ; C : Schéma de l'expérience de Parekh
et al. (2005). La vitesse de croissance et la force générée par la croissance du réseau d'actine sont
mesurées à l'aide d'un levier AFM ; D : Image en fond clair. Barre : 10 µm.
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In vivo les réseaux formés par le complexe Arp2/3 étant impliqués dans la génération
de force (déplacement du lamellipode (Friedl and Wolf, 2003) et propulsion de vésicules
(Merri�eld et al., 1999) ou de bactéries (Cameron et al., 2000) dans le cytoplasme), ces
équipes ont étudié la relation entre la force appliquée au gel et sa vitesse de croissance.
Ces expériences permettent de tester la relation force-vitesse prédite par les modèles de
génération de force d'un gel d'actine dendritique au contact d'une paroi comme le brow-
nian ratchet model (Mogilner and Oster, 2003) ou la nucléation autocatalytique (Carlsson,
2003).

Le montage sur AFM a également permis de s'intéresser aux propriétés mécaniques des
gels d'actine polymérisés par la machinerie Arp2/3. En e�et le montage sur micropipette
étant principalement conçu pour étudier la relation force-vitesse Marcy et al. (2004) n'ont
mesuré que le module élastique des gels. Chaudhuri et al. (2007) ont mesuré le module
en appliquant une brève oscillation en force grâce au levier de l'AFM et en mesurant la
déformation en phase. Ils calculent ensuite le module élastique comme la partie réelle du
rapport de la contrainte sur la déformation et le module de perte comme sa partie ima-
ginaire. En connaissant la distance entre le levier et le substrat grâce à un second levier
d'AFM, ils contrôlent la pré-contrainte.

Comme pour les expériences de rhéologie, les auteurs se sont intéressés au comportement
viscoélastique du gel (entre 0.1 et 10 Hz) et son comportement non linéaire (en appliquant
une pré-contrainte au gel). Ces expériences étant complexes à réaliser, seuls douze gels
ont été polymérisés, ce qui explique de larges écarts types :
� Le module E de Young mesuré à faible pré-contrainte est de 985±655 Pa, il varie faible-
ment en fréquence (E ∼ f 0.13) (�g 2.21.A). Cette valeur est en accord avec celle estimée
par Marcy et al. (2004) de 3.7 kPa. On peut noter que sans protéines de réticulation
(autres que Arp2/3) les gels polymérisés par ce système sont mille fois plus rigides que
les gels enchevêtrés et dix à cent fois plus rigides que les gels réticulés. Il est tout à fait
remarquable que sans pré-contrainte, la valeur du module de Young de ces gels soit du
même ordre que la rigidité de certains types cellulaires.

� Le module de perte E" est bien inférieur au module élastique sur la gamme des basses
fréquences (�g 2.21.A).

� Un comportement non linéaire unique a été observé : après un court régime linéaire, le
module augmente (d'un facteur trois et demi sur la courbe reproduite en �gure 2.21.B)
quand la précontrainte augmente d'un facteur 10, puis suit une phase de décroissance :
on assiste un assouplissement(�g 2.21.B). Le plus surprenant est que lors de la décharge,
l'hystérisis est très faible ce qui écarte tout dommage fait au matériau (rupture de �la-
ment, glissement du gel) par la pré-contrainte.

La rigidi�cation sous contrainte est observée pour des réseaux réticulés d'actine polymé-
risée en solution (voir partie précédente) même si ici, l'amplitude de cet e�et non linéaire
est plus faible. La phase d'amollissement réversible n'avait par contre jamais été rappor-
tée. Les auteurs l'attribuent au �ambage microscopique des �laments. Le �ambage est
une instabilité mécanique de structure initialement étudiée par Euler. Elle concerne une
poutre soumise à un e�ort normal de compression qui, une fois une contrainte critique
atteinte, �échit subitement en se déformant dans une direction perpendiculaire à l'axe
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Figure 2.21 � A : Variation du module de Young et du module de perte en fonction de la fré-
quence de sondage. B : Exemple de variation du module de Young mesuré à 5Hz en fonction de la
pré-contrainte. C : Histogramme des valeurs de contraintes au début de la phase d'amollissement

de compression, perdant ainsi toute rigidité longitudinale. L'idée est qu'après une phase
de déformation a�ne, les �laments supportant la plus grande compression �ambent : le
nombre de �laments qui s'opposent à la déformation du matériau étant plus petit, le
module de Young décroît. Le �ambage étant réversible, les �laments vont de nouveau
présenter une rigidité �nie après la décompression d'où la faible hystérésis (�g 2.22). On
peut également interpréter cette transition comme le passage d'une élasticité d'élongation
(entropique ou enthalpique) à une élasticité de �exion enthalpique lorsque la contrainte
augmente.

régime linéaire

 σ=0
1 durcissement

σ<σc

2 E=Emax

σ=σc

3 assouplissement

σ>>σc

4

Figure 2.22 � Schéma du comportement non linéaire des gels d'actine denses : le matériau se
déforme de manière a�ne à faible contrainte(1), le durcissement a comme origine une restriction
des �uctuations thermiques des �laments (2), après une certaine contrainte les �laments soumis
à la plus grande compression �ambent et présentent une rigidité nulle (3 et 4), d'après Chaudhuri
et al. (2007).

Dans ce chapitre, nous avons présenté les longueurs caractéristiques microscopiques des
polymères et mis en évidence le rôle central joué par le rapport des longueurs Lc/Lp dans
la pertinence des modèles théoriques. Les principaux résultats concernant les �laments
semi-�exibles sont résumés dans le tableau 2.1. Nous avons vu que pour les réseaux ayant
Lc/Lp ∼ 1, les modèles proposés fonctionnent bien : le modèle du tube pour les gels
enchevêtrés et le modèle d'élongation entropique pour les gels réticulés. Pour �nir, nous
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avons vu que des modèles avaient été proposés pour les gels denses et branchés, mais que
peu d'expériences avaient été menées à leur sujet. C'est dans ce contexte que se place
notre étude, dont nous allons détailler les aspects expérimentaux.
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Chapitre 3

Aspects expérimentaux

3.1 Principe général de l'expérience

Notre dispositif expérimental permet de mesurer les propriétés mécaniques de gels d'actine
reconstitués in vitro dont l'architecture dendritique est similaire à celle des gels présents
dans le lamellipode des cellules. La croissance du gel in vitro est rendue possible grâce
à un jeu de cinq protéines : Arp2/3, gelsoline, co�line, VCA et actine. Nous stabilisons
ensuite ce gel par l'ajout de la drogue phalloidine. Ce système permet l'étude de gels
beaucoup plus denses que ceux polymérisés en solution car ici la polymérisation s'e�ectue
au contact d'une surface ayant au préalable été couverte du fragment de protéine activa-
teur d'Arp2/3, VCA.

Dans notre dispositif expérimental, la surface utilisée est celle de particules colloïdales
dites superparamagnétiques, qui acquiert un moment magnétique dipolaire important en
présence d'un champ magnétique. Ainsi, lorsque deux particules se trouvent su�samment
proches l'une de l'autre, le couplage dipolaire entraîne l'apparition d'une force attractive
qui mène à l'organisation des billes en chaînes alignées avec le champ. (�g 3.1)

Figure 3.1 � Chaine de colloïde magnétique, échelle 4 µm

Connaissant le champ magnétique et la distance entre le centre des billes, il est possible
de calculer la force attractive entre chaque paire de particules dans la chaine. Lorsqu'un
gel d'actine se trouve entre deux billes, la force magnétique attractive est compensée par
la force élastique issue de la déformation du gel Fmag = −Fel. La force élastique est liée
à la contrainte mécanique σ dans le matériau tel que σ = Fel/Scontact = Eǫ ou E est le
module de Young du matériau, Scontact la surface de contact entre le gel d'actine et la
particule colloïdale qui lui fait face et ǫ la déformation du gel. On remonte aux propriétés
mécaniques du gel grâce à :

Eactine =
−Fmag

Scontact

ǫ−1

53
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Comme le contact se fait entre deux sphères, Scontact varie pendant la déformation, nous
utilisons le modèle de Hertz pour déterminer E (section 3.6). Pour diminuer le bruit de me-
sure, nous e�ectuons une rampe de compression-décompression des gels en imposant une
rampe de champ magnétique su�samment lente pour que l'équilibre Fmagn + Fmeca = 0
soit respecté à chaque instant de la rampe. Chaque paire de particules séparées par un gel
d'actine étant analysée indépendamment les unes des autres, on obtient un grand nombre
de mesures d'élasticité.

Nous allons maintenant nous intéresser aux di�érents aspects de notre montage expéri-
mental. Nous commencerons par décrire le milieu reconstitué permettant de polymériser
un gel d'actine branché in vitro avant de nous tourner vers la description de notre "machine
de force". Nous aborderons ses di�érents aspects : les colloïdes superparamagnétiques, la
génération du champ magnétique et le traitement d'image. Nous terminerons par une
description du modèle de Hertz corrigé que nous avons utilisé pour extraire le module de
Young et l'épaisseur des gels à partir des courbes force-déplacement.

3.2 Assemblage in vitro d'un réseau branché d'actine

Intéressons-nous de plus près au système biochimique permettant la reconstitution in
vitro d'un gel d'actine dendritique. Ce système, appelé machinerie Arp2/3, nécessite un
ensemble de cinq protéines. Nous allons maintenant nous intéresser au cheminement qui
a permis sa découverte dans les années 90, avant de décrire les protéines présentes dans
notre milieu reconstitué.

3.2.1 Historique

Comète d'actine chez la bactérie

La compréhension des mécanismes permettant la formation du gel d'actine dans le la-
mellipode a été rendue possible grâce à l'étude du déplacement de la bactérie Listeria
monocytogenes. En e�et, après s'être introduite dans l'organisme par voie intestinale
(Schlech et al., 1983) cette bactérie est internalisée par les cellules grâce à l'expression
d'un jeu de protéines dont notamment l'internaline (Mengaud et al., 1996; Lecuit et al.,
1997). Une fois dans le cytoplasme, elle forme une comète faite d'actine qui lui permet de
se propulser et de passer de cellule en cellule en échappant ainsi au système immunitaire
qui, lui, se trouve dans le milieu extracellulaire.

L'idée que le gel du lamellipode et celui constituant la comète formée par cette bactérie
ont la même nature à fait son apparition à la �n des années 80 ; d'une part les images
en microscopie électronique montraient des gels denses composés de �laments d'actine
non parallèles les uns aux autres (�g 3.2), et d'autre part dans ces deux systèmes, il y a
génération d'une force sans intervention de myosine (Tilney and Portnoy, 1989).
Le choix d'utiliser la comète plutôt que le lamellipode comme système modèle pour la
recherche des acteurs protéiques impliqués repose sur une raison simple. Le gel d'actine
se trouve à l'extérieur de la bactérie alors qu'il se trouve à l'intérieur de la cellule en
migration, ce qui rend les modi�cations biochimiques et l'imagerie plus complexes voire
impossibles (Cameron et al., 2000).
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Figure 3.2 � Image en microscopie électronique de �laments d'actine d'un lamellipode, échelle :
100 nm.

La première étape a consisté à comprendre comment la bactérie arrivait à détourner
l'actine cellulaire pour former une comète. Autrement dit, quelle protéine lui permet de
localiser la polymérisation des �laments d'actine à sa surface et ainsi de se déplacer ?
Cameron et al. (1999) ont identi�é la protéine membranaire ActA, connue pour être un
activateur d'Arp2/3 (Welch et al., 1998), comme nécessaire et su�sante pour induire la
formation d'une comète. Pour ce faire, ils ont gre�é ActA sur des particules colloïdales
avant de les mélanger à un extrait cellulaire d'÷uf de Xenopus laevis. Après quelques
minutes, ils ont pu constater la formation d'un gel autour des billes puis, dans certaines
conditions, la brisure de symétrie de ce gel et la mise en mouvement d'une bille propulsée
par une comète d'actine (Cameron et al., 1999) .

Identi�cation des protéines essentielles de la machinerie Arp2/3

L'étape suivante a concerné l'identi�cation du jeu minimum de protéines nécessaires à la
bactérie pour former une comète dans un milieu reconstitué. En e�et, bien que le mélange
de Listéria, d'actine-F et d'Arp2/3 entraîne la polymérisation d'actine à la surface des
bactéries, il n'aboutit pas à la formation de comètes (Welch, 1997). Loisel et al. (1999)
ont montré qu'en plus d'Arp2/3, d'actine-F et d'un activateur, il est nécessaire d'ajouter
de la co�line et une protéine de coi�e pour augmenter la concentration de monomères dis-
ponibles pour polymériser les gels (Loisel et al., 1999). En e�et la co�line et la protéine de
coi�e modi�ent les concentrations critiques, ce qui déplace l'équililibre [actine-G]⇔[actine-
F] permettant ainsi d'augmenter d'un facteur 100 la concentration d'actine-G en solution.
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On peut voir sur la �gure 3.3 que cette augmentation est due à une action synergique de ces
deux protéines : d'une part la co�line se lie aux �laments présents en solution et accélére
leur dépolymérisation, d'où une augmentation du taux de dissociation des monomères
d'actine et de la concentration critique du bout pointu (Cp

c ). D'autre part la protéine de
coi�e se lie au bout barbé des �laments en solution et empêche la polymérisation de cette
extrémité, d'où une diminution du taux d'association des sous unités au bout barbé en
fonction de la concentration (Carlier and Pantaloni, 1997). La concentration d'équilibre
(steady state) est la concentration à laquelle la vitesse de polymérisation du bout barbé
est égale à la vitesse de dépolymérisation du bout pointu, ce qui est illustré par les �èches
en pointillé dans la �gure 3.3.
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Figure 3.3 � Action de la co�line et de la protéine de coi�e sur [actine-G] d'après Carlier
and Pantaloni (1997). A l'équilibre la concentration en actine monomérique dans la solution est
celle pour laquelle les �èches en pointillés sont de longueur égale (car dans ce cas la vitesse de
polymérisation du bout barbé est égale à la vitesse de dépolymérisation du bout pointu).

Etudes biophysiques des gels reconstitués

Ce système expérimental, dont on peut contrôler �nement la composition, permet la for-
mation de gel ayant une concentration en actine comparable aux valeurs trouvées dans
le lamellipode, de l'ordre de la [0.1-1] mM (Abraham et al., 1999) et a permis des études
quantitatives sur les gels d'actine denses et branchés. Les premières études consistaient
à reproduire un mouvement de comète avec des billes sur lesquelles était gre�é un ac-
tivateur tel ActA, placées dans un milieu de motilité reconstitué. Les problématiques
portaient notamment sur le lien qui existe entre des paramètres physiques comme la den-
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sité de gre�age, le rayon des billes, la concentration en ABP, la présence de protéines de
réticulation et la vitesse de déplacement des billes, les conditions de brisure de symétrie ou
les mécanismes de génération de force (Bernheim-Groswasser et al., 2002; Wiesner et al.,
2003; Van der Gucht et al., 2005).

Bernheim-Groswasser et al. (2002) ont ainsi montré que la vitesse moyenne des billes cou-
vertes d'activateurs d'Arp2/3 dans un milieu reconstitué était inversement proportionnelle
au rayon des billes (Bernheim-Groswasser et al., 2002). Le temps qui sépare le début de
la polymérisation de la brisure de symétrie est proportionnel à la taille des billes. Van der
Gucht et al. (2005) ont réalisé une étude systématique de la vitesse des billes et du temps
de polymérisation en fonction de la concentration des di�érentes protéines du milieu de
motilité reconstitué. Ils ont mis en évidence un optimum de vitesse et de temps de brisure
pour certaines concentrations d'Arp2/3 et de gelsoline.

Noireaux et al. (2000) se sont intéressés aux contraintes générées dans le gel d'actine lors
de sa croissance. Nous détaillons brièvement ci-dessous leurs calculs, car ils nous serviront
à estimer les contraintes internes dans nos expériences (section 4.3.1).

L'activateur d'Arp2/3 se trouvant à la surface de la bille, c'est là que le gel est créé avant
d'être poussé vers l'extérieur par une nouvelle couche de gel en cours de polymérisation.
Une couronne de rayon initial r(0) = Rbille et de périmètre d(0) = 2πRb. aura un péri-
mètre d(∆t) = 2π(Rb + dR) après ∆t.

La déformation de la couronne est alors :

ǫ =
(d(t)− d(0))

d(0)
=

dR
Rb

Pour une couche située à une distance r de la bille, avec E le module de Young du gel, la
contrainte tangentielle peut donc s'écrire :

σtt(r, t) =
dR
Rb

E

En utilisant l'équation d'équilibre mécanique en coordonnées sphériques et sachant que
la contrainte radiale est nulle pour la couche extérieure située à une distance re du centre
de la bille, on peut calculer la contrainte radiale pour une couche située à une distance r
de la bille :

σrr(r) = 2E

[

R2
e

r2

(

Re

Rb

− 1

2

)

− 1

Rb

+
1

2

]

La couche extérieure est donc soumise à une contrainte tangentielle maximale et à une
contrainte radiale nulle tandis que la couche au contact de la bille est soumise à une
contrainte tangentielle nulle et à une contrainte radiale maximale, issue de la pression ap-
pliquée par les couches extérieures qui souhaitent revenir à leur extension initiale (�g 3.4).

Lorsque la contrainte tangentielle atteint une valeur critique appelée contrainte de rupture,
une brisure dans le gel conduit à la perte de symétrie nécessaire à formation de la comète
(Van der Gucht et al., 2005).
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Figure 3.4 � A : Dé�nition des notations ; B : Evolution des contraintes tangentielles et radiales
en fonction de r à deux temps di�érents t1(bleu)<t2(rouge)

3.2.2 Modèle de la machinerie Arp2/3

Intéressons-nous maintenant plus spéci�quement aux cinq protéines utilisées dans notre
milieu reconstitué : Arp2/3, gelsoline, co�line, VCA et actine.

Pour ce faire, étudions les étapes de croissance d'un �lament appartenant à un réseau
dendritique. Le modèle présenté est issu du " dendritic-nucleation/array-treadmilling mo-
del " (Pollard and Borisy, 2003) et les étapes se réfèrent à la �gure 3.5.

La première étape est la formation du noyau de �lament à proximité de la surface de
croissance. Dans un système sans Arp2/3, le trimère initial est thermodynamiquement
instable et c'est le passage de cette barrière de potentiel qui fait de la nucléation des
�laments l'étape limitante lors de la formation d'un gel d'actine. Le système Arp2/3 et
VCA contournent cette limitation en créant de novo des noyaux à proximité immédiate
de la surface des particules colloïdales. C'est la restriction de la formation du gel à une
surface 2D qui permet de polymériser un gel beaucoup plus concentré en actine que la
solution mère.

La nucléation d'un �lament fait suite à l'activation de Arp2/3 par VCA, un fragment
de la protéine N-WASP. In vivo N-WASP est auto-inhibée à l'état neutre et change de
conformation après son activation par PIP2 et Cdc42, elle expose alors son extrémité
C terminale qui comprend le fragment VCA (Higgs et al., 1999). Dans notre montage
nous utilisons directement le fragment VCA. VCA est l'abréviation de V pour Verprolin
homology domain, A pour le domaine Acidic domain et C pour Co�lin homology sequence.
Le domaine V se lie à un monomère d'actine, le domaine A à Arp2/3 et la partie centrale
aide à la liaison entre eux. Arp2/3 ("Actine Related Proteine 2 and 3") est un complexe
protéique de 220 kDa composé de sept sous-unités (Robinson et al., 2001), dont certaines
présentent une forte similitude avec l'actine.
L'activation d'Arp2/3 par le domaine VCA entraîne la �xation d'Arp2/3 sur un �lament
pré-existant et la nucléation d'une nouvelle branche où les monomères d'actine vont venir
se �xer (étape 2)(Pollard and Borisy, 2003).
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Figure 3.5 � Etape de croissance d'un �lament dans un réseau dendritique d'après Pollard and
Borisy (2003)

Une fois la nouvelle branche formée, celle-ci s'allonge par addition de monomères au bout
barbé jusqu'à ce que cette extrémité soit couverte par une gelsoline (étape 3). La gelsoline
est une protéine de 82 kDa, elle est sensible à la concentration en calcium et a principa-
lement été utilisée pour ses propriétés de coi�e mais également pour sa capacité à couper
les �laments (severing).

En présence d'ions Ca2+, la gelsoline se lie avec deux monomères d'actine libre et forme
un complexe très stable (GA2). C'est ce dernier qui bloque la polymérisation du �lament
lorsqu'il se �xe sur son extrémité barbée. L'a�nité de gelsoline pour A2 est si forte que si
le complexe n'est pas formé (temps trop court ou [ActG] trop faible) la gelsoline se �xe
directement sur le côté d'un �lament préexistant, le rompt et couvre l'extrémité barbée
nouvellement créée, d'ou l'utilisation de cette protéine pour contrôler la longueur des
�laments dans les expériences de rhéologie (Hinner et al., 1998). La grande stabilité du
complexe GA2 a également récemment permis d'utiliser la gelsoline comme nucléateur de
�laments croissant par le bout pointu (Brangbour et al., 2011).(Burtnick et al., 1997; Sun
et al., 1999)
Une fois coi�é, le �lament s'éloigne de la surface, repoussé par la croissance des nouveaux
�laments (étape 4).

La stabilité des branches dans un gel d'actine branché est une question ouverte. Les ex-
périences de microscopie sur des �laments individuels ont montré une durée de demi-vie
variant entre 500s (Blanchoin et al., 2000) soit comparable aux temps de croissance de
nos gels, et plus d'une heure (Gandhi et al., 2010). Il est possible que la limitation des
�uctuations des �laments dans un gel augmente la durée de vie des branches. En tout
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état de cause, une fois les �laments stabilisés par la phalloïdine, le branchement est stable
pour plusieurs heures (Blanchoin et al., 2000). Nous reparlerons dans les perspectives de la
possibilité d'ajouter une ABP induisant spéci�quement le débranchement (Gandhi et al.,
2010) après la croissance de nos gels.

Bien qu'elle n'intervienne pas directement dans la formation du réseau, revenons sur l'in-
teraction entre la co�line et un �lament d'actine (étape 5). L'ADF-co�line, ADF pour
"Actine Depolymerisation Factor" se �xe sur un �lament préexistant et modi�e locale-
ment la rotation des deux proto�laments l'un autour de l'autre, rendant ainsi l'assemblage
beaucoup plus souple (McCullough et al., 2008). Suarez et al. (2011) ont observé des �la-
ments individuels et de la co�line �uorescente en TIRF. Ils ont remarqué que les points
de rupture se trouvaient dans les zones étroites non décorées par la co�line comprises
entre deux zones largement décorées. Leur interprétation est que les portions de �laments
décorées étant plus souples, ils sont plus sensibles à l'agitation thermique ; la partie inter-
médiaire est, elle, plus rigide et concentre les contraintes jusqu'à la rupture.

Protocole expérimental

Après nous être intéressés à la vie et à la mort d'un �lament dans un réseau dendritique,
nous allons maintenant présenter les di�érentes étapes permettant la polymérisation et la
stabilisation du gel autour des particules colloïdales dans notre dispositif expérimental.

Gre�age de l'activateur
La première étape consiste à gre�er l'activateur d'Arp2/3 à la surface des billes. Dans notre
système ce gre�age est réalisé par adhésion non spéci�que. Les billes que nous utilisons ont
des groupements époxy à leur surface, ce traitement de surface ayant été développé pour
l'adhésion des protéines le gre�age fonctionne bien. VCA risquant de perdre sa structure
3D et donc son activité une fois collé à une surface, nous utilisons VCA lié à GST (Gluta-
thione S-Transferase). GST est un tag (une poignée en français) très courant en biologie.
Dans notre système il n'est pas utilisé pour sa fonction mais comme une ancre pour gre�er
VCA sur la bille par adhésion non-spéci�que. En e�et au cours du gre�age, GST étant
plus gros que VCA, la probabilité que l'adhésion se déroule côté GST est plus importante.

Pour s'assurer que la surface des billes est bien saturée en VCA, la concentration en pro-
téine est de 23 µM. En e�et VCA a un rayon de l'ordre du nanomètre et la surface totale
de particule colloïdale est de l'ordre de 50 mm2, une saturation des billes en VCA re-
quiert donc 100 pmol. La concentration de 23 µM représente une quantité totale de VCA
de 1 nmol soit dix fois la quantité requise. Après le gre�age de VCA, les particules sont
incubées pendant 15mn dans de la BSA (bovine serum albumine) à 1% pour passiver les
surfaces non couvertes par VCA-GST. Après rincage, les billes sont conservées sur glace
pendant 72h maximum.

Composition du mélange de croissance
Le mélange contenant toutes les protéines nécessaires à la polymérisation des gels est pré-
paré en parallèle des particules. Pour des raisons de conservation, l'actine-G est stockée
liée au cation Ca2+. Pour la faire polymériser en solution, on échange le Ca2+ pour Mg2+

grâce à un chélatant du Ca2+ (de l'EGTA) et du MgCl2. A ce stade, la concentration
en actine-G est donnée par la concentration d'équilibre de l'actine en l'absence d'autres
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protéines, la majeure partie des monomères est donc sous forme �lamenteuse. Par ailleurs,
la proportion de monomères liés au �uorophore alexa 488 (fréquence d'excitation 499 nm,
fréquence d'émission 519 nm) est �xée à 5%.

On ajoute ensuite l'actine polymérisée en solution au mélange de croissance tel que la
concentration totale en actine (G+F) soit de 6.8 µM. Le milieu de croissance contient
par ailleurs toute les protéines nécessaires à la formation du gel sauf VCA : Arp2/3([10-
400] nM), gelsoline ([20-250] nM) et co�line (6.8 µM). Le milieu de croissance contient
également de l'ATP (1.8 mM) qui sert de réserve d'énergie lors de la polymérisation.
Arp2/3, gelsoline, co�line et VCA ont été achetés à la société Cytoskeleton. L'actine nous
a été fournie par le groupe de Marie-France Carlier du laboratoire d'enzymologie et de
biochimie structurales de Gif sur Yvette. Les concentrations des di�érents tampons sont
données en annexe B.

Croissance du gel
On laisse le mélange de croissance se stabiliser (10min) avant d'ajouter les billes gre�ées
de VCA-GST. La croissance commence immédiatement après le mélange.

L'épaisseur des gels dépend, entre autres, du temps de croissance. Il s'agit d'un para-
mètre critique d'un point de vue mécanique puisqu'elle doit être su�samment importante
de manière à respecter certains critères de déformation maximale lors des mesures méca-
niques (section 3.6.2). Cependant le temps de croissance ne doit pas être trop long, sous
peine que les gels ne se brisent. La vitesse de croissance étant également fonction de la
concentration en Arp2/3 et en gelsoline, les temps de croissance ont été ajustés de quatre
à quinze minutes selon les compositions des milieux reconstitués (section 4.1.2).

A l'issue de ce délai, nous "�xons" les gels en diluant dix fois le milieu de croissance
dans un tampon contenant 20 µM de phalloïdine. La dilution par dix su�t à stopper la
polymérisation puisqu'elle divise la concentration de toutes les protéines du milieu, tandis
que la dépolymérisation est empêchée par la phalloïdine. La phalloïdine est une drogue
(provenant d'un champignon, l'amanite phalloïde) qui se �xe entre deux monomères d'ac-
tine avec une très forte a�nité et qui rend leur séparation extrêmement di�cile (Dancker
et al., 1975). Une preuve de la grande stabilité des gels obtenus est que l'on peut aisément
les observer 24 heures après leur croissance. Comme nous le verrons par la suite, la grande
majorité de nos résultats ont été obtenus sur des gels �xés par la phalloïdine. Nous avons
aussi étudié des gels non �xés pour mieux comprendre l'impact de cette molécule sur le
réseau (section 4.2.1).

Une fois les gels stabilisés, nous concentrons les billes par centrifugation pour pouvoir
ajuster le volume de l'échantillon à 8 µL. Nous ajoutons ensuite des billes uniquement
couvertes de BSA (appelées billes nues ou billes BSA) avec un rapport de fraction vo-
lumique bille nue/ bille actine égal à un. Comme nous le verrons au chapitre 4, seul le
contact entre une bille nue et une bille couverte d'actine est étudié car c'est le cas où nous
sommes capables de calculer exactement l'aire de la surface de contact.

La chambre à échantillon est constituée d'une lame et d'une lamelle séparées par deux
épaisseurs de para�lm collées à chaud. Pour limiter l'adhésion des billes sur la surface de
la chambre, elle a préalablement été remplie de BSA10% pendant 45 min puis rincée deux
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fois juste avant l'utilisation. L'échantillon est �nalement introduit dans la chambre par
capillarité puis scellé aux deux extrémités à l'aide de VaLaP (Vaseline,Lanoline,Para�ne
en proportion 1 : 1 : 1) pour supprimer toute évaporation.

3.3 Colloïdes superparamagnétiques et mesure de force

3.3.1 Colloïdes superparamagnétiques

Fabrication

Les particules utilisées sont des Dynabeads M450 epoxy fabriquées par la compagnie Dy-
nal. Bien qu'il existe plusieurs techniques pour fabriquer des particules magnétiques, nous
ne nous intéresserons ici qu'à la synthèse des M450 (Ugelstad and Mork, 1980). La tech-
nique utilisée s'apparente à une synthèse Massart réalisée in situ.

Le protocole consiste à mélanger des particules de polystyrène de petite taille à des mono-
mères de vinyle qui vont faire gon�er les particules par des e�ets entropiques. Le volume
de polystyrène étant constant, on obtient des particules poreuses ayant une polydispersité
très faible. L'étape suivante consiste à fonctionnaliser les pores en ajoutant des fonctions
oxydantes au polystyrène. Ces fonctions permettent, une fois les particules en présence
d'ions ferriques ferreux, de précipiter directement à l'intérieur des pores des nanoparti-
cules de magnétite Fe3O4 qui s'oxydent ensuite en maghémite γ − Fe2O3 beaucoup plus
stable. Le ratio Fe[II]/Fe[III] et le pH permettent de contrôler la taille des grains dont le
diamètre moyen vaut typiquement 10 nm. Fonnum et al. (2005) ont mesuré la taille des
nanoparticules par di�raction des rayons X et ont obtenu une valeur moyenne de 8 nm.
(�g 3.6)
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Figure 3.6 � Fabrication des billes

Superparamagnétisme

On dé�nit la réponse d'un matériau à un champ magnétique B0 (Tesla) par son aiman-
tation M (A ·m−1) que l'on peut relier à l'excitation magnétique H (H = B0/µ0) grâce à
la susceptibilité magnétique du matériau χ telle que M = χ ·H.

On peut classer les matériaux selon trois grandes familles en fonction de leur réponse à un
champ magnétique externe : diamagnétique, ferromagnétique ou paramagnétique. Chaque
classe est caractérisée par une valeur typique de susceptibilité :
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� Les matériaux diamagnétiques (argent, cuivre, eau, or, plomb, zinc) ont des valeurs de
χ faibles et négatives : soumis à un champ, le matériau acquiert une aimantation faible
de direction opposée à celle du champ.

� Les matériaux paramagnétiques (air, aluminium, magnésium, platine) ont eux aussi
une susceptibilité magnétique basse (de l'ordre de 10−3) mais positive. L'aimantation
du matériau est faible et de la même orientation que le champ magnétique extérieur.

� Les matériaux ferromagnétiques (cobalt, fer, mu-métal, nickel) ont une susceptibilité de
l'ordre de 105 pour des faibles valeurs de H, mais qui sature très rapidement. Contraire-
ment aux matériaux dia et paramagnétiques, ils conservent une aimantation rémanente
après la suppression du champ.

Le comportement des matériaux ferromagnétiques s'explique par le fait que le matériau
est constitué de petits domaines, appelés domaines de Weiss. En l'absence de champ
magnétique, la direction d'aimantation de chaque domaine est aléatoire : l'aimantation
globale du matériau est nulle. L'application d'un champ magnétique extérieur aligne la
direction des domaines et donne naissance à une aimantation macroscopique. Une fois
le champ supprimé, les domaines conservent leur direction pendant une longue période
de temps, donnant naissance à un champ magnétique rémanent (les aimants permanents
sont faits de matériaux ferromagnétiques ayant été soumis à un fort champ). Le temps de
relaxation de la direction d'aimantation d'un domaine est appelé temps de relaxation de
Néel. Nous verrons par la suite que ce temps de relaxation varie exponentiellement avec
le volume des domaines, ce qui explique pourquoi les matériaux massifs peuvent garder
leur aimantation pendant des périodes allant jusqu'à des siècles (paléomagnétisme).

Le superparamagnétisme est un phénomène concernant les matériaux ferromagnétiques
lorsqu'ils sont réduits à une taille nanométrique. Dans ces conditions, la particule n'est plus
constituée que d'un unique domaine de Weiss et l'aimantation du grain est la somme de
tous les moments magnétiques des atomes du grain. On parle d'approximation macro-spin.
L'aimantation du domaine étant alignée avec le champ, le temps pour que l'aimantation
retrouve une direction aléatoire après la suppression du champ extérieur est donné par le
temps de relaxation de Néel relatif au passage d'une barrière de potentiel tel que :

τN = τ0 exp

(

KV

kT

)

Avec τ0 le temps d'attente du matériau (de l'ordre de |10−9−10−10]s), K la densité d'éner-
gie d'anisotropie (pour la maghémite, K ∼ 104J ·m−3 (Birks, 1950), V le volume de la
particule, k la constante de Boltzmann et T la température. Pour nos nanoparticules de
8 nm, on obtient un temps de relaxation de l'ordre de 2 ns. On néglige ici la relaxation
de Brown relative à une rotation des nanoparticules car celle-ci est au moins un ordre de
grandeur plus lente pour des particules de cette taille.

Comme nous l'avons vu, les particules colloïdales que nous utilisons sont remplies de
ces nanoparticules de maghémite. En l'absence de champ, les particules nanoscopiques
ont une direction d'aimantation aléatoire, l'aimantation globale de la bille est donc nulle
(Mtot = 0). Par contre, une fois soumises à un champ externe, les particules nanosco-
piques alignent leur aimantation avec le champ, donnant naissance à une magnétisation
globale de la particule (�g 3.7). Une fois le champ supprimé, la magnétisation disparaît
très rapidement.
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Figure 3.7 � Aimantation des billes superparamagnétiques

L'intérêt de matériaux superparamagnétiques est clair : ils combinent les avantages des
matériaux ferromagnétiques (aimantation induite très importante) et des matérieux pa-
ramagnétiques (l'aimantation s'adapte instantanément au champ magnétique).

Caractéristiques des M450

Pour mesurer le diamètre et la polydispersité des particules, nous avons utilisé le chaînage
de billes nues et mesuré la distance centre à centre (section 3.5.1). L'histogramme des dis-
tances centre à centre de 40 paires de billes est donné en �gure 3.8.A ; nous obtenons
R = 4 ± 0.02µm soit une polydispersité de 0.5%. Cette valeur est plus faible que celle
rapportée par Fonnum et al. (2005) (1.2%).
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Figure 3.8 � A : Distance centre à centre de 40 paires de billes ; B : Fit de l'aimantation en
fonction champ magnétique,d'après Fonnum et al. (2005).
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Pour obtenir la susceptibilité des particules (dépendante de B0) nous avons utilisé la
mesure directe e�ectuée par Fonnum et al. (2005) sur les M450 en VSM (Vibrating Sample
Magnetometer) (�g 3.8.B). La courbe rouge est la mesure de Fonnum et al. (2005) et la
courbe bleue représentant le �t que nous avons utilisé tel que :

M =
(1.991.10−3 ·B3

0 + 17.54 ·B2
0 + 153.4 ·B0)

(B2
0 + 35.53 ·B0 + 158.1)

Nous n'avons pas e�ectué nous-même de mesure de magnétisation car cette technique
consomme une très grande quantité de matière et la mesure de la réponse exacte d'un
lot revient à le consommer entièrement. Pour prévenir une possible disparité dans les
propriétés magnétiques des di�érents lots, nous avons utilisé le même lot de billes tout au
long de mes travaux de thèse.

3.3.2 Interactions entre colloïdes

Des particules superparamagnétiques soumises à un champ magnétique homogène ac-
quièrent une magnétisation importante et deviennent des dipôles magnétiques. Leur mo-
ment dipolaire est m = Vpart ·M.

Deux particules isolées ont une interaction de type dipôle-dipôle. La force s'établissant
entre elles s'écrit :

Fmag =
3µ0

4πd4
m2(3 cos2(θ)− 1)

Avec µ0 la permittivité du vide, d la distance centre à centre et θ l'angle entre la droite
reliant les particules et le champ magnétique. La �gure 3.9 représente l'évolution de la
fonction f(θ) = (3 cos2(θ)− 1).Le demi-espace autour d'une particule se divise en 2 : une
zone où la force entre les particules est attractive (de [0◦−55◦] et une où elle est répulsive
[56◦ − 90◦].
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Figure 3.9 � Interaction entre deux billes
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Les particules s'attirent l'une l'autre et s'alignent selon le sens du champ (θ = 0). La force
attractive entre les particules s'exprime alors par :

Fattrac =
3µ0m

2

2πd4

avec µ0 la permittivité du vide, m la norme du moment dipolaire et d la distance entre le
centre des particules.
Lorsque plusieurs particules interagissent ensemble, elles s'attirent deux à deux jusqu'à
former une chaîne de particules (leal Calderon et al., 2011). La force attractive dépendant
de la distance entre les centres des particules à la puissance 4, il s'agit d'une interaction
à très courte portée. Pour une liaison, la principale contribution vient des deux billes
adjacentes. Zhang and Widorn (1995) ont décrit un modèle de chaîne in�nie où toutes les
billes sont séparées par une même distance d. Dans ces conditions :

Fm =
3µ0m

2

2πd4
ξ(3)

ξ(3) est une fonction de Riemann

Le modèle de la chaîne in�nie n'est pas adapté à notre estimation de la force, car la
distance entre les particules est variable, et nos liaisons sont parfois en bout de chaîne.
Connaissant la distance exacte entre toutes les particules nous avons calculé la force at-
tractive d'une liaison n en incluant l'interaction entre les billes adjacentes (n et n+1)
ainsi que celle entre les seconds voisins (n-1 et n+1, n et n+2). Cette méthode permet de
minimiser l'erreur tout en prenant en compte di�érentes situations.

La force magnétique maximale dans notre dispositif est de l'ordre de 1000 pN (pour un
champ de 80 mT et une distance entre bords de billes de 0.5 µm). On peut comparer cette
force à celle générée par un dispositif classique en biophysique : la pince magnétique. Dans
cette technique, le champ appliqué n'est pas homogène et c'est le gradient de champ qui
crée une force sur la particule telle que :

Fmag =
m
2
∇ B (3.1)

Pour un dispositif comme celui de Amblard et al. (1996) le gradient est de 10 T ·m−1 pour
un champ maximal de 100 mT. La force magnétique pour des billes comme les nôtres est
alors de 1 pN, soit trois ordres de grandeur inférieurs à la force d'attraction dipolaire
utilisée dans notre dispositif.

3.4 Montage expérimental

3.4.1 Description

Le montage expérimental est présenté en �gure 3.10. L'échantillon est placé sur un micro-
scope inversé Zeiss axio A1 équipé d'un objectif x100 à immersion ayant une ouverture
numérique de 1.4. De part et d'autre de l'échantillon se trouvent deux bobines de di-
mensions : longueur 40 mm, diamètre intérieur 26 mm, diamètre extérieur de 88 mm et
comprenant 750 spires chacune, en con�guration pseudo-Helmholtz.
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Intensité de consigne

Figure 3.10 � en haut, photo du montage expérimental ; en bas, schéma du montage expéri-
mental
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Les bobines sont en con�guration directe, c'est-à-dire que le courant qui les parcourt est
dans le même sens de manière à créer un champ homogène entre les deux bobines (si le
courant qui les parcourt était en sens opposé, le champ serait nul entre les deux bobines
et le gradient maximal (�g 3.11).

Bobine 1 Bobine 2

B2

Btot=B1+B2

Bobines branchées en sens direct

x

Bobine 1 Bobine 2

B2

B1

Bobines branchées en sens opposé

x

Btot=B1+B2

I I II

B1

Btot=B1+B2

Btot=0

Figure 3.11 � montage des bobines opposé et direct

On parle de con�guration pseudo-Helmholtz car dans une vraie con�guration d'Helmotz,
l'écartement des bobines est égal à leur rayon de manière à ce que le champ entre les deux
bobines soit parfaitement homogène. Dans notre cas, nous avons été obligés de les écarter
un peu plus à cause de l'encombrement de l'objectif du microscope.

Un c÷ur de mu-métal a été placé à l'intérieur des bobines pour augmenter et concentrer
les lignes de champ magnétique. Nous reviendrons sur l'allure du champ ainsi que sur une
évaluation du gradient lié à la pseudo con�guration d'Helmholtz par la suite.

Le champ magnétique est proportionnel au courant I parcourant les bobines. Elles sont
alimentées par une source idéale de courant appelée BOP (Bipolar Operational Power
supply ampli�er) de 6A/36V. Dans le cas des BOP, on parle de source idéale de courant
car celle-ci fournit vraiment une intensité proportionnelle à la tension de consigne. Il s'agit
d'un point important car d'un point de vue électrique, les bobines sont des inductances,
elles vont donc s'opposer à une modi�cation rapide du courant les parcourant. L'utilisa-
tion d'une source de courant idéale permet un meilleur contrôle du champ et réduit le
bruit de mesure (�g 3.12).

La BOP est elle-même contrôlée par une carte d'acquisition pilotée par Labview. La carte
d'acquisition délivre une tension de consigne à la BOP et mesure en retour la tension aux
bornes des bobines. Cette mesure de tension n'est utilisée que pour contrôler que tout se
déroule normalement car comme montré dans la �gure 3.12, la tension aux bornes des
bobines est entachée d'un bruit qui n'a�ecte que la tension et pas l'intensité donc pas le
champ magnétique. La mesure du champ magnétique se fait grâce à la valeur de la tension
de consigne. Avant chaque série d'expérience, le facteur de proportionnalité entre la tension
de consigne et le champ magnétique est étalonné grâce à un Tesla mètre. Au cours d'une
rampe de force, la caméra émet un TTL à chaque image acquise, ce qui permet à Labview
de noter le champ exact à cet instant, assurant ainsi une synchronisation parfaite.
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Figure 3.12 � comparaison Bop-générateur de courant

3.4.2 Champ magnétique

Comme nous l'avons vu au paragraphe précédent, le champ magnétique est généré à l'aide
de bobines d'Helmholtz. Seul le champ généré par des bobines idéales le long de l'axe est
aisément calculable et vaut :

B =

(

4

5

)
3

2 µ0nI

R

Avec µ0 la permittivité du vide, n le nombre de spires, I l'intensité parcourant les bobines
et R le rayon d'une bobine. En prenant le rayon moyen des bobines égal à 57 mm, le
nombre de spires égal à 750 et une intensité de 5A, on obtient un champ de l'ordre de 50
mT.

Bien que l'ordre de grandeur du résultat soit proche de la réalité expérimentale, les ap-
proximations de ce modèle sont très importantes (bobines in�niment �nes, distance entre
les bobines égale à leur rayon, pas de mu métal dans les bobines). De plus, l'évaluation du
champ hors de l'axe des bobines et donc du gradient de champ se révèle mathématique-
ment complexe. Pour pallier ces di�cultés lors de la conception du montage, nous avons
utilisé le logiciel de calcul par éléments �nis dédié au magnétisme FEMM (Finite Element
Method Magnetics). Le champ calculé à 5A pour notre système est donné en �gure 3.13.

On voit que le champ généré par les bobines avec la BOP à 80% de sa puissance est
de l'ordre de 75 mT, ce qui est amplement su�sant pour nos mesures. La �gure 3.13.B
donne le gradient de champ dans l'axe des bobines et la �gure 3.13.A perpendiculairement
à celui-ci. On peut voir que dans les deux cas, le gradient de champ est de l'ordre de
3 · 10−2mT ·mm−1. En utilisant la formule 3.1, on obtient que ce gradient génère, à champ
maximum, des forces de l'ordre de 10−3pN. Ces forces étant cinq ordres de grandeur
moins fortes que celles liées à l'interaction dipolaire, elles peuvent être négligées. Cela
est con�rmé expérimentalement par le fait que des particules très éloignées les unes des
autres ne se déplacent pas, même à champ maximum.
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Figure 3.13 � Visualisation des lignes de champ par calcul d'éléments �nis

3.5 Traitement d'image

3.5.1 Détermination de la distance entre colloïdes

Les images sont capturées par une caméra CCD Coolsnap ES2 de chez Roper Scienti�c
codant les images sur 12 bits (4096 niveaux de gris). Bien que le capteur de la caméra
mesure 1040x 1392 pixels, compte tenu de la géométrie unidimensionnelle des chaînes
étudiées nous n'utilisons que sa partie centrale (Region Of Interest (ROI) = 200*1392) de
manière à atteindre une fréquence d'acquisition plus importante (27 Hz) par rapport au
temps total de l'acquisition (10 s). L'utilisation d'un objectif x100 à immersion permet
d'obtenir un grossissement �nal tel que 1 pixel = 57 nm.

Intéressons-nous tout d'abord à la mesure des distances entre particules à partir d'une
image dans le visible (�g 3.14.A). Le traitement des acquisitions était initalement réalisé
avec ImageJ (NIH) mais le traitement acquisition par acquisition étant très chronophage,
j'ai developpé un algorithme automatisé sous Matlab. Dans les deux cas, la méthode est la
même et les résultats pour une chaîne donnée sont identiques. Pour optimiser la détection
du centre des billes, l'image est focalisée sur le haut des particules. Chaque bille donne
alors un maximum d'intensité (donc dans les blancs) entouré d'un minimum d'intensité
(donc dans les noirs). Pour discriminer les billes entre elles, on �xe un seuil de niveau de
gris. Chaque tache ne touchant pas le bord de l'image sera identi�ée comme une bille (�g
3.14.B).

A

B

Figure 3.14 � A : Image en champ clair ; B : Résultats du seuillage ; échelle 4 µm
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Une fois les billes identi�ées, l'étape suivante consiste à déterminer la position des centres.
Pour ce faire on calcule la position moyenne d'une tache en pondérant la position de
chaque pixel lui appartenant par son niveau de gris. Cette méthode permet d'atteindre une
résolution inférieure à 20 nm. La �gure 3.15 montre la position d'une bille collée à la surface
de la lamelle : en bleu la détection par moyenne pondérée et en rouge le �t de la tache
blanche par un cercle. On voit que les points bleus se basant sur plus d'informations sont
nettement moins dispersés. Ce traitement e�ectué sur toutes les images d'une acquisition
permet d'obtenir la distance entre chaque paires de billes en fonction du temps et donc
en fonction du champ magnétique.
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Figure 3.15 � Position d'une bille mesurée par la moyenne pondérée des niveaux de gris de la
tache blanche et par le �t de la tache par un cercle (centroïde). La largeur du nuage en x est due
à la dérive du système

3.5.2 Mesure de �uorescence

Dans les images en fond clair, les gels d'actine sont peu visibles, c'est la présence dans
les gels de monomères d'actine liés à un �uorophore qui nous permet de les voir. On peut
ainsi contrôler quelle bille est couverte d'actine mais aussi l'intégrité physique des gels.
On peut également comparer l'intensité émise par chaque gel, grandeur qui est liée à la
quantité d'actine dans le gel.

Acquisition des images de �uorescence

Après chaque acquisition, on ajuste le focus sur le plan équatorial des billes, puis on prend
une image en �uorescence à l'aide d'une lampe X-cite XPS-120 émettant un �ash pendant
100 ms dans un �ltre n◦17 de Zeiss (excitation : 485 nm, séparateur de faisceau : 510 nm,
émission : 515-565 nm). Les monomères sont liés au �uorophore Alexa 488 (absorption :
495 nm, émission : 519 nm). Un exemple d'image est donné en �gure 3.16.A. L'intégrité
physique du gel (pas de brisure par exemple) est véri�ée à l'÷il durant l'analyse. La mesure
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de �uorescence moyenne du gel a, quant à elle, nécessité l'élaboration d'un traitement
d'image avancé comprenant deux étapes, la détection du centre des particules �uorescentes
et la mesure d'un pro�l moyen.

Détermination du centre des particules dans les images de �uorescence

Comme pour les images en fond clair, la première étape du traitement d'image consiste à
discriminer les particules entre elles, c'est-à-dire à identi�er la position du centre des billes
�uorescentes. Cependant lorsque l'on éclaire en �uorescence, ce sont les gels eux mêmes
qui sont la source de lumière et il n'y a pas de minimum d'intensité entre deux billes adja-
centes couvertes d'actine. La méthode du seuillage sur les niveaux de gris ne permet donc
pas de les séparer (�g 3.16.B). Une identi�cation manuelle étant très chronophage (20 à
50 chaînes par échantillon contenant entre une et dix-huit billes �uorescentes) il a fallu
avoir recours à un traitement d'image plus poussé pour identi�er le centre des particules
�uorescentes.

A

B

Figure 3.16 � A : Image de �uorescence ; B : Image de �uorescence après seuillage ; échelle 4
µm

Une image en niveau de gris est une matrice 2D, chaque coe�cient indiquant le niveau de
gris d'un pixel. Une représentation 3D de l'image de la �gure 3.16.A est donnée en �gure
3.17.A'. Pour identi�er le centre des particules nous e�ectuons un produit de convolution
entre l'image de �uorescence et une matrice couronne de diamètre de l'ordre de celui des
gels avant de détecter les maximums locaux sur l'image de sortie.

Pour mieux comprendre, intéressons-nous à un pixel ij en particulier. On multiplie terme
à terme l'image �uorescence par une matrice de même taille que l'image initiale mais ne
contenant que des 0 sauf une couronne de 1 centrée sur le pixel ij et de diamètre de l'ordre
de celui des gels (�g 3.17.B). On somme toute les valeurs de la matrice résultat obtenant
ainsi une valeur numérique que l'on attribue au pixel ij. On répète cette procédure pour
tous les pixels de l'image en �uorescence (en déplaçant le centre de la couronne) ce qui
nous donne une nouvelle image (�g 3.17.C). Il est clair que dans la nouvelle image, les
valeurs maximales sont atteintes quand le pixel ij est au centre d'une bille �uorescente.
Il ne reste plus qu'à détecter les maximas locaux sur l'image de sortie pour obtenir la
position du centre des billes.

Cette méthode est robuste à deux conditions : que l'intensité lumineuse émise par les
gels soit bien supérieure à celle émise par le fond (si le rapport Igel

Ifond
< 4 des erreurs se
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produisent fréquemment) et que la �uorescence des billes ne soit pas trop di�érente les
unes des autres. Avec de bons paramètres (temps de pause et proportion de monomères
�uorescents), ces deux conditions sont généralement remplies, permettant un traitement
rapide des images de �uorescence avec une seule intervention manuelle (renseigner le
nombre de billes �uorescentes par image), et une véri�cation �nale.

B

C

A

A’

Figure 3.17 � Détection du centre des billes �uorescentes

Quanti�cation de la �uorescence

Une fois le centre de chaque particule identi�é, on mesure vingt pro�ls par bille. Ces pro�ls
sont longs de 3.4 µm (distance plus longue que l'épaisseur des gels mais raisonnable pour
ne pas sortir de la ROI) entre les angles [−π

2
; −π

6
] et [ π

6
; π
2
] (�g 3.18.A) de manière à ne

pas être perturbé par la bille adjacente. On moyenne ces vingt pro�ls pour obtenir un
pro�l moyen. A partir de ce pro�l moyen, on calcule la densité de �uo comme la valeur
moyenne de ce pro�l sur l'épaisseur du gel i.e. entre r et r+e (�g 3.18.B).
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Figure 3.18 � A : Image de �uorescence avec les pro�ls, échelle 4 µm ; B : Calcul du pro�l de
�uorescence moyen, en rouge la limite de la bille et la limite du gel déterminée par l'analyse
mécanique

3.6 Détermination du module élastique : modèle de Hertz

Comme nous l'avons vu précédemment, l'analyse des acquisitions consiste à mesurer la
distance entre les particules et à l'associer à une valeur de champ magnétique pour calcu-
ler la force attractive entre les particules à chaque image. On reconstruit ainsi une courbe
force-distance pour chaque paire de particules à partir de laquelle on réalise deux me-
sures : le module de Young (E) et de l'épaisseur du gel (e).

Le modèle de Hertz (Hertz, 1881) a été développé pour modéliser le contact entre deux
sphères élastiques. La particularité de ce problème mécanique est que la surface de contact
entre les deux solides évolue avec l'indentation, rendant l'accès aux grandeurs élastiques
du matériau non trivial. La force F s'exprime :

F ∼ 4

3
E · δ 3

2 ·R 1

2

Avec E le module de Young, δ l'indentation et R un rayon de courbure. L'allure de la
force en fonction de l'indentation est donnée en �gure 3.19.

Nos courbes force-déplacement sont ajustées par le modèle de Hertz avec deux paramètres
ajustables : le module de Young E et l'épaisseur du gel e tel que la distance séparant le
centre des deux billes d soit à tout moment égale à : d = e+ 2Rbille − δ.

δ

F

Figure 3.19 � Allure d'une courbe F en fonction de l'indentation pour le contact de Hertz
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L'une des autres spéci�cités de la géométrie du contact sphère-sphère est que les contraintes
à l'intérieur du matériau sondé sont hétérogènes. Dans le plan xy, les contraintes ont une
répartition parabolique : la déformation est maximale au centre du contact et nulle sur
les bords (�g 3.20). Dans le plan yz, la contrainte est maximale au niveau du point de
contact et tend vers zéro quand on s'en éloigne en z (Johnson, 1987) (�g 3.20).

Bien qu'il existe une démonstration rigoureuse permettant le calcul du préfacteur, Pierre-
Gilles de Gennes a fait un calcul en ordre de grandeur très élégant qui permet de relier
la force appliquée F à l'indentation δ et au module E du plan. C'est ce calcul que nous
présentons ici (les grandeurs sont dé�nies dans la �gure 3.20). Pour des raisons de clarté
nous nous intéresserons seulement au contact entre une sphère in�niment rigide et un
plan élastique. Notons cependant qu'il existe une équivalence entre l'indentation de deux
sphères de rayon respectif R1 et R2 et de module d'Young E1 et E2 et l'indentation d'une
sphère in�niment rigide de rayon 1

Req
= 1

R1

+ 1

R2

dans un matériau plan de module de
Young 1

Eeq
= 1

E1

+ 1

E2

.

3.6.1 Modèle de Hertz par analyse dimensionnelle

A condition que la déformation soit petite et que le matériau soit homogène et isotrope,
on peut assimiler la surface de contact de la sphère avec le matériau déformé à un disque
de rayon a. Toute la simplicité du calcul repose sur le fait que a est la seule distance
caractéristique du problème.

R

a
δ

(R-δ)

σzz=σ0(1-(r/a)2)1/2 r

σ
z
z
(z
=
0
)

0

σzz

Z

0

Figure 3.20 � Dé�nition des grandeurs apparaissant dans le modèle de Hertz
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On voit sur la �gure 3.20 que d'après Pythagore on peut écrire :

R2 = a2 + (R− δ)2

R2 = a2 +R2 − 2Rδ + δ2

( a

R

)2

= 2
δ

R
−
(

δ

R

)2

R étant très supérieur à δ on peut négliger le terme d'ordre deux en δ
R

et obtenir une
relation entre a, R et δ telle que :

a =
√
Rδ (3.2)

Au cours de la déformation le travail fourni pour se déplacer d'une distance δ est :

Windent = F · δ
Puisqu'il s'agit d'un matériau élastique, la densité d'énergie de déformation est donnée
par :

ddef = σ · ǫ
La loi de Hook (σ = E · ǫ) nous permet d'écrire :

ddef = E · ǫ2

Grâce à l'analyse dimensionnelle on peut écrire la déformation comme étant égale à l'in-
dentation δ divisée par la seule distance caractéristique du problème a :

ddef = E · (δ
a
)2

L'énergie totale de déformation est donc donnée par

Edef = ddef ·V olume

On suppose que le volume a�ecté par la déformation est a3 :

Edef = ddef · a3 = E · δ2 · a

Conformément au principe de conservation de l'énergie : Edef = Windent, on obtient donc :

F ∼ Eδa

En reprenant l'équation 3.2 on obtient :

F ∼ E · δ 3

2 ·R 1

2

3.6.2 Application du modèle de Hertz dans notre système

Le modèle de Hertz a initialement été developpé pour modéliser le contact entre solides
élastiques semi-in�nis. Notre système est un cas un peu di�érent puisqu'il s'agit du contact
où une des sphères est in�niment rigide et l'autre couverte d'une couche d'un matériau
qui présente un comportement plus complexe qu'une réponse élastique linéaire, il convient
donc de discuter ces di�érences :
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Matériau d'épaisseur �nie

Comme nous venons de le voir, le modèle de Hertz considère qu'un volume a3 de gel
est déformé. Or dans notre système, le rayon de l'aire de contact est du même ordre de
grandeur que l'épaisseur du gel. Cela signi�e que lors de la mesure on "sent" le substrat
sous-jacent ce qui entraîne une surestimation de la valeur du module de Young. Pour pal-
lier ce problème, nous utilisons une correction initialement développée pour les mesures
mécaniques par AFM.

Cette correction proposée par Dimitriadis et al. (2002) prend la forme d'un polynôme en
χ =

√
Rδ
e

qui multipliera la formule originale de Hertz telle que

F =
4E

3(1− ν2)
R

1

2 δ
3

2

[

1− 2α0

π
χ+

4α2
0

π2
χ2 − 8

π3

(

α3

0 +
4π2

15
β0

)

χ3 +
16α0

π4

(

α3

0 +
3π2

5
β0

)

χ4

]

(3.3)
Avec

α0 = −1.2876− 1.4678ν + 1.3442ν2

1− ν

β0 =
0.6387− 1.0277ν + 1.5164ν2

1− ν

Nous avons supposé que le module de Poisson (ν) des gels était de 0.5 pour la détermi-
nation des constantes α et β. L'e�et de ce choix sur les résultats obtenus sera étudié en
partie 4.1.2.

La �gure 3.21 montre le rapport entre la force nécessaire pour indenter un matériau
d'épaisseur �nie (FDimitriadis) et la force nécessaire pour indenter un matériau semi-in�ni
(Fhertz) en fonction de l'épaisseur de la couche mince pour une indentation de 100 nm.
On peut voir que la correction est de 40% pour une épaisseur de l'ordre de 1.5 µm mais
qu'elle est de l'ordre de cinq pour une épaisseur inférieure à 0.3 µm.
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Figure 3.21 � Valeur du facteur correctif de Dimitriadis en fonction de l'épaisseur pour une
indentation de 0.1 µm
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Limitation sur le rapport a
R

Le degré de non linéarité des gels d'actine est encore une question ouverte, il ne fait ce-
pendant aucun doute qu'il ne s'agit pas d'un matériau purement Hookéen. Quel impact
cela a -t-il sur la validité du modèle ? La principale source d'erreur pourrait venir d'une
erreur sur la dé�nition de l'aire de contact donnée par l'équation 3.2.

Lin et al. (2009) ont calculé par la méthode des éléments �nis l'indentation d'une sphère
in�niment rigide dans un matériau plan dont l'élasticité obéit au modèle hyperélastique
de Mooney-Rivlinun. Il montre que pour δ

R
< 0.4, l'estimation de la surface de contact

donnée par le modèle de Hertz est correcte, même pour un matériau dont l'élasticité est
non linéaire. A titre de précaution nous avons donc exclu tous les gels dont la courbe
d'indentation ne satisfaisait pas à ce critère.

Homogénéité et isotropie

Le modèle de Hertz a été développé pour des matériaux homogènes et isotropes. Qu'en
est-il des gels branchés d'actine que nous étudions ?

L'homogénéité d'un gel d'actine dépend de l'échelle à laquelle on l'observe. En e�et si on
se place à une échelle de l'ordre de la taille de maille du matériau, on observera des espaces
vides parcourus par des �laments, donc une hétérogénéité très forte. A une échelle plus
grande, ces hétérogénéités deviennent moins sensibles jusqu'à ce que l'on puisse avoir une
vision continue du matériau qui pourra alors être considéré comme homogène. Typique-
ment notre échelle d'observation est le rayon de la zone de contact (a). En prenant un gel
d'épaisseur 0.5 µm (un rayon équivalent de l'ordre de 1 µm ( 1

Req
= 1

Rbille
+ 1

Rbille+e
)) et une

indentation typique de 100 nm on obtient via l'équation 3.2 un rayon de contact de 300
nm. Comme nous le verrons dans le chapitre prochain, notre taille de maille est de l'ordre
de 50 nm, l'échelle d'observation est donc supérieure à la dimension des hétérogénéités et
on peut raisonnablement supposer le matériau homogène.

On peut également se poser la question de l'isotropicité du matériau. Les observations en
microscopie électronique de gel d'actine à l'intérieur de lamellipode (Svitkina et al., 1997)
montrent une forte anisotropie due à une orientation des �laments dont les bouts barbés
sont en direction de la membrane. Pour les gels reconstitués in vitro, les observations de
Achard et al. (2010) montrent que les gels ne croisent pas seulement perpendiculairement
à la surface mais également parallèlement, laissant supposer que les �laments ne pointent
pas tous dans la même direction, donnant au matériau des propriétés plutôt isotropes.

3.7 Déroulement de la mesure

Les gels sont polymérisés à la surface des particules colloïdales suivant le protocole dé-
crit dans la section 3.2.2 . Un échantillon contient deux types de billes, celles couvertes
d'actine et celles couvertes de BSA. Pour procéder aux mesures, on introduit l'échantillon
dans une chambre de dimension 22 · 1 · 0.2mm par capillarité que l'on place ensuite dans
le setup magnétique. Un champ magnétique constant de 3mT est appliqué pour former
et maintenir les chaînes entre chaque acquisition.
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Une acquisition est l'observation d'une chaîne lors d'un cycle de compression-décompression
d'une durée totale de 10 secondes. Pour que l'étalement des points soit homogène, l'am-
plitude du champ magnétique varie comme B(t) =

(

t
n

)2 · 80mT avec n=135. On mesure
l'évolution de toutes les distances inter particules et les images de �uorescence prises à
l'issue de chaque acquisition nous permettent de sélectionner les courbes force-distance
des contacts act-BSA . Ces contacts sont les seuls qui nous permettent de remonter aux
propriétés intrisèques des gels d'actine, car ce sont les seuls dont on peut calculer la surface.

Au vu de la rapidité d'une acquisition, on est capable d'en réaliser une trentaine en 45
minutes, ce qui permet de sonder de 20 à 150 gels selon la qualité de la préparation.
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Chapitre 4

Résultats

Nous allons maintenant exposer les résultats obtenus durant cette thèse. Nous commen-
cerons par la présentation d'une courbe force déplacement typique ainsi que par la pré-
sentation de l'échantillon de référence. Au travers de cet échantillon, nous reviendrons sur
les multiples validations, à la fois des protocoles expérimentaux mais également de la mé-
thode de traitement des données auxquelles nous avons procédé lors du développement de
cette nouvelle technique de mesure. En e�et, les performances et les perspectives qu'o�re
aujourd'hui notre montage expérimental sont grandement dues au travail accompli durant
cette thèse.

Nous passerons ensuite à ce qui représente le c÷ur de ma thèse : l'étude systématique
des gels d'actine branchés. Nous nous sommes intéressés d'une part à l'in�uence de la
stabilisation par phalloïdine et d'autre part, à la relation qui existe entre le module de
Young des gels et la concentration en gelsoline et en Arp2/3 lors de la croissance du gel.

Pour �nir, nous présenterons deux méthodes de mesure indirecte des propriétés non li-
néaires des gels auxquelles nous avons procédé. D'une part le suivi de l'évolution du
module de Young avec l'augmentation des contraintes internes et d'autre part, la mesure
de ce que nous appelons un pseudo module de Young di�érentiel. Ces résultats seront
discutés dans le chapitre suivant dans le cadre des modèles mécaniques présentés dans le
chapitre 2.

4.1 Une nouvelle méthode de mesure

4.1.1 Résultats typiques

Une courbe de force

Les données brutes obtenues dans cette technique sont des courbes force-distance. Un
exemple typique est donné �gure 4.1. On distingue la compression (en rouge) et la dé-
compression (en bleu) qui suit. L'hystérésis entre la compression et la décompression est
minimale, nous nous y intéresserons dans la partie 4.1.2. Chaque courbe est ajustée par
le modèle de Hertz corrigé présenté dans la section 3.6 a�n de déterminer le module de
Young, E. Les courbes sont ajustées sur le domaine [0-500] pN a�n de pouvoir comparer les
résultats entre les di�érentes conditions. En e�et, la force dépendant à la puissance quatre
de la distance centre à centre, la force maximum appliquée sur des gels épais est moins
importante. Le choix d'une borne en force plutôt qu'en déformation ou en contrainte a été

81
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dicté par les problèmes de contact sphérique qui induisent une déformation inhomogène
du gel.

Si le �t est bon pour la majeure partie de la courbe, il est moins satisfaisant pour de faibles
forces, comme discuté au paragraphe 4.1.2, ce qui entraîne une mauvaise estimation de
l'épaisseur du gel. Pour déterminer l'épaisseur des gels, nous ajustons donc la courbe sur
le domaine [0-100] pN. Alternativement, nous avons déterminé l'épaisseur par la moyenne
de la distance entre les surfaces des billes pour de très faibles forces [2-5] pN. Ces deux
méthodes donnent des résultats très voisins (voir courbe en annexe C).
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Figure 4.1 � Exemple d'une courbe force-déplacement d'un gel d'actine dendritique

La courbe force déplacement présentée �gure 4.1 appartient à un échantillon que nous
allons maintenant étudier en détail et qui compte 129 courbes force-distance. Il a été
polymérisé en présence de 180 nM d'Arp2/3 et 90 nM de gelsoline ; cette concentration
sera désignée comme condition classique par la suite.

Résultats quantitatifs

Chaque courbe force-distance d'un échantillon donne accès au module de Young, à l'épais-
seur et l'intensité de �uorescence d'un gel d'actine. Les histogrammes de l'échantillon de
reférence sont donnés en �gure 4.3. Les valeurs moyennes sont résumées dans le tableau
ci-dessous :

< E > = 5.2 ± 1.8 kPa
< e > = 651 ± 132 nm
< f > = 840 ± 192 U.A.
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Le module de Young moyen mesuré ici est du même ordre de grandeur que les valeurs
mesurées par Marcy et al 2006 (3.7 kPa) et par Chaudhuri et al. 2007 (1.0 kPa et jusqu'à
5 kPa en présence de pré-contraintes) sur des gels équivalents. Le grand avantage de notre
technique est qu'elle o�re de larges statistiques permettant d'améliorer considérablement
la précision.

Nous avons procédé à une évaluation de la densité d'actine des gels en mesurant la �uo-
rescence de solutions d'actine-G de concentration connue placées entre lame et lamelle
avec des billes de 4 µm comme espaceurs .La variation de l'intensité lumineuse en fonc-
tion de la concentration étant bien linéaire, on peut extrapoler la droite jusqu'à la valeur
d'intensité typique de nos gels (1000 UA), ce qui nous donne une concentration de l'ordre
de 150 µM (�g 4.2). En reprenant la formule vue au chapitre 2.2 ξ = (c · a)0.5 on obtient
une taille de maille typique de 50 nm.
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Figure 4.2 � Evalution de la densité de nos gels.

La �gure 4.3 montre bien l'intérêt d'avoir des statistiques importantes lors de l'étude d'un
système aussi sensible que les gels d'actine reconstitués. En e�et, la variabilité gel à gel se
traduit par un facteur 5 entre les valeurs extrêmes de la distribution et en règle générale,
dans nos expériences, les écarts types sont de l'ordre de la moitié des moyennes. L'inter-
valle de con�ance à 95% de nos mesures (2 ∗ std/

√
nombre de mesures) nous donne une

incertitude de l'ordre de ±10% des moyennes.

Dans cette technique, le système de mesures est constitué par une paire de colloïdes,
permettant que dans un champ de microscope, plusieurs mesures soient réalisées simulta-
némant. On atteint ainsi très rapidement plusieurs dizaines de gels testés en se déplaçant
simplement dans la chambre d'expérience. Chaque mélange de croissance conduit donc à
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Figure 4.3 � Histogrammes de l'échantillon de référence à 180 nM d'Arp2/3 et 90 nM de
gelsoline. A, modules de Young. B, épaisseur. C, intensité de �uorescence

une série de mesures caractérisée par une valeur moyenne dont l'erreur type est considéra-
blement réduite par le nombre élevé de mesures. On peut illustrer la puissance statistique
de notre montage expérimental en mentionnant le nombre de module de Young mesuré au
cours de ma thèse : plus de 8000 ! A titre de comparaison, une dizaine de mesures avaient
été publiées jusqu'à présent.

Cette précision de mesure nous a permis de réaliser une étude systématique de la mé-
canique des gels d'actine en fonction des concentrations de protéines dans le milieu de
croissance. Nous avons, par exemple, pu mettre en évidence le lien entre l'architecture
et la rigidité du réseau, ce qui aurait été impossible avec des incertitudes aussi grandes
que les valeurs moyennes. La description des résultats de cette étude fera l'objet de la
deuxième partie de ce chapitre.

Une grande partie de mon travail de thèse a consisté en une certain nombre de valida-
tions expérimentales portant sur des domaines extrêmement variés comme l'électronique,
le magnétisme, les colloïdes et bien évidemment la mécanique et la biochimie. On peut
citer comme exemple l'évaluation du bruit de mesure lié à l'utilisation d'éléments induc-
tifs, l'optimisation des mesures optiques en champ clair et en �uorescence, l'ajustement
du protocole de polymérisation des gels, l'exploration des limites de validité de l'essai
mécanique de compression-décompression, le choix des colloïdes utilisés etc.

Nous allons maintenant étudier les validations expérimentales les plus intéressantes, c'est-
à-dire celles qui sont en rapport direct avec le polymère d'actine et le modèle utilisé.
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4.1.2 Validation

Validation expérimentale

Equilibre mécanique au cours de la mesure
Comme nous l'avons vu dans la section 3.1.1, le calcul de la force mécanique est obtenu
grâce à l'égalité Fmag = −Fmeca. Cet équilibre suppose que la déformation imposée au
gel soit su�samment lente pour que le système soit à l'équilibre mécanique à tout ins-
tant. "Su�samment" lente signi�e que la déformation doit être plus lente que le temps
caractéristique du système. L'une des manières de mesurer ce temps caractéristique est de
soumettre un gel d'actine à un essai de �uage. Cet essai classique en mécanique consiste
à appliquer un échelon de force et de suivre l'évolution de la déformation avec le temps ;
selon le modèle de Voigt Kelvin, la déformation évolue en ǫ = ǫ0 · exp−t/τ avec τ le
temps caractéristique.

La �gure 4.4 montre la réponse d'un gel à un échelon de champ magnétique (de 1 à 70
mT) enregistré avec une caméra rapide (Neo sCMOS, Andor Technology). On peut voir
que le temps caractéristique à la charge et de la décharge est de l'ordre de la dizaine de
millisecondes. L'équilibre mécanique est donc bien respecté puisque le temps caractéris-
tique de nos gels est au moins mille fois inférieur au temps typique d'acquisition. On note
sur cette �gure une nette di�érence entre les temps caractéristiques de la charge et de la
décharge. Elle peut probablement être attribuée à des phénomènes d'adhésion.
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Figure 4.4 � Evolution de la distance entre particules lors de l'application d'un signal de champ
magnétique carré de 1 à 70 mT. Les points représentent les données et le trait plein les �t par le
modèle de Voigt Kevin
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Hystérésis
Comme on peut le voir sur la �gure 4.1 l'hystérésis est minimum entre la compression
et la décompression. De manière générale la courbe de décharge se trouve légèrement en
dessous de la courbe de charge et le rapport Ealler/Eretour est de l'ordre de 0.8 (dans le cas
présent = 0.88). Cette légère di�érence peut être due à des phénomènes réversibles comme
l'adhésion entre le gel et la bille recouverte de BSA et/ou des phénomènes irréversibles
comme une réorganisation du réseau.

La présence d'adhésion réversible est suggérée par l'essai de �uage, puisque celui-ci montre
une di�érence entre le temps caractéristique de charge et de décharge. Cependant, au vu
de la rapidité du détachement (de l'ordre de quelques dizaines de millisecondes), la perte
d'énergie peut être négligée. Dans la suite de ce manuscrit nous ne nous intéresserons
qu'aux valeurs du module mesuré lors de la charge.

Les phénomènes irréversibles sont plus problématiques notamment si la di�érence entre
Ealler et Eretour est due à un passage à une déformation plastique du matériau. Ce pro-
blème peut néanmoins être largement exclu : d'une part la répétition de la mesure sur
un même gel donne le même résultat (�g 4.5.A), et d'autre part la variation du module
au cours des mesures sur un même échantillon (�g 4.5.B) est bien en deçà de l'erreur
type associée au module moyen. Il faut garder en tête qu'à chaque rampe de force, toutes
les chaînes de l'échantillon sont soumises à un cycle de compression/décompression, un
tassement du réseau se traduirait donc par une augmentation importante du module au
fur et à mesure de l'expérience.
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Figure 4.5 � A : Evolution du module de Young de quatre gels soumis à 8 acquisitions suc-
cessives ; B : Evolution du rapport module des gels sur module moyen de l'échantillon avec le
temps

Liaisons doubles
Nous avons vu que la relation force distance d'un contact entre une bille couverte d'actine
et une bille couverte de BSA était bien capturée par le modèle de Hertz et sa variation
en d3/2. Le contact entre deux billes couvertes d'actine suit un autre comportement, une
courbe force déplacement typique est donnée en �gure 4.6.
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Figure 4.6 � Courbe force déplacement typique d'une liaison double

On constate une variation linéaire de la distance inter particules en fonction de la force.
Ce cas est typique d'un ressort avec F = k∆x où F est la force de rappel, k la constante de
rigidité du ressort et ∆x la variation de longueur du ressort. On interprète cette variation
linéaire par le fait que les deux gels d'actine s'interpénètrent dès la formation de la chaîne
et ne se désenchevêtrent pas par la suite. Cela a pour conséquence une très faible varia-
tion de la surface de contact (S) entre les gels lors de mesures ultérieures donnant lieu au
comportement de type ressort. Rigoureusement on a k = E

S
. N'ayant pas accès à l'aire de

contact entre les gels, on est incapable de remonter au module de Young des gels d'actine à
partir des liaisons doubles. Nous ne nous sommes donc pas intéressés aux liaisons doubles.

Vitesse de croissance des gels
Nous avons réalisé des expériences dans lesquelle le milieu reconstitué est divisé en sept
échantillons dont on bloque la croissance entre 3 et 30 minutes par dilution dans la phal-
loïdine. Nous reviendrons dans la section 4.3.1 sur l'e�et des contraintes internes sur le
module de Young. Intéressons nous ici à l'évolution de l'épaisseur moyenne des gels en
fonction du temps et des conditions biochimiques.

En e�et le temps de croissance des échantillons est une donnée critique de nos expériences.
S'il est trop long, les gels risquent majoritairement de se briser et s'il est trop court, les gels
sont trop �ns pour être correctement analysés par le modèle de Hertz corrigé. L'épaisseur
d'un gel étant liée au temps de croissance mais également aux conditions biochimiques et
notamment à la concentration en Arp2/3, un travail d'ajustement à été nécessaire pour
obtenir des gels d'épaisseurs comprises entre 0.4 µm à 1.2 µm.
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Sur la �gure 4.7 on peut voir l'évolution de l'épaisseur moyenne des gels en fonction du
temps de croissance de deux échantillons polymérisés en présence de 44 nM d'Arp2/3 et de
400 nM. Sur la première partie de la courbe (jusqu'à 15 minutes), les deux concentrations
ont un comportement similaire : une phase de croissance rapide dans les premières mi-
nutes suivie d'une croissance linéaire plus lente. La di�érence réside principalement dans
la vitesse de croissance, on voit que l'échantillon à 44 nM d'Arp2/3 croît beaucoup plus
vite que l'échantillon à 400 nM. C'est cette di�érence qui nous a conduits à adapter le
temps de croissance de nos échantillons en fonction de la concentration en Arp2/3 : pour
des concentrations allant de 10 à 100 nM d'Arp2/3, les temps de croissance sont de l'ordre
de 5-8 minutes et pour les échantillons à 180 et 400 nM, le temps de croissance est de 15
minutes. Sur la deuxième partie de courbe (entre 15 et 30 minutes) pour l'échantillon à 44
nM, on voit que la dispersion des points augmente. Cela est dû aux brisures de gel que l'on
voit apparaître à partir de 15 minutes et qui perturbent la mesure d'épaisseur. Nous re-
viendrons sur l'événement de brisure et ses conséquences mécaniques dans la section 4.3.1.
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Figure 4.7 � Evolution de l'épaisseur moyenne des gels en fonction du temps pour des concen-
trations en Arp2/3=44 nM et 400 nM

Comme nous le verrons, les gels polymérisés à 44 nM d'Arp2/3 sont plus mous que ceux
obtenus à 400 nM. La di�érence de vitesse de croissance pourrait être liée à cette di�érence
de rigidité. En e�et, si le gel est plus mou, il est plus facile pour la couche au contact de
la bille de repousser les couches externes, ce qui aboutit à des gels plus épais. D'autres
facteurs peuvent jouer, notamment la di�usion des protéines permettant la construction
du réseau (Noireaux et al., 2000).
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Utilisation du modèle de Hertz

Qualité du �t
Revenons sur la �gure 4.1 pour nous intéresser à la qualité du �t. En e�et, bien qu'à
haute force le modèle de Hertz soit tout à fait satisfaisant (pour l'échantillon de référence
le coe�cient de corrélation moyen est de 0.99), il capture moins bien le comportement à
basse force. Deux e�ets non exclusifs peuvent être à l'origine de cet écart au modèle.

D'une part la couche extérieure de gel peut présenter des irrégularités. Par exemple la
présence de �laments d'actine isolés ayant poussé très rapidement par e�et de "funnelling"
(Carlier and Pantaloni, 1997) peut être à l'origine d'une force répulsive entre les parti-
cules jusqu'à ce que la force attractive soit su�sante pour les faire plier. Les irrégularités
peuvent aussi prendre la forme d'une rugosité de la couche extérieure. Cette rugosité fait
écho aux travaux de Achard et al. (2010) qui ont montré que la croissance d'un gel d'actine
avec la machinerie Arp2/3 démarrait à partir de quelques �laments sur la surface couverte
d'activateur. Ces sous-réseaux s'étendent alors latéralement et verticalement jusqu'à ce
qu'ils se rencontrent et s'enchevêtrent. Compte tenu de ce mécanisme, il est possible que
l'extérieur de nos gels présente une certaine rugosité.

L'autre origine de l'écart entre les données et le �t à basse force peut être attribuée au
fait que lorsque le volume de gel sondé est du même ordre de grandeur que la taille de
maille (50 nm voir précédemment), la mesure est très sensible à l'hétérogénéité du réseau.
Dans la théorie de Hertz, le volume sondé étant égal au rayon de l'aire de contact soit
a = (Reqδ)

0.5 lorsque l'indentation est de 20 à 30 nm on obtient un rayon de contact d'une
centaine de nanomètres, soit à peine une ou deux mailles de réseau. Cet e�et peut être
illustré en comparant le �t à faible force (50 pN) et celui à 500 pN. On peut voir sur la
�gure 4.8 que le �t classique est nettement moins dispersé que celui à faible force. Au
début de ma thèse nous avons rencontré un problème similaire avec les colloïdes magné-
tiques de 1 µm de diamètre (MyOne, Invitrogen). Dans ce cas, le rayon équivalent est de
l'ordre de 0.3 µm, soit un rayon de zone de contact inférieur de 100 nm et les données
obtenues étaient très dispersées.

102 103 104

5

10

15

20

25

30

35

40

Module de Young (kPa)

N

Fit à 50pN
Fit à 500pN

Figure 4.8 � Histogramme des modules de Young obtenus par le �t des points jusqu'à 50pN
(rouge) et jusqu'à 500 pN (bleu)
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Validation de la correction pour épaisseur �nie

Le modèle de Hertz suppose que le milieu déformé est semi-in�ni. Dans nos expériences,
le rayon de la zone de contact étant du même ordre que l'épaisseur des gels, la bille dure
sous-jacente est "sentie" lors de la déformation, et nous avons appliqué au modèle de Hertz
une correction due à Dimitriadis. Pour tester la validité de cette correction nous avons �té
les courbes d'un échantillon avec le modèle de Hertz corrigé et non-corrigé et nous avons
regardé la corrélation des modules de Young obtenus avec l'épaisseur. Pour le modèle de
Hertz original, la probabilité de l'hypothèse nulle, c'est à dire la probabilité qu'il n'y ait
pas corrélation entre le module obtenu et l'épaisseur est de p = 10−5. Pour les données
obtenues avec le �t corrigé par le polynôme de Dimitradis, la probabilité de l'hypothèse
nulle est de 0.4, soit non signi�cative (�g 4.9.A). Le terme correctif de l'épaisseur semble
donc bien remplir son rôle.
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Figure 4.9 � A : Comparaison des modules de Young obtenus avec un �t des données par le
modèle de Hertz (bleu) et par le modèle de Hertz corrigé pour l'épaisseur �nie (rouge), R2 est
le coe�cient de corrélation linéaire ; B : Comparaison du module obtenu par le �t avec ν = 0 et
ν = 0.5

La correction pour l'épaisseur �nie dépend de la compressibilité du matériau par le coef-
�cient de Poisson ν. Si pour des gels enchevêtrés une mesure de la compressibilité a été
e�ectuée (et donne ν ∼ 0.5 (voir section 2.3.1)), la valeur du coe�cient de Poisson n'est
pas connue pour des gels denses branchés. D'ailleurs dans la littérature, certains auteurs
choisissent ν = 0 et d'autres ν = 0.5 (Dafalias et al., 2008).

Par analogie avec les gels enchevêtrés, nous avons choisi ν = 0.5 dans la formule correc-
trice et nous avons évalué l'impact de ce choix sur le module élastique évalué dans nos
expériences. On peut constater sur la �gure 4.9.B que la valeur des modules n'est modi-
�ée que de manière proportionnelle (Eν=0 = 1.7∗Eν=0.5). Par conséquent, la comparaison
entre les modules élastiques obtenus dans di�érentes conditions expérimentales n'est pas
a�ectée par le choix du coe�cient de Poisson.
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4.2 Etude systématique

4.2.1 Impact de la phalloïdine

Après la phase de croissance, les billes sont diluées dans de la phalloïdine de manière à ce
que les gels ne dépolymérisent pas durant tout le temps de la mesure. Cette drogue em-
pêche le désassemblage des monomères en augmentant l'énergie de liaison. La croissance
des gels durant les acquisitions pose des problèmes expérimentaux, mais nous avons tout
de même étudié des gels sans dilution du milieu de croissance et sans ajout de phalloïdine.

Adaptation du protocole
Le problème posé par les mesures mécaniques sur les gels en croissance est que si l'on pro-
cède comme pour un échantillon classique, c'est-à-dire en appliquant un champ constant
de 3 mT, puis en e�ectuant une série d'acquisitions, la croissance des gels est perturbée
par les billes nues en vis-à-vis et l'aire du contact entre elles ne correspond plus à la surface
de Hertz. Comme l'aire de contact n'est pas connue, le module de Young du gel ne peut
pas être extrait de ces mesures.
Pour pallier ce problème, nous avons utilisé le protocole suivant : chercher dans l'échan-
tillon deux billes proches l'une de l'autre, former la liaison avec un champ de 3mT et
procéder immédiatement à une acquisition avant de supprimer le champ magnétique puis
recommencer. Bien que cette méthode nous permette à nouveau d'obtenir des résultats
analysables, elle nuit fortement aux statistiques puisque seulement vingt-deux gels en huit
échantillons ont pu être sondés.

Résultats de l'échantillon sans phalloïdine
La stabilisation par la phalloïdine entraîne l'augmentation de la longueur de persistance
des �laments. Nous avons utilisé cette propriété pour nous intéresser au lien qui existe
entre la rigidité des �laments individuels et la réponse mécanique du gel. Pour cela, nous
avons comparé les échantillons non stabilisés avec un échantillon stabilisé polymérisé à
partir du même mélange de protéines. L'histogramme des deux échantillons est donné en
�gure 4.10.
L'échantillon sans phalloïdine a comme module < Eno phallo >= [3.2 ± 1.5] kPa et celui
avec < Ephallo >= [6.2 ± 2.9] kPa. La dilution dans la phalloïdine augmente donc d'un
facteur deux le module des gels.
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Figure 4.10 � Histogramme du module de Young des gels avec et sans phalloïdine
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Relation entre la rigidité des éléments et celle de leur assemblage
Pour comprendre le lien entre les propriétés microscopiques des �laments et la rigidité du
gel, revenons sur le lien entre les protéines présentes dans notre système et la longueur de
persistance des �laments. Deux protéines modi�ent la force du lien entre les monomères :
la phalloïdine qui le renforce, elle augmente donc la longueur de persistance et la co�line
qui l'a�aiblit, ce qui diminue Lp.

La di�érence de longueur de persistance de �laments d'actine stabilisés par de la phalloï-
dine et de �laments isolés a été étudiée par Isambert et al. (1995). Ils ont utilisé le fait
que pour un �lament contraint en 2 D, il est possible de relier la longueur de persistance
Lp à la moyenne de la fonction de corrélation de l'angle tangent au �lament (<C(s)>) le
long de l'abscisse curviligne s (eq :4.1). Avec la phalloïdine, ils trouvent Lp = (18± 1) µm
et et pour un �lament d'actine lié au nucléotide ADP Lp = (9± 0.5) µm (Isambert et al.,
1995).

< C(s) >= (cos(θ(s)− θ(0)) = exp

( −s

2 ·Lp

)

(4.1)

L'e�et de la co�line sur la longueur de persistance des �laments a été étudié par McCul-
lough et al. (2008). Avec la même méthode, ils mesurent la rigidité de �laments en présence
d'une forte concentration en co�line ([co�line]/[actine]∼ 10) et trouvent Lp = 2.2± 0.026
µm (McCullough et al., 2008). Des valeurs sensiblement plus importantes (Lp = 3.0± 0.2
µm) sont mesurées dans une étude plus récente des même auteurs (McCullough et al.,
2011).

Nous avons voulu mesurer la longueur de persistance des �laments dans nos conditions
expérimentales exactes : la stabilisation par la phalloïdine se fait à [pha]/[act]=3, du-
rant la croissance des échantillons et lors des mesures sans phalloïdine, le rapport [co�-
line]/[actine]=1, ce qui est nettement inférieur au rapport utilisé par McCullough et al.
(2008). Lors des mesures sur les échantillons stabilisés, le rapport [co�line]/[actine] = 0.1
et le rapport [phalloidine/ actine] = 3, l'interaction de ces protéines sur un �lament d'ac-
tine étant similaire (Kd = 140 nM pour co�line/actine (Blanchoin and Pollard, 1998),
Kd = 114 nM pour phalloïdine actine (De La Cruz and Pollard, 1994)) la phalloïdine est
probablement très majoritaire sur les �laments dans cette condition.

La littérature n'évoquant pas l'interaction de la co�line et de la phalloïdine, nous avons
nous-mêmes procédé à une mesure de la longueur de persistance d'un �lament assemblé
ratio actine/co�line (1 : 1), puis stabilisé par de la phalloïdine. Pour étalonner la mesure,
nous avons mesuré la longueur de persistance d'un �lament uniquement stabilisé par de
la phalloïdine (�g 4.11.A). La pente de la fonction moyenne de corrélation d'angle de
�laments �lmés entre lame et lamelle séparées par des espaceurs de 2 µm donne pour
de la phalloïdine seule Lp = 19.7 ± 1.5 µm et pour de la phalloïdine et de la co�line
Lp = 16.2± 1.4 µm (�g 4.11.B).

Malgré un certain nombre de tentatives, nous n'avons cependant pas pu mesurer de ma-
nière satisfaisante la longueur de persistance des �laments dans les conditions d'un gel
toujours en croissance ([act]/[cof]=1), car les �laments étaient systématiquement trop
courts. Nous nous sommes donc servis de la valeur de McCullough et al. (2008) comme
borne inférieure et de celle Isambert et al. (1995) comme borne supérieure. Nous pouvons
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donc conclure que dans le cas des gels non stabilisés, la longueur de persistance des �la-
ments est comprise entre 2.2 et 9 µm.
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Figure 4.11 � Haut, image d'un �lament con�né en 2D ; Bas, corrélation d'angle en fonction de
l'abscisse curviligne

Pour résumer, la phalloïdine augmente d'un facteur 2 la rigidité du gel et augmente
d'un facteur 2 à 9 la longueur de persistance des �laments, la dépendance du module
de Young à la longueur de persistance est donc linéaire ou moindre. Bien sûr, le fait
que notre relation Lp-E ne comporte que deux points limite notre conclusion. L'idée de
lier la réponse macroscopique du gel aux propriétés mécaniques des �laments présente des
perspectives très intéressantes si on modi�e encore di�éremment la longueur de persistance
des �laments en polymérisant les �laments en présence d'ion BeF 3− par exemple.
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4.2.2 Rôle de l'architecture

Nous avons vu au chapitre 2 que les di�érents modèles mécaniques accordent une place
centrale aux paramètres décrivant l'architecture du réseau tels que la longueur caractéris-
tique entre deux points d'interaction ou la connectivité du réseau.

Au cours de ma thèse, notre approche expérimentale à été de mesurer les variations du
module de Young des gels lorsque l'on fait varier la concentration en Arp2/3 et en gelso-
line pendant la croissance. Arp2/3 contrôlant la distance entre les branches et gelsoline
la taille des �laments, ces protéines a�ectent l'architecture du réseau de manière indirecte.

Les milieux reconstitués étant un système très sensible, l'obtention de mesures �ables a
necessité de reproduire chaque concentration indépendamment au moins trois fois avec
des lots de protéines di�érents. Ces mesures représentent la part la plus importante de
mon travail de thèse, dans les graphiques qui suivent, chaque point représente entre 200
et 400 valeurs. Les moyennes et les incertitudes de chaque condition présentées ci-dessous
prennent en compte à la fois l'écart type d'un échantillon représentant l'incertitude entre
les gels polymérisés simultanément, et l'incertitude entre les échantillons liées aux mé-
langes de protéines et à leur qualité.

La masse de données étant très importante, nous avons eu recours à des méthodes statis-
tiques adaptées dans le cas de systèmes présentant une grande variabilité comme les gels
d'actine. La combinaison de l'incertitude intra- et inter-echantillons a été réalisée avec
une méta-analyse des donnée appelée "random e�ects model", en français le modèle des
e�ets aléatoires. Cette analyse statistique a été développée pour les études de cohorte en
médecine qui nécessitent de prendre en compte la �abilité d'un échantillon. Typiquement,
si l'écart type d'un échantillon est plus important que les autres, son poids dans le calcul
de la moyenne et de l'erreur standard d'un répliquat sera moindre (Meta-Analysis Fixed
e�ect vs. random e�ects.Michael Borenstein.2007). Dans les graphiques ci-dessous, les
barres d'erreur représentent l'intervalle de con�ance à 95% (deux fois l'erreur standard)
de la valeur moyenne.

E�et d' Arp2/3

Nous avons réalisé des mesures aux concentrations suivantes : [10, 20, 44, 100, 180, 400] nM
en Arp2/3 en conservant la gelsoline à 90 nM. Notons que les gels formés à des concen-
trations inférieures à cette gamme ont des temps de brisure inférieurs au temps nécessaire
pour préparer l'échantillon et n'ont donc pas été étudiés. A 10 nM, le module de Young
vaut 0.9 ± 0.2 kPa. Il augmente quasi-linéairement jusqu'à 100 nM où il vaut 7.9 ± 2.8
kPa. Entre 100 et 400 nM le module de Young atteint un plateau situé entre 6 et 8 kPa.
Le module de Young et la �uorescence moyenne des triplicats sont donnés en �gure 4.12

Etudions séparément les deux régimes :

Régime linéaire
Comme nous l'avons vu au chapitre 2, quel que soit le régime de déformation (enthalpique
ou entropique), les modèles introduisent deux grandeurs : la taille de la maille qui re�ète
la densité du réseau et une longueur caractéristique du réseau sur laquelle un �lament
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peut se déformer Lc. Pour comprendre si l'augmentation du module est liée à une mo-
di�cation d'architecture du réseau ou à une variation de densité en actine des gels, nous
avons utilisé les mesures de �uorescence décrites en section 3.5.2.

On peut voir sur la �gure 4.12.B qu'à 10 nM la �uorescence vaut [740+-250]UA et à 100
nM, elle vaut [930+-250] UA. La variation de �uorescence étant du même ordre que nos
barres d'erreur, il nous est impossible de conclure strictement entre une variation faible
ou nulle de la densité des gels en actine en fonction de la concentration en Arp2/3. L'es-
timation haute donne une augmentation d'un facteur deux de la densité lorsque [Arp2/3]
passe de 10 à 100 nM. Le module, lui, varie de presque un facteur 10, la densité ne peut
pas du tout expliquer à elle seule l'augmentation de module et on peut donc légitimement
lier la variation d'élasticité à une modi�cation des paramètres architecturaux.

Plateau
On voit sur la �gure 4.12 que le module de Young atteint un plateau au-delà des 100 nM
d'Arp2/3. On peut formuler plusieurs hypothèses quant à l'origine de cette saturation :
� une saturation biochimique : par exemple, tous les activateurs VCA sont occupés en
permanence et une plus grande concentration d'Arp2/3 dans la solution n'augmente
pas la quantité Arp2/3 activé.

� une saturation mécanique : bien que la distance entre branches diminue avec l'augmen-
tation de la concentration en Arp2/3, cela n'a plus d'e�et sur la réponse mécanique du
réseau comme c'est le cas dans le modèle enthalpique

Des expériences supplémentaires seraient nécessaires pour déterminer l'origine de cette
saturation, nous reviendrons sur ce point lors de l'exploration des perspectives de cette
thèse.
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Figure 4.12 � A : Evolution du module avec la concentration en Arp2/3, B : Evolution de la
�uorescence avec la concentration en Arp2/3
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E�et de la gelsoline

L'autre protéine dont nous avons fait varier la concentration est la protéine de coi�e
gelsoline. En gardant la concentration en Arp2/3 constante à 180 nM, des mesures ont
été réalisées à [20, 50, 90, 150, 250] nM de gelsoline. Les résultats de la �uorescence et du
module de Young sont donnés en �gure 4.13, le point à 90 nM correspond au point à 180
nM de la �gure 4.13.

On peut voir une croissance du module de Young avec la concentration en gelsoline, pas-
sant de 2.1 ± 0.1 kPa à 20 nM à 6.8 ± 1.3 kPa à 90 nM. Les barres d'erreur ne nous
permettent cependant pas de conclure entre un plateau ou une augmentation plus modé-
rée de la �n de la courbe. A 250 nM de gelsoline le module est de 8.5± 1.7 kPa.

L'action de la gelsoline sur les paramètres physiques du réseau n'est pas bien établie. En
coi�ant les branches en croissance, la protéine réduit la taille moyenne des �laments, ce
qui à son tour va avoir de multiples conséquences sur l'architecture du réseau sur lesquelles
nous reviendrons dans la section 5.1.1. Nos résultats expérimentaux sont cependant sans
équivoque : une augmentation de la concentration en gelsoline rigidi�e les gels d'actine.
Comme pour la courbe d'Arp 2/3, les mesures de �uorescence n'indiquent pas de variation
forte de densité. Encore une fois les barres d'erreur ne permettent pas de trancher entre
une densité constante et une faible variation de densité.
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Figure 4.13 � A : Evolution du module avec la concentration en gelsoline, B : Evolution de la
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4.3 Propriétés non linéaires

Un matériau non linéaire voit ses propriétés élastiques évoluer avec la contrainte. Nous
avons vu que les gels d'actine polymérisés en solution et les gels denses présentaient des
propriétés non linéaires remarquables, permettant une compréhension des mécanismes mi-
croscopiques de déformation. Gardel et al. (2004) attribuent la non linéarité intrinsèque
de leur gel (ie : rigidi�cation à petite déformation) à un mécanisme d'origine entropique
présent dans le modèle d'élongation entropique. Chaudhuri et al. (2007) attribuent l'as-
souplissement de leur gel à forte pré-contrainte à un �ambage des �laments, mécanisme
propre aux déformations d'origine enthalpique.

Classiquement, l'étude des propriétés non linéaires se fait en appliquant une pré-contrainte
au matériau à laquelle on superpose une oscillation de faible amplitude. Cette mesure
permet le calcul du module di�érentiel dé�ni comme K = dσ/dǫ (�g 4.14). Nous n'avons
cependant pas pu utiliser cette méthode en raison de la géométrie sphérique de notre
système. En e�et, à cause du contact sphère-sphère, les gels sont plus contraints au centre
du contact que sur les bords. Le module étudié est donc un module moyen mesuré sur
une gamme de contrainte.

ε

σ KE

Figure 4.14 � Schéma d'une courbe contrainte déformation d'un matériau non linéaire, le module
de Young E est dé�ni par E = σ/ǫ et le module di�érentiel comme K = dσ/dǫ

N'étant pas en mesure de surmonter les problèmes posés par la géométrie du système dans
le cadre de ma thèse, nous avons utilisé deux approches indirectes pour nous intéresser
aux propriétés non linéaires de nos gels. D'une part en suivant l'évolution du module des
gels avec le temps de croissance et lors de la brisure, et d'autre part en calculant un pseudo
module di�érentiel en �ttant par parties les courbes force-distance.

4.3.1 E�et des contraintes internes

L'évolution du module avec le temps de croissance est une mesure indirecte des propriétés
non linéaires du gel. En e�et, le fait que l'actine polymérise à la surface d'une sphère
entraîne l'apparition de contraintes internes dans le gel. Dans certains cas, ces contraintes
aboutissent à une brisure du gel. Pour étudier l'impact de l'augmentation et du relâche-
ment des contraintes sur la réponse mécanique de nos gels, nous avons mesuré le module
de Young moyen de deux séries de 7 échantillons ayant des temps de croissance allant de
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3 à 30 minutes. La première série d'échantillons a été polymérisée à une concentration de
400 nM d'Arp2/3 pour laquelle les gels ne se brisent pas en 30 minutes ; une seconde série
à une concentration de 44 nM d'Arp2/3 pour laquelle la majorité des gels est brisée après
15 minutes.

Sur la �gure 4.15.A est représentée l'évolution du module de Young en fonction du temps.
Pour l'échantillon à 400 nM tous les temps sont représentés, alors que pour l'échantillon à
44 nM, seules les données avant que la brisure dans les gels n'apparaisse sont présentées.
Les travaux de Noireaux et al. (2000) présentés en section 3.2 nous permettent d'estimer
la contrainte interne moyenne dans l'échantillon à 400 nM puisque nous connaissons à la
fois l'épaisseur et le module élastique moyen (�g 4.15.B)

De manière surprenante, on voit qu'expérimentalement le module de Young varie très peu
comparé à la variation de la contrainte interne. Alors que cette dernière est multipliée par
un facteur 2, le module varie très peu.
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Figure 4.15 � A : Evolution du module de Young des gels en fonction du temps pour des
concentrations en Arp2/3=44 nM et 400 nM ; B : Estimation de la contrainte interne pour les
gels polymérisés à [Arp2/3]=400 nM à partir des mesures d'épaisseur et de module et des calculs
de Noireaux et al. (2000)

Contrairement aux gels formés à 400 nM d'Arp2/3, les gels formés en présence de 44 nM
d'Arp2/3 vont pour une écrasante majorité se briser au cours de leur croissance. Pour
étudier l'impact de cette brisure sur le module de Young, nous avons visuellement classé
les gels des di�érents temps en trois catégories grâce aux images de �uorescence : brisés,
non brisés et indéterminés (Fig 4.16.A). En Fig 4.16.B on peut voir l'évolution du pour-
centage des deux premières catégories (c'est pour cela que le total n'est pas égal à un). A
10 minutes quasiment aucun gel ne présente de brisure alors que 50% le sont à 18 minutes.
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L'impact de cette brisure sur le module est représenté en �gure 4.16. En bleu le module
des gels non brisés, en rouge celui des gels brisés. On peut voir que lors de la brisure, le
relâchement des contraintes conduit à une diminution d'un facteur deux du module élas-
tique. Cette diminution est assez modérée pour un gel présentant une contrainte interne
de l'ordre du kPa et relâchant une grande partie de ses contraintes.
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Figure 4.16 � A : De haut en bas, exemples de gels non brisés, de gels indéterminés et de gels
brisés ; B : Evolution du pourcentage de gels brisés et non brisés ; C : Evolution du module de
Young en fonction du temps pour la catégorie brisé et non brisé de l'échantillon [Arp2/3]=44 nM
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4.3.2 Estimation du module di�érentiel

La géométrie de notre système expérimental nous empêchant de mesurer le module élas-
tique à des pré-contraintes successives, nous avons recouru au calcul d'un pseudo module
di�érentiel. Même si ce dernier limite notre capacité à conclure rigoureusement sur les
propriétés non linéaires de l'actine, il permet d'avoir accès à des mesures qualitatives. Ce
pseudo module di�érentiel est obtenu en �ttant nos courbes force-distance sur des pas
de force successifs. On inclut les points compris entre [0-15] pN puis, [15-70] pN, [70-150]
pN, [150-400] pN, [400-800] pN. Chaque intervalle donne un module et une déformation
moyenne tels que ǫ = (δ/R)2. (�gure4.17)

100

200

300

400

500

600

700

800

900

0.550.50.450.40.35

distance surface à surface (µm)

F
o

rc
e

 (
p

N
)

E1=984 kPa

E2=885 kPa

E3=3628 kPa

E4=9107 kPa

E5=8643 kPa

Figure 4.17 � Exemple de courbe force-distance de l'échantillon de référence �tté 5 fois sur les
intervalles de force : [0, 15, 70, 150, 400, 800]pN

Dans les courbes qui suivent, les points sont le module moyen de chaque condition sur
les intervalles de force représentés, en fonction de la déformation homogène équivalente.
Cette grandeur représente la déformation équivalente à laquelle il faudrait nous placer pour
observer le même comportement mécanique dans un essai de compression uniaxiale pro-
duisant une déformation homogène (ǫ∗ = 0.2ǫ (Lin et al., 2009)). La �gure 4.18 concerne
les gels polymérisés en présence d'une concentration croissante en Arp2/3 et la �gure 4.19
d'une concentration croissante en gelsoline. Dans ces deux �gures, celle du haut donne les
valeurs du module brut et celle du bas les valeurs du module normalisé par les rigidités
individuelles des gels mesurées jusqu'à 500 pN.
Ces courbes montrent des comportements non-linéaires assez semblables (sauf pour les
gels les plus mous à [Arp]= 10 nM ou [Gs]= 20 nM). Les modules normalisés montrent
une augmentation très similaire mais légèrement décalée en déformation (les gels plus durs
présentant une non-linéarité à une valeur de déformation plus faible).
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Figure 4.18 � A : Moyenne de tous les modules de Young d'une condition biochimique par
pas de force en fonction de la déformation homogène équivalente pour des gels polymérisés en
présence de 90 nM de gelsoline ; B : Moyenne des modules normalisés par le module à 500 pN ;
Les intervalles de force sont [0, 15, 70, 150, 400, 800] pN
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Figure 4.19 � A : Moyenne de tous les modules de Young d'une condition biochimique par
pas de force en fonction de la déformation homogène équivalente pour des gels polymérisés en
présence de 180 nM d'Arp2/3 ; B : Moyenne des modules normalisés par le module à 500 pN ;
Les intervalles de force sont [0, 15, 70, 150, 400, 800] pN



Chapitre 5

Discussion et perspectives

5.1 Discussion

Les résultats que nous venons d'examiner constituent la première étude mécanique systé-
matique de gel d'actine polymérisé par la machinerie Arp2/3. Ces gels ont un module de
Young de l'ordre 0.5 à 8 kPa pour une concentration en actine de l'ordre de 150 µM. Cette
gamme de rigidité et cette concentration correspondant à celles d'une cellule, l'étude de
la réponse mécanique de réseaux branchés d'actine est un pas en avant vers une meilleure
appréhension des fantastiques propriétés mécaniques des cellules.

Les études des gels polymérisés en solution ont montré que l'origine de la réponse visco-
élastique de ces systèmes, qu'ils soient réticulés ou non, peut être attribuée à des e�ets
d'origine entropique. Les gels d'actine formés par la machinerie Arp2/3 étant très di�é-
rents de ceux reconstitués en solution, notamment du fait de leur forte densité et de leur
organisation, nous avons cherché à comprendre comment la polymérisation au contact
d'une surface a�ectait la pertinence des modèles mécaniques.

Le montage expérimental original que nous avons utilisé pour mener cette étude systéma-
tique nous a permis de sonder un nombre très important de gels. En e�et, l'interaction
dipôle-dipôle étant une interaction à courte portée, chaque paire de billes donne accès à
une mesure indépendante de module du Young et un échantillon compte typiquement de
20 à 140 mesures. Pour donner un ordre de grandeur, avant cette thèse la littérature sur
le sujet relatait seulement l'étude de quelques dizaines de gels, or nous en avons sondé
plus de 8000. Ces fortes statistiques sont importantes dans l'étude des systèmes d'origine
biologique qui présentent quasiment systématiquement une forte dispersion.

L'accès à un grand nombre de points de mesure nous a permis d'obtenir des incertitudes
faibles par rapport aux valeurs moyennes, réalisant ainsi des mesures quantitatives pré-
cises. De plus, la possibilité d'utiliser des outils statistiques nous a été très utile lors de la
mise au point de l'expérience et de la validation des résultats. On peut citer le test non
paramétrique Pearson, qui calcule la corrélation entre di�érentes grandeurs, ou encore le
coe�cient de variabilité de dispersion qui permet de comparer des échantillons ayant un
type de distribution statistique di�érent.

La présente thèse étudie des gels d'actine polymérisés à l'aide d'un milieu de protéines pu-
ri�ées. Ces protéines étant extrêmement fragiles, nous avons réalisé un triplicat de chaque

103



104 CHAPITRE 5. DISCUSSION ET PERSPECTIVES

condition biochimique lors de l'étude la plus importante de nos travaux, à savoir la mesure
de la variation du module élastique des gels en fonction de la concentration en Arp2/3 et
en gelsoline au cours de leur croissance. Pour prendre en compte à la fois la dispersion
des mesures à l'intérieur d'un échantillon et entre échantillons, nous avons eu recours à
une meta analyse de données dite "random e�ect model".

Le principal résultat de cette thèse est la dépendance du module de Young de gels à la
concentration de deux ABP, Arp2/3 et gelsoline, lors de sa croissance. On constate une
variation quasi linéaire du module de 0.9 kPa à 7.9 kPa lorsque la concentration en Arp2/3
passe de 10 nM à 100 nM suivie d'un plateau situé entre 6 kPa et 8 kPa jusqu'à 400 nM
d'Arp2/3. Pour la gelsoline le module passe de 2.1 kPa à 20 nM à 6.8 kPa à 90 nM.
Au-delà, les barres d'erreur ne nous permettent pas de conclure entre un plateau et une
augmentation plus modérée. A 250 nM de gelsoline, le module est de 8.5 kPa. En parallèle
de ces mesures mécaniques, nous avons mesuré une faible variation de �uorescence des
gels traduisant une faible variation de la densité d'actine dans les gels. En conclusion,
nous mesurons des dépendances du module de Young aux concentrations d'Arp2/3 et de
gelsoline trop importantes pour être expliquée par la (faible) variation de la concentration
en actine. Nous attribuons ces dépendances à la variation de l'architecture des réseaux.
La présente discussion comporte deux parties : l'une s'attache à discuter l'in�uence des
protéines et l'autre à extraire de nos mesures une description microscopique de l'origine
de l'élasticité dans des réseaux denses et branchés de polymères semi-�exibles.

5.1.1 Rôle des protéines

En nucléant et en couvrant des �laments, Arp2/3 et gelsoline a�ectent de nombreux pa-
ramètres architecturaux du réseau. Cependant, du fait de leur action simultanée lors de
la polymérisation, nombre de ces paramètres sont interdépendants et il est di�cile pour
l'expérimentateur d'isoler l'impact de chacun sur la réponse mécanique du gel. Nous pou-
vons cependant discuter de l'e�et global des protéines sur la rigidité du réseau.

La littérature nous apprend qu'une augmentation de la concentration en Arp2/3 diminue
la distance entre branches (Blanchoin et al., 2000), l'étude de Higgs et al. (1999) montre
que ces grandeurs sont inversement proportionnelles sur la gamme de concentration de
0-10 nM. On comprend intuitivement qu'une diminution de la distance entre branches
rigidi�e le gel. Nos mesures mécaniques indiquent une rigidi�cation nette jusqu'à 100 nM
ce qui pourrait indiquer que, au moins jusqu'à cette valeur, l'e�et de Arp2/3 sur l'archi-
tecture se poursuit dans le même sens.

Au vu de nos résultats, il est di�cile de conclure pour les concentrations supérieures à
100nM. En e�et, le plateau observé pourrait avoir comme origine une saturation du ré-
seau en Arp2/3 activé lors de la croissance (i.e. une augmentation de la quantité d'Arp2/3
activé n'entraîne plus de diminution de la distance entre les branches) mais pas unique-
ment. Il pourrait également être lié à une saturation des protéines à la surface des billes
(une augmentation d'Arp2/3 n'entraîne alors pas d'augmentation d'Arp2/3 activés) ou
une saturation d'origine mécanique sur laquelle nous reviendrons lors de la comparaison
de nos résultats aux modèles d'élasticité.

Les conséquences d'une augmentation de la concentration en gelsoline sur l'architecture
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du réseau sont di�ciles à prédire. En bloquant la croissance des �laments, la gelsoline
a�ecte plusieurs paramètres comme la connectivité moyenne, le degré d'enchevêtrement
ou la distance entre branches. Une variation de ces paramètres in�uence di�éremment la
rigidité des gels, par exemple une diminution de l'enchevêtrement laisse plus de liberté
de mouvement aux �laments et conduit donc à un amollissement du gel. A contrario
nous avons vu précédemment qu'une diminution de la distance entre branches le rigidi�e.
Nous reviendrons sur la place de la connectivité moyenne des �laments lors de la compa-
raison de nos résultats avec les simulations numériques. Expérimentalement, les mesures
sont claires : une augmentation de la concentration en gelsoline rigidi�e le réseau. Cela
laisse entendre que l'e�et dominant est probablement une diminution de la distance entre
branches. L'idée est la suivante : en présence d'une quantité plus importante de gelso-
line, la probabilité que les �laments soient coi�és augmente. On peut donc supposer que
si moins de �laments produisent une force, le gel s'écarte globalement moins vite de la
surface. Les �laments restant plus longtemps dans la zone où Arp2/3 est activé sans que
la distance maximale par rapport au branchement précédent n'augmente avec le temps,
cela aboutit à une diminution de la distance moyenne entre branches. Cette vision est no-
tamment en accord avec les observations de Achard et collaborateurs sur l'impact d'une
augmentation de la concentration en gelsoline lors de la nucléation d'un réseau dendri-
tique (Achard et al., 2010).

Ces observations sur le lien entre la concentration en Arp2/3 et en gelsoline, et la dis-
tance moyenne entre branches peuvent sembler en contradiction avec la faible variation de
�uorescence des gels observée simultanément mais cette contradiction n'est qu'apparente.
La �gure 5.1 en est une illustration : sur les deux schémas, la longueur de �laments est
identique, mais on observe une distance entre branches moyenne plus importante sur le
schéma de gauche que sur celui de droite. Cet e�et est encore plus fort en trois dimensions
où les �laments peuvent se croiser sans se toucher.

Figure 5.1 � Sur les deux schémas la densité surfacique (longueur totale des �laments) est la
même, mais la distance entre branches est plus grande à gauche qu'à droite
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5.1.2 Origine microscopique de l'élasticité

Plusieurs paramètres entrent dans les lois d'échelle proposées par les di�érents modèles
mécaniques (voir le tableau recapitulatif du chapitre 2). La longueur de persistance (Lp)
des �laments, la longueur moyenne de chaîne soumise à la déformation (Lc) et la taille de
maille (ξ), que l'on associe à la densité de réseau via la relation (ξ2 = ac).

Tous les modèles de gel réticulé présentent une variation quadratique en fonction de ξ,
cette grandeur n'est donc pas d'un grand recours pour comparer nos résultats expérimen-
taux aux di�érents modèles théoriques. Les modèles se di�érencient cependant par leur
dépendance à la longueur caractéristique du réseau et à la longueur de persistance des
�laments.
Nos mesures mécaniques montrent qu'une augmentation de la concentration en Arp2/3
de 10 à 100 nM entraîne une augmentation d'un facteur dix du module. Dans un réseau
dendritique, il semble pertinent d'associer la longueur caractéristique à la distance entre
branches. De plus, les résultats expérimentaux de Higgs et al. (1999) indiquent que la dis-
tance entre branches est inversement proportionnelle à la concentration en Arp2/3 jusqu'à
20 nM. Au delà, une certaine saturation est observée, mais pourrait être due à la méthode
de mesure. Si on extrapole une dépendance linéaire jusqu'à 100 nM, le module de Young
d'un gel serait inversement proportionnel à la distance moyenne entre les branches. Cette
dépendance ne correspond pas du tout au modèle d'élongation entropique de Mackintosh
and Janmey (1995) qui propose une variation de E en L3

c et se rapproche plus des modèles
enthalpiques qui proposent des dépendances plus faibles avec Lc.

Le résultat de l'étude sur l'impact de la présence de phalloïdine s'interprète également
mieux dans le cadre des modèles enthalpiques. En e�et, nous avons vu que lorsque la
longueur de persistance des �laments passe d'une valeur comprise entre 2 et 9 µm à une
valeur de 17 µm, la rigidité du gel n'augmente que d'un facteur deux. Notre dépendance
est donc au plus linéaire et pas quadratique comme le prévoit le modèle d'élongation en-
tropique.

Cette idée que les propriétés mécaniques des gels d'actine dendritique sont d'origine en-
thalpique et non entropique, comme dans le cas des gels polymérisés en solution, s'accorde
bien avec l'idée que le rapport Lc/Lp est très di�érent dans ces deux types de réseaux. En
e�et pour les gels en solution, Lc/Lp est typiquement de l'ordre de 1. Au vu de la taille
de nos gels et de la mesure de densité, les gels que nous avons étudiés ont typiquement un
rapport Lc/Lp << 1. Cela correspond à des �laments dont les �uctuations thermiques de
�exion sont très fortement atténuées soit par une rigidité importante, soit par une perte
de degré de liberté due à un environnement très contraint.

Selon l'origine enthalpique ou entropique de l'élasticité, le comportement non linéaire d'un
matériau présente une signature très di�érente. L'origine entropique se traduit par une
augmentation très forte de la rigidité dès les petites déformations alors que l'origine en-
thalpique présente une non linéarité moins marquée qui se produit lorsque l'on quitte le
domaine des petites déformations. Il aurait donc été intéressant de mesurer directement
la variation du module en fonction de la pré-contrainte appliquée à nos gels. Cependant,
la géométrie de notre montage expérimental ne nous a pas permis de réaliser cette expé-
rience et ainsi de mesurer le module di�érentiel. Les mesures indirectes auxquelles nous
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avons eu recours pour caractériser les non linéarités de nos réseaux ne permettent pas de
faire la di�érence entre les régimes par l'a�rmative. On peut cependant raisonnablement
supposer que, si les gels étaient très non linéaires, avec une forte augmentation de leur
rigidité dès les petites déformations, une mesure, même indirecte, l'aurait mis en évidence.
La faible importance des non linéarités mesurées ici pointe donc elle aussi en direction
d'une origine enthalpique de l'élasticité.
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Figure 5.2 � Diagramme des modes de déformation d'un réseau d'actine en fonction de la
longueur moyenne des �laments (en 2D équivalent à la connectivité) et de la concentration (en
2D équivalente à l'inverse de la densité de réticulation) d'après Head et al. (2003b)

On peut également comparer nos résultats à ceux des simulations numériques de type mi-
kado. Head et al. (2003b) proposent un diagramme de régime comprenant trois modes de
déformations : élongation entropique, extension/compression (EC) enthalpique et �exion
enthalpique (�g5.2). Le passage d'un régime à un autre est gouverné par deux para-
mètres : la longueur moyenne des �laments et la distance entre points de réticulation (ces
simulations étant réalisées à deux dimensions, cette grandeur équivaut à 1/c avec c la
concentration en actine). Qualitativement, les gels polymérisés en solution se trouvent en
haut à gauche du diagramme dans la zone entropique puisque les gels en solution sont faits
de �laments longs et faiblement réticulés. Qualitativement, on peut placer les gels poly-
mérisés par la machinerie Arp2/3 plus en bas à droite du diagramme puisque les �laments
sont nettement plus courts et plus réticulés. On peut en conclure qu'ils se rapprochent
de la zone de transition entre le régime de �exion et celui d'élongation/compression, tous
deux d'origine enthalpique. Head et al. (2003b) predisent une transition entre le régime
d'extension/compression enthalpique et le régime d'élongation entropique lorsque Lc est
de l'ordre de (a2Lp)

1/3 ce qui pour un �lament d'actine est de l'ordre de 100 nm. Ceci est
bien en accord avec les résultats que nous avons obtenus, avec des gels dont la taille de
maille est d'environ 50 nm.

La transition entre les deux régimes enthalpiques a été étudiée numériquement par Broe-
dersz et al. (2011). Dans leurs simulations numériques en trois dimensions (�g 5.3), la
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transition de régime est gouvernée par deux paramètres. En abscisse le rapport de la rigi-
dité en �exion des �laments sur leur rigidité en EC. Lorsque celui-ci augmente, il devient
plus coûteux énergétiquement pour les �laments de �échir que subir une EC pour accom-
moder la déformation, ce qui entraîne la transition de régime. En ordonnée se trouve la
connectivité : elle représente le nombre moyen de brins qui sont liés à un même n÷ud.
A faible connectivité, la déformation d'un �lament n'a�ecte que peu son environnement
immédiat puisqu'il n'est pas connecté à beaucoup d'autres �laments. Pour accommoder
la déformation, il est donc moins coûteux au réseau de �échir fortement une petite partie
de ses constituants. C'est pourquoi on parle de déformation non a�ne pour le mode de
�exion. Lorsqu'on augmente la connectivité, le déplacement d'un élément du réseau en-
traîne la déformation de beaucoup d'autres. Il est donc moins coûteux pour le système
de distribuer la déformation sur tous ses constituants en les déformant par EC. Entre les
deux régimes, les auteurs décrivent l'existence d'un régime mixte dont la loi d'échelle du
module correspond bien à nos mesures expérimentales (E ∼ Lc).
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Figure 5.3 � Diagramme des modes de déformation d'un réseau d'actine en fonction de la
connectivité et du rapport de la rigidité des �laments lorsqu'on les déforme en �exion et en
extension/compression. D'après Broedersz et al. (2011)

Bien qu'il ne s'agisse pas à proprement parler d'une augmentation de connectivité, on
peut se demander si le plateau observé au delà de 100 nM d'Arp2/3 ne serait pas dû à
une transition vers un régime purement EC. En e�et on peut s'attendre à ce qu'une dimi-
nution de la distance entre branches entraîne une perte de degrés de liberté des �laments,
ce qui correspond à l'e�et d'une augmentation de la connectivité. Une fois le réseau en
régime EC, une diminution de la distance entre branches n'a plus d'e�et sur le module
puisque la loi d'échelle du régime EC ne dépend pas de Lc, d'où l'apparition d'un plateau.
Dans notre système, la connectivité est de 3 puisque la liaison Arp2/3 est en Y. Nous
verrons plus loin comment il est possible de faire varier ces quantités pour explorer le
diagramme proposé par Broedersz et al. (2011).
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5.2 Perspectives

Nous allons maintenant développer quelques perspectives qui s'ouvrent à l'issue de cette
thèse. D'une part, celles concernant la suite directe des études que nous avons menées, tou-
jours dans le but de mieux comprendre la réponse mécanique de gel d'actine dendritique
et d'autre part, celles o�ertes par le développement récent d'un nouveau système expéri-
mental également basé sur l'interaction dipolaire magnétique mais utilisant des colloïdes
cubiques.

5.2.1 Perspectives directes

Pour approfondir les questions de régime mécanique et de dépendance aux grandeurs ca-
ractéristiques et à la connectivité du réseau, il serait intéressant d'ajouter des protéines de
réticulation après la polymérisation des gels. Ces liens supplémentaires entre les �laments
permettraient de tester les conséquences d'une diminution de la longueur caractéristique
du réseau sur le module de Young. Une approche pourrait être de s'interroger sur l'évolu-
tion du module d'échantillons initialement faiblement et fortement branchés en fonction
de la densité de réticulation ajoutée après la croissance. Si la di�érence de rigidité entre
fort et faible branchement est bien liée à une di�érence de Lc, on peut s'attendre à ce que
l'augmentation de la densité de réticulation mène à une superposition des deux courbes.
L'utilisation de protéines de réticulation extérieures à la machinerie Arp2/3 nous permet-
trait également d'accéder à une gamme plus large de valeurs de Lc.

Une autre question intéressante à aborder pour l'équipe serait celle du débranchement.
Durant ma thèse nous avons supposé que le lien réalisé par Arp2/3 entre les �laments
était toujours présent dans nos gels et ne se rompait pas avec le temps, notamment du
fait que la phalloïdine est connue pour stabiliser le branchement au même titre que le
lien entre les monomères d'actine. In vivo, la cinétique de débranchement joue un rôle
central dans la transition entre le lamellipode et le lamella. Cette transition se traduit en
particulier par la dépolymérisation de certains �laments et une réorganisation en arc de
cercle des autres à l'arrière du lamellipode suite à l'action de moteurs moléculaires. Ce
mécanisme est proposé pour expliquer la translocation du corps de la cellule (Svitkina
et al., 1997).
Récemment, Gandhi et al. (2010) ont montré que la protéine Glia Maturation Factor
(GMF) induit un débranchement rapide des �laments. Ils proposent de classer cette pro-
téine dans une nouvelle famille d'ABP dont le rôle serait spéci�quement de réguler le
débranchement in vivo. L'ajout de cette protéine à notre système ouvrirait un grand
nombre d'axes d'étude. On pourrait notamment étudier la transition de réponse méca-
nique entre un gel dense réticulé et un gel dense enchevêtré.

L'introduction de protéines de réticulation aprés la polymérisation et le débranchement
permettrait d'aborder des questions relatives à l'in�uence de la rigidité de la protéine liant
les �laments sur la réponse mécanique du réseau. De plus en utilisant plusieurs agents
réticulants un nombre di�érent de �laments nous permettrait de contrôler directement
la connectivité du réseau. On peut imaginer mener une étude où l'on suivrait l'évolution
du module selon la densité de réticulation par di�érentes ABP et ainsi tester, au moins
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qualitativement, la transition entre di�érents régimes mécaniques.

L'origine du plateau de rigidité observé à forte concentration d'Arp2/3 pourrait également
être éclaircie en menant une étude sur l'impact de la densité de gre�age de l'activateur
d'Arp2/3 à la surface des billes. Si la saturation de la rigidité du gel au-dessus de 100nM
est due à une saturation des activateurs d'Arp2/3, on devrait assister à une modi�cation
de la concentration d'Arp2/3 au début de plateau et de la valeur du plateau. Si la satu-
ration est d'origine mécanique (typiquement un changement de régime), le plateau sera
identique sur toute une gamme de densité de gre�age.

Une étude en fréquence permettrait de mieux comprendre les mécanismes de relaxation
des contraintes associées à une déformation. Le comportement en fréquence du G" nous
permettrait d'étudier les temps de relaxation caractéristiques des gels en fonction de la
concentration en gelsoline et en Arp2/3. L'expérience de �uage a montré que les gels
ont un comportement viscoélastique lorsque la sollicitation est très rapide (τ ∼ 10ms). Il
faudra donc sonder les gels à haute fréquence (typiquement 100 Hz) pour obtenir un dé-
phasage sensible entre la contrainte appliquée et la déformation. L'acquisition récente de
la caméra Neo de chez Andor nous permettant de monter à des fréquences d'acquisition de
700 Hz devrait rendre ces mesures possible. L'équipe devra cependant s'interroger au préa-
lable sur les problèmes d'adhésion dans un cadre comme celui proposé par la théorie JKR.

Nous avons vu tout au long de ce manuscrit les questions engendrées par la géométrie
sphérique du contact. Le fait que dans notre montage expérimental, la surface de contact
entre le gel et la sonde dépende de l'indentation, aura été un enjeu récurrent au cours de
ma thèse. Le soin apporté au calcul de ce paramètre géométrique est lié à la démarche
quantitative que nous avons adoptée. En e�et, la connaissance de l'aire de la surface de
contact permet d'accéder aux propriétés intrinsèques des gels et ainsi de quanti�er les dif-
férences en s'a�ranchissant de variations environnementales. Pour dépasser les limitations
imposées par la géométrie de notre contact, un post-doctorant de notre équipe, Joseph
Tavacoli, a développé de nouveaux colloïdes magnétiques dont on contrôle la forme très
précisement.

5.2.2 Mesures par colloïdes à faces planes

Ces colloïdes sont fabriqués par une technique basée sur la photolithographie. On dis-
perse des particules superparamégnétiques de 300 nm, dont la couche extérieure est faite
de silice (MasterBeads, Ademtech), dans de l'ETPTA (Ethoxy TriPropylene TriAcrylate).
L'interaction entre les particules de silice et le polymère permet d'atteindre une fraction
volumique de particules importante tout en conservant la stabilité et l'homogénéité du
mélange. On remplit de cette solution des puits fabriqués par photolithographie dans une
plaque de PDMS. Le solvant étant photo-réticulable, les particules nanométriques restent
attachées les unes aux autres après avoir été exposées à des rayons UV. Après démoulage,
on obtient des colloïdes superparamagnétiques de taille micrométrique de la forme sou-
haitée.

On peut voir sur les trois premières lignes de la �gure 5.4 des images prises en microscopie
électronique montrant la diversité des formes accessible. Cette technique est extrêmement
puissante pour plusieurs raisons : d'une part la possibilité de contrôler parfaitement la
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forme des colloïdes. D'autre part la polydispersité peut être considérée comme étant égale
à la précision de gravure dans le masque initial, soit de l'ordre de 5%. En�n la très forte
concentration de la solution initiale en particules nanométriques permet une aimantation
à saturation importante des particules micrométriques.

Ce nouveau système permet d'étudier les questions d'auto-organisation à deux dimen-
sions, mais il ne s'agit pas du sujet abordé ici (Tavacoli et al., soumis). Nous allons pour
notre part nous intéresser aux nombreuses possibilités d'étude qu'o�re la croissance de gel
d'actine par la machinerie Arp2/3 sur des particules cubiques. Les avantages o�erts par
ce nouveau système sont importants, puisque la taille des colloïdes contrôle la taille de
la surface de contact qui restera constante pour un gel en croissance et ce quelle que soit
l'indentation. Cette nouvelle technique conserve de surcroît l'une des grandes forces du
montage expérimental utilisé pendant ma thèse : l'accès à un grand nombre de données
expérimentales.

Figure 5.4 � Trois lignes du haut : images en microscopie électronique de colloïdes de formes
variées ; Ligne du bas : exemple d'auto organisation de colloïdes cubiques lorsqu'ils sont soumis
à un champ magnétique, barre d'échelle 10 µm, images de Joseph Tavacoli
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Mesure du module di�érentiel

Une surface de contact plane o�re la possibilité d'appliquer une pré-contrainte spatiale-
ment constante à l'intérieur des gels. En ajoutant au champ continu une oscillation de
petite amplitude, on est capable de mesurer le module di�érentiel des gels en calculant
le rapport entre l'amplitude de la contrainte et celle de la déformation. L'évolution du
module di�érentiel avec la contrainte traduit les propriétés non linéaires du matériau.

Mesure du coe�cient de Poisson

En mécanique du solide, la caractérisation complète d'un matériau nécessite la connais-
sance de deux de ses constantes. Dans le cas des mesures en compression, on s'intéresse
en général au module de Young et au coe�cient de Poisson du matériau. Bien qu'elle soit
souvent négligée dans les études mécaniques dont nous avons parlé, la mesure de ce para-
mètre permettrait une autre "compréhension" mécanique des réseaux d'actine branchés.
Si ν = 0.5, le matériau est incompressible et la perte de volume associée à une compres-
sion entraîne l'apparition de contraintes internes importantes liées à une redistribution de
la matière dans l'échantillon ; si l'aire de contact est petite devant l'épaisseur du gel, le
problème du con�nement mène à une erreur importante sur la valeur mesurée du module
de Young. A l'opposé se trouvent les matériaux qui ont un ν = 0 et qui sont parfaitement
compressibles.

Le contrôle précis de l'aire de la surface de contact o�ert par la technique de fabrication
des colloïdes cubiques nous permettrait de réaliser la première évaluation de ce paramètre
pour des réseaux d'actine branchés. En e�ectuant des mesures mécaniques sur un même
échantillon, mais avec des colloïdes cubiques de taille di�érente, on doit être capable de
dire si ces gels sont de type ν = 0 ou ν = 0.5. Si νact = 0, la valeur du module obtenue
sera indépendante de l'aire de la surface de contact, alors que si νact = 0.5, on s'attend à
voir le module de Young du matériau augmenter avec une diminution de l'aire de contact,
cette augmentation étant liée à la place de plus en plus importante occupée par les e�ets
de con�nement.

Mesure sur des gels non stabilisés

L'étude de gels non stabilisés comporte deux aspects : d'une part les gels en présence d'une
forte concentration en monomères, donc en pleine croissance, et d'autre part celle sur des
gels en présence d'une concentration en monomères de l'ordre de la concentration critique
du bout barbé que l'on peut considérer comme croissant très doucement. Typiquement, le
premier cas conduit à l'étude de la vitesse de croissance d'un gel soumis à une contrainte
et donc à la mesure de la relation force-vitesse des gels d'actine branchés Il serait très
intéressant de mesurer la variation de cette loi en fonction de la concentration en gelsoline
et en Arp2/3, pour voir s'il existe un lien avec leur rigidité mesurée pendant ma thèse.
Les mesures sur des gels croissant doucement permettrait notamment d'étudier extensive-
ment la réponse mécanique de gel non stabilisé par de la phalloïdine sans se heurter aux
di�cultés que nous avons précédemment rencontrées. On pourrait ainsi s'intéresser aux
conséquences de la variation de la longueur de persistance des �laments sur le module du
matériau à di�érentes concentrations en Arp2/3 et donc à di�érents Lc.
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Annexe A

Relation entre les grandeurs

mécaniques macroscopiques
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Figure A.1 � K le module de compressibilité ; E le module de Young ; λ le premier coe�cient le
Lamé ; G le module de cisaillement ; ν le coe�cient de Poisson
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Annexe B

Concentration des tampons

Tampon espèce concentration (mM)

ATP mix

ATP 12

DTT 40

Dabco 0.9

TPX

Hepes 10

KCl 100

CaCl2 0.1

MgCl2 10

TPG

Tris 5

CaCl2 0.2

KME (x20)

KCl 2000

MgCl2 20

EGTA 4
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Annexe C

Mesure de l'épaisseur
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Figure C.1 � Comparaison des méthodes de mesure de l'épaisseur ; en ordonnée l'épaisseur des
gels obtenue par un ajustement des points de la courbe force-déplacement inférieurs à 100 pN
par le modèle de Hertz ; en abscisse l'épaisseur obtenue en faisant la moyenne de la distance des
points compris entre 2 pN et 5 pN
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Actin filaments play a fundamental role in cell mechanics: as-

sembled into networks by a large number of partners, they ensure

cell integrity, deformability, and migration. Here we focus on the

mechanics of the dense branched network found at the leading

edge of a crawling cell. We develop a new technique based on the

dipolar attraction between magnetic colloids to measure mechan-

ical properties of branched actin gels assembled around the col-

loids. This technique allows us to probe a large number of gels and,

through the study of different networks, to access fundamental re-

lationships between their microscopic structure and their mechan-

ical properties. We show that the architecture does regulate the

elasticity of the network: increasing both capping and branching

concentrations strongly stiffens the networks. These effects occur

at protein concentrations that can be regulated by the cell. In ad-

dition, the dependence of the elastic modulus on the filaments’

flexibility and on increasing internal stress has been studied. Our

overall results point toward an elastic regime dominated by enthal-

pic rather than entropic deformations. This result strongly differs

from the elasticity of diluted cross-linked actin networks and can be

explained by the dense dendritic structure of lamellipodium-like

networks.

cytoskeleton ∣ dendritic networks ∣ magnetic dipolar forces ∣

enthalpic elasticity ∣ semiflexible polymer

The cytoskeleton is an interconnected network of filamentous
polymers and regulatory proteins. The cell’s integrity, deform-

ability, and capacity to change shape come from the mechanical
properties of these organized assemblies of filaments. Both the
flexibility of the filaments themselves and their relative organiza-
tion give the assembly its mechanical properties. We are inter-
ested in unraveling the link between mechanical properties and
microscopic architecture in actin cytoskeleton networks. In cells,
the actin filaments are organized by a large variety of proteins
into different types of structures, depending on their location in
the cell and their function (1). For example, in cell motility, actin
polymerization drives protrusion of the leading edge of a crawling
cell (2) within two organelles, lamellipodia and filopodia, based
on two different actin polymerization machineries (3, 4). In
lamellipodia, which are broad, flat protrusions, actin filaments
assemble into a dendritic network through the branching protein
complex Arp2/3 (4, 5). The polymerization of actin filaments at
their barbed ends generates the driving force that extends the cell
membrane forward. In filopodia, which are long finger-like pro-
trusions filled with bundled actin filaments, processive actin
barbed-end assembly is induced by formins at the tip (6). Actin
is also present in the cortex, a cross-linked structure found be-
neath the plasma membrane, where it ensures cell integrity
and mechanical support. These actin meshworks predominantly
contribute to the cell’s ability to sense the micromechanical en-
vironment properties and to transmit compressive and tensile
stresses. Their mechanical properties are crucial to determine
the distance over which cellular response can be triggered by me-
chanical cues (7).

Polymer networks have elastic properties that directly rely on
the individual behavior of their polymer chains and their relative

organization. Actin filaments are semiflexible polymers: in all
networks found in the cell, their typical length is less or compar-
able to their persistence length, i.e., they do not form loops and
are nearly straight. As a consequence, the elasticity of their net-
works arises from two contributions: an entropic one that origi-
nates in the thermal fluctuations of individual filaments and an
enthalpic one that comes from mechanical deformations of the
filaments themselves (Fig. 1A). In entropic elasticity, filaments
resist extension by the decrease in the number of available con-
figurations. Near full extension, as the available conformations
are drastically reduced, the filaments resist strongly to further ex-
tension. This phenomenon appears even at small strains in net-
works formed from semiflexible polymers, as they are already
close to extension. Networks formed from such polymer stiffen
when subjected to increasing stress, a behavior called nonlinear
elasticity, typical of biological networks (8). Cross-linked actin
networks exhibit this kind of entropic elasticity with a strong
stress-stiffening (9, 10). Enthalpic elasticity comes from the me-
chanical deformation of the molecular links between monomers
within the filament. Two regimes of enthalpic elasticity have been
identified, one dominated by filament bending, the other by com-
pression or stretching of the filaments (11–13). In enthalpic elas-
ticities, the above-mentioned mechanism responsible for stress
stiffening is absent. However, the enthalpic buckling of filaments
subjected to an important force can lead to stress-softening, as
was observed in dense branched networks (1).

Here we present a new technique that allows the collection of
large amounts of data on the mechanical properties of actin
networks. We study actin organized in structures comparable to
the lamellipodium. The actin network is directly assembled in
dendritic gels around superparamagnetic colloids, and mechan-
ical measurements are based on magnetic dipolar attraction be-
tween colloids. The network growth occurs from the surface of
the colloids and requires a limited number of proteins including
actin, the Arp2/3 complex and a capping protein (14, 15). Due to
this assembly process, we can probe denser and more organized
actin networks than those that have been measured by macro- or
micro-rheology. Previous experiments based on these techniques
have used purified actin filaments either entangled or cross-
linked by various proteins, forming loose networks (16). Mea-
surements have been performed on branched actin networks
grown form a surface via the Arp2/3 complex, as in our experi-
ments (17, 18). These experiments are delicate, as they use
macroscopic force sensor such as AFM and micropipette, which
prevents the authors from studying a large range of parameters.
On the contrary, in our experiment, each pair of colloids is a mea-
surement device by itself, which allows us to carry out orders of
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magnitude more measurements than those allowed previously.
We have thus studied the mechanical properties of gels with dif-
ferent histories and architectures by tuning the growth conditions.
Using reconstituted medium allows us to modify the growth con-
centration of two proteins crucial for the architecture of the
network: Arp2/3 complex, which induces the formation of new
branches, and gelsolin, which regulates the length of filaments
by capping the growing end. Hence we aim to establish the rela-
tionship between the growth process, the architecture, and the
mechanics of actin networks.

Results

In this work, dendritic gels of actin grow around superparamag-
netic colloids. We use a minimal set of proteins (14, 15): F-actin,
gelsolin, Arp2/3 complex and cofilin, and colloids covered with
the VCA domain of the protein neuronal Wiskott–Aldrich Syn-
drome protein (N-WASP). The polymerization is localized at the

surface of magnetic beads. The formation and the integrity of the
gel are checked by fluorescence microscopy using labeled actin.
Specifically we let the gel grow for 15 min before stopping the
polymerization by dilution in a buffer containing phalloidin. We
thus obtain a stable configuration in which actin filaments do
not polymerize (due to dilution, the actin concentration becomes
smaller than the critical concentration for polymerization) and do
not depolymerize (due to the stabilization of the filaments by
phalloidin). These gels are stable for at least one hour. No evolu-
tion of the gels thickness or fluorescence was observed during the
time course of an experiment. The mean fluorescence in the shell
is measured for each actin gel, and gives an estimation of the actin
concentration in the networks of the order of 170 μM (Materials

and Methods).
Under a uniform magnetic field, each colloid acquires a mag-

netic moment that depends on the magnetic field intensity, and
the only force applied to the colloids arises from dipolar interac-
tion between neighboring beads. As a consequence, the colloids
self-organize in chains parallel to the field and do not migrate
(Fig. 1B). The dipolar forces between colloids in chains have al-
ready been used successfully to measure colloidal forces (19) and
actin-polymerization induced forces (20). Increasing the mag-
netic field increases the attractive dipolar force between the col-
loids (21) and induces deformation of the gels present on the
colloids. The relative displacement of the beads is measured by
video microscopy as a function of field strength, and a force-dis-
tance profile is reconstructed from these measurements (Fig. 1B).
The main advantage of this technique is that each pair of beads is
a sensor by itself and tens of force-distance curves can thus be
recorded within half an hour in one sample.

To provide a well-defined surface of contact during the defor-
mation of the actin shells, we mix actin-covered beads with non-
adhesive bare beads (BSA-coated) and only consider actin gels
facing bare beads (see SI Text and Fig. S1 for a typical experiment
between two actin-covered beads). As the surface of the gel is
spherical, the area in contact with the neighboring bead increases
when the gel is deformed. This situation is a typical problem of
contact mechanics described by the Hertz contact theory. The ex-
perimental force-distance curves are fitted by a modified Hert-
zian model that takes into account the finite thickness of the
elastic medium (22). Both the elastic modulus and the thickness
of the gel are used as adjustable parameters.

A typical force-distance curve showing the deformation of an
actin gel is given in Fig. 1B. The difference between the loading
(compression) and unloading (decompression) curves is minimal.
The fit is in good agreement with the experimental curves, except
for the largest distances between colloids (SI Text). Fig. 1C shows
the histogram of elastic modulus obtained from 129 different
actin gels grown at our reference concentrations of proteins
(180 nMArp2/3 and 90 nM gelsolin). The mean value of the elas-
tic modulus is 5.2 kPa and has a standard deviation of only
1.9 kPa. Thanks to the large number of measurements in one
sample (between 50 and 150 gels are probed in one experiment),
the confidence interval at 95% for the mean elastic modulus is
10% of the mean. Reproduction of the same experimental con-
ditions introduces new uncertainties, and the standard deviation
between the mean elastic modulus of different experiments is on
the order of 20%, which is still much lower than published values
on comparable branched actin networks.

Our measurements are in good agreement with values pro-
vided by Chaudhuri et al. and Marcy et al. on dendritic actin gels
grown from a surface with the same Arp2/3 machinery (17, 18),
but differ strongly from measurements on cross-linked networks.
This discrepancy can be explained by stronger actin concentration
(23) and the different architectures of the networks. Our mea-
surements are also compatible with the values measured in single
cells and in tissues. Typical Young’s moduli range from 650 Pa

Fig. 1. Modes of deformation and principle of measurements. (A) Schematic

of enthalpic (Left) and entropic (Right) deformations of Arp2/3 branched fi-

laments. The deformation of the box is vertical and the material is considered

incompressible. (B) Typical force-distance curve. Blue circle: compression; red

crosses: decompression; black lines: Hertzian fit modified for finite thickness

(plain: range of the fit; dotted: extrapolation to the whole range of distance).

Inset: bright-field and fluorescent images of a chain. Three beads are covered

by actin gel as shown by the fluorescent image. Scale bar, 4 μm. (C) Histogram

of Young’s moduli extracted from one experiment (129 probed gels) at

½gelsolin� ¼ 90 nM and ½Arp2∕3� ¼ 180 nM. Mean value is 5.2 kPa; standard

deviation is 1.9 kPa. Inset: Histogram of thicknesses; mean value is 650 nm;

standard deviation is 130 nm.
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for liver to tens of kPa for muscle (7). On single cells in culture,
typical values scatter between 0.1 and 40 kPa (24).

Elasticity and Architecture. As the architecture of the gels is tightly
linked to the growth process, varying the concentration of the
branching and capping proteins in the polymerization medium
changes the architecture of the studied networks. We carry
out measurements in which the concentration of one protein is
varied while all the others are kept constant. At constant gelsolin
(90 nM) we investigate a range of Arp2/3 concentrations from
10 nM to 400 nM. Note that lower values induce formation of
fractured gels. Likewise, at constant Arp2/3 (180 nM), we inves-
tigate a range of gelsolin concentrations from 20 nM to 250 nM.
In this case, lower values induce formation of gels that are too
thin to be probed. Each point is reproduced at least three times
for a total of 200–400 measurements for each condition. The ac-
tin concentration around the beads is estimated from the fluor-
escence measurements for the different concentrations of Arp2/3
and gelsolin (Fig. 2, insets). The variation of actin density is at
most a factor of 1.6 for gelsolin variation and 1.5 for Arp2/3 var-
iation. Such a weak actin density variation with branching has
already been observed in similar networks (25). Meanwhile, the
gels strongly stiffen as the concentration of branching protein
increases (from 1 kPa at 10 nM to 8 kPa at 100 nM), and the
Young’s modulus levels off at a concentration above 100 nM
(Fig. 2A). The increase in capping also strongly stiffens the net-
work (from 2 kPa at 20 nM to 7 kPa at 90 nM) before plateauing
(Fig. 2B). Thus, the increase of the capping and branching protein

concentrations during the assembly process, while having weak
effect on the actin density, induces a drastic stiffening of the actin
networks. These dependences on protein concentrations will be
discussed in light of existing models of polymer network elasticity
in the discussion section.

Rigidification by Phalloidin. To further investigate the link between
microscopic and macroscopic mechanical properties of the net-
work, we study the role of the rigidification of filaments induced
by phalloidin. We thus conduct experiments in the presence or in
the absence of phalloidin. In the latter case, as the gel grows, the
shape of the gels in already-formed chains can become nonsphe-
rical. Consequently, we adapt the protocol by stopping the mag-
netic field in between each measurement and only analyzing the
newly-formed pair of beads, reduced to 22 in five different sam-
ples. A typical force distance curve is given in Fig. S2. We obtain a
Young’s modulus around half the value of the phalloidin-
stabilized sample (3.4� 0.6 kPa, compared to 5.9� 0.8 kPa).

We then compare these networks measurements to the flexibil-
ity of individual filaments. The persistence length of actin fila-
ments varies from 18 μm for actin stabilized by phalloidin to 9 μm
for (ADP) actin with no phalloidin (26). In solution, cofilin
strongly increases the bending flexibility of the filaments it inter-
acts with. The persistence length of actin in presence of excess
cofilin has been measured to be 2.2 μm (27). In our case, the con-
centration of cofilin is lower and the tension applied to the fila-
ments both during the network growth and deformation may
perturb the interaction of cofilin with actin filaments (28). Hence,
in our experiments without phalloidin, the persistence length of
actin filaments is comprised between 2.2 and 9 μm. For actin fila-
ments in the presence of both cofilin and phalloidin, no value
of the persistence length was present in the literature. We thus
performed the measurements at the concentrations used in the
colloidal-chain experiments and found a persistence length of
16.2� 1.4 μm (Materials and Methods and Fig. S3).

The stabilization by phalloidin therefore stiffens the network
by a factor of approximately 2 while increasing the persistence
length of individual filaments by a factor of 2 to 8 (depending
on the interaction of cofilin with the filaments). The experimental
dependence of the network elasticity on the persistence length is
therefore linear or less.

Influence of Time Growth. Because polymerization of the actin gels
proceeds from the surface of the bead, the older network is
pushed away from the surface by the new polymerizing network.
The external layer of the growing gel is therefore tangentially
stretched while the inner layers are radially compressed (29).
The tangential stress can lead to the development of a notch and
ultimately to the fracture of the gel (30). Here, studying gels at
different growth times gives indications of the internal stress de-
pendence of the mechanics of branched actin networks. Specifi-
cally, polymerization is stopped by dilution in phalloidin after
different growth times from 4–30 min. We test two concentrations
of Arp2/3 (44 and 400 nM) while gelsolin is kept constant
(90 nM). The high Arp2/3 concentration results in a situation
where very few gels break. In this case, the elastic modulus
evolves slightly while the mean thickness of the gel significantly
increases up to 25 min after the initiation of polymerization
(Fig. 3A). We estimate the average tangential and radial stresses
in our experiments by using the calculations of Noireaux et al.
(29) with the elastic modulus and thickness measured for each
gel in our experiments. We compute that the average tangential
stress changes from 700 Pa after 3 min of polymerization to
1,500 Pa after 30 min, while the average radial stress changes
from 250 Pa to 1,000 Pa (Fig. 3B). In the same time, the measured
elastic modulus evolves slightly from 5.7� 0.6 kPa to 6.6�
0.6 kPa. This result signals a weak stress-stiffening when com-
pared to measurements on cross-linked networks.

Fig. 2. Architecture of gels influences Young’s modulus. Evolution of the

Young’s modulus with [Arp2/3] at ½gelsolin� ¼ 90 nM (A) and with [gelsolin]

at ½Arp2∕3� ¼ 180 nM (B). Each point represents the mean of 200–400 probed

gels obtained from at least three reproductions of the same conditions. The

error bars represent the 95% confidence interval on the mean elastic mod-

ulus. Inset: evolution of fluorescence density with [Arp2/3] and [Gelsolin],

giving an estimate of actin concentration in the networks.
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In the low Arp2/3 case, the majority of gels are unbroken
12 min after the start of polymerization, while very few remain
intact after 20 min of growth (Fig. 3D). During the analysis
each gel is classified either homogenous or broken, based on
fluorescent images (Fig. 3 E–G). For some gels the classification
is ambiguous and those gels are disregarded. We obtain two
curves of the Young’s modulus as a function of growth time for
broken and unbroken gels (Fig. 3C). Similar to the high Arp2/3
case, the elasticity of homogenous gel exhibits no significant evo-
lution, although its thickness and thus its internal stress increases
(from 320 Pa at 4 min to 650 Pa at 12 min). After the gels break,
the elastic modulus is divided by a factor of two (2.0 kPa� 0.5 for
broken gels compared to 3.8 kPa� 0.4 for unbroken gels). After
the appearance of the first notch, stresses in the gel due to geo-
metrical constraints are released although the gel is still not de-
tached and a stress could remain. The measurements at different
growth times thus indicate a weak stress-stiffening of the probed
gels: the Young’s modulus does not evolve significantly with time
even though the radial internal stress is increased four times and
its maximum variation corresponds to a factor of two when a large
part of the internal stress is released.

Discussion

In this paper, we study the relationship between network archi-
tecture and elasticity of lamellipodium-like actin networks. We
report, for the first time, the dependence of the elasticity of such
networks on the concentration of capping and branching pro-
teins. We show a strong stiffening of the networks when either
capping or branching concentrations are increased. The more
Arp2/3 is present, the more branched the networks are. This re-
sults in a weak increase of the actin density within the network
whereas the networks strongly stiffen. When [Arp2/3] is increased

further, the Young’s modulus reaches a plateau, which can be at-
tributed to a saturation of Arp2/3 activation by the VCA present
on the colloids. We also look at the effect of the protein gelsolin,
which caps growing ends of the filaments. We find a four-fold
stiffening of the networks when gelsolin concentration is in-
creased from 20 to 90 nM. Increasing the concentration of gel-
solin will increase the rate of capping and thus reduce the length
of the actin filament from the branching point to its capped end.
This reduced length will decrease the connectivity of the network
and thus induce its softening (31). Additionally, due to the semi-
flexibility of the filaments, the orientation of adjacent strands re-
mains correlated; shorter strands will induce shorter long-range
correlation, which will also result in the softening of the network
(12). Both these effects would point to a softening when the con-
centration of gelsolin increases, in contrast to the observed stif-
fening. Nevertheless, the protein gelsolin has also been shown to
reduce the distance between branches in reconstituted systems
(25, 32). The major mechanical effect of increasing gelsolin is
neither the decreasing connectivity nor the decrease of the fila-
ments total length but rather the reduction of the distance be-
tween branching points.

The various mechanical models that describe the elasticity of
semiflexible polymer networks are built on different microscopic
origins of elasticity. They are all based on the same parameters:
the persistence length of the filaments, lp, the mesh size of the
network, ξ, and a characteristic length of the network, L. In cross-
linked networks, L is the distance between crosslinks. The mesh
size ξ for this type of polymer is given by ξ ∼ ða cAÞ

−1∕2 where a
is the size of the actin monomer and cA the actin concentration
(33, 34). The entropic elasticity model has been used to interpret
dilute actin network rheology. In this model, the elastic modulus
reads E ∼ kT ξ−2 lp

2 L−3 (23), where kT is the thermal energy.
For models where the elasticity arises from the enthalpic bending
of the filaments, the elastic modulus has been proposed to scale
as E ∼ kT ξ−2 lp L−2 (13, 35). However, the elastic modulus of
this mode of deformation may be overestimated, due to its non-
affine nature: the deformation is localized in some parts of the
gel. When the elasticity comes from the enthalpic stretching, the
modulus can be rewritten from (13) as E ∼ kT ξ−2 lp a

−2. A re-
gime in which enthalpic bending and enthalpic stretching are
coupled has also been found in 3D simulations with an intermedi-
ate dependence on L (13). In the following discussion we will in-
terpret our experimental results in light of these models.

In our experiments we found a weak dependence (linear or
less) of network elasticity on persistence length. An entropic ori-
gin would lead to a quadratic dependence of the elasticity to lp,
which is far from our measurements. Instead, this result strongly
suggests a dominant enthalpic contribution to the origin of elas-
ticity in the branched actin networks.

As pointed out by Bausch and Kroy, the identification of the
characteristic length L is delicate (16). An obvious choice for
cross-linked networks is the mean distance between two cross-
links. In the case of lamellipodium-like networks, the character-
istic length, L, can be chosen as the distance between branching
points. Raising the concentration of Arp2/3 is expected to in-
crease the number of branches and thus to decrease L. More pre-
cisely, measurements of the polymerization kinetics show that the
number of free barbed ends, and thus of branches, is proportional
to the Arp2/3 concentration at low values (36). It has also been
observed by microscopy that the distance between branching
points is smaller with more Arp2/3 complexes (37). We measure
a ten-fold stiffening of branched actin networks when the concen-
tration of Arp2/3 is increased ten-fold, while actin concentration
in the shell varies only by a factor of 1.5. This stiffening is too
strong to be attributed to the variation of actin concentration
because the dependence of the elastic modulus on the actin con-
centration is linear in all the models described above. We thus
interpret most of the dependence between E and [Arp2/3] as the

Fig. 3. Effect of gel growth. (A) Evolution of the Young’s modulus with

growth time at ½Arp2∕3� ¼ 400 nM and ½gelsolin� ¼ 90 nM. (B) Corresponding

evolution of the estimated mean tangential (black horizontal triangles) and

radial (blue Down triangles) stresses. (C) Evolution of Young’s modulus with

growth time at ½Arp2∕3� ¼ 44 nM and ½gelsolin� ¼ 90 nM: blue close circles,

homogenous gels; red open circles, broken gels. The lines are themean value.

(D) Proportion of homogenous gels (blue) and broken gels (red) as a function

of growth time in all probes gels (including the undetermined ones). The

dotted lines are guides for the eye. (E–G) Classification between homogenous

(E), undetermined (F), and broken (G) gels. In (G), the arrows indicate failures

in the gel. The images are 8 × 8 μm.
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consequence of the decrease of L. Our results are not compatible
with a purely entropic regime that exhibits a strong dependence
on L (E ∼ L−3). Our results are more in agreement with enthalpic
modes of deformation, especially the coupled bending stretching
regime. The already mentioned plateau above 100 nM [Arp2/3]
could also be due to a crossover to a purely enthalpic stretching
mode, in which the elasticity is independent of L.

The crossovers between the entropic and both enthalpic
regimes of elasticity in semiflexible networks have been studied
theoretically as a function of filament length and distance
between crosslinks (31). Decreasing the distance between cross-
links modifies the origin of elasticity from entropic to enthalpic
stretching, as the thermal fluctuations of the filaments become
negligible. Similarly, in cross-linked networks, reducing the
length of the filaments changes the origin of the elasticity from
entropic stretching to enthalpic bending. Indeed, as the length of
the filaments decreases, the connectivity of the network decreases
until filaments are not connected in a unique network anymore.
Just above this transition, the network is loosely connected and
the softest mode of deformation is the mechanical bending of the
filaments. Typical rheological experiments on actin networks are
carried out at concentrations around 10–20 μM, and their elas-
ticity has been shown to be entropic (10). Actin networks grown
from a surface by Arp2/3 are more concentrated: we estimated
a concentration of 170 μM in our experiments, giving a mesh
size of 60 nm [ξ ∼ ða cAÞ

−1∕2 with a ¼ 2.7 nm∕monomer]. These
branched networks are also less connected than cross-linked net-
works, even at the same concentration, as each node connects
three strands instead of four. Hence, both the concentration and
the connectivity of branched actin networks may explain an im-
portant enthalpic contribution to their mechanics.

The last result of this study is the evolution of elasticity during
growth and after gel breakage. While in our experiments, the con-
tinued growth of the gels results in a buildup of internal stress, no
significant increase in the elastic modulus is measured. Comparing
intact gels with internal stresses on the order of one kPa to frac-
tured gels with a released stress, a softening of a factor of two is
measured. This effect is comparable to the nonlinear effects seen
by Chaudhuri and colleagues in similar branched networks where
the elastic modulus varies by a factor of less than three at similar
stresses (from 0.9 kPa at stress below 10 Pa to 2.5 kPa at 600 Pa,
with a maximum of 4 kPa at 250 Pa) (18). These reduced stress-
stiffening effects on dense branched networks are markedly differ-
ent from what is observed in dilute cross-linked actin networks:
stiffening as large as two orders of magnitude has been reported
(10). Such a strong stress-stiffening is considered a signature of the
entropic elasticity, since small strain drastically reduces the avail-
able configurations in nearly extended polymers. On the contrary,
the enthalpic elasticities originating from the mechanical bending
or extension and compression of polymers do not present this kind
of intrinsic nonlinearity. The observed weak stress-stiffening of the
networks is in agreement with the measured dependence of E on
lp and [Arp2/3] that converge into a strong enthalpic contribution
to the elasticity of actin branched networks.

Conclusion
We have developed a new technique based on the dipolar attrac-
tion of superparamagnetic colloids to probe the mechanics of
actin gels assembled around colloids. As each pair of beads is
a sensor by itself, this method allows us to carry out tens of mea-
surements in one sample. Using this method, we investigate dense
dendritic actin networks resembling the ones found in lamellipo-
dium of a crawling cell. We found elastic moduli in the range of
1–10 kPa, in good agreement with published values on similar
reconstituted systems and compatible with cells and tissues elas-
ticity. The massive parallel measurements allowed by our techni-
que enable the investigation of the impact on network elasticity
with variations of capping and branching concentrations, indivi-

dual filament flexibility, and internal stress. All these dependen-
cies point toward an elasticity of branched actin networks whose
main contribution arises from mechanical bending, stretching,
and compression of individual filaments. This type of elasticity
does not exhibit strong stress-stiffening, in contrast to entropic
elasticity, which is the main contribution to elasticity in cross-
linked actin networks.

The increase in capping and branching concentrations stiffens
the networks while only changing the actin concentration slightly
within the network. This is direct evidence of the strong depen-
dence between the branched networks architecture and elasticity.
More precisely, the dominant effect of the architecture on the
elasticity is the reduction of the distance between branching
points when concentration of branching or capping is increased.
The concentrations of branching (10–100 nM) and capping pro-
teins (20–100 nM) at which we find strong variations of the elastic
modulus are compatible with intracellular regulation. These find-
ings indicate that a cell can modulate its cytoskeleton elasticity by
intracellular regulation of the branching dynamics.

Materials and Methods
Materials. The superparamagnetic colloids (Dynabeads M-450 Epoxy

4� 0.02 μm diameter measured in a chain) are purchased from Invitrogen

(Carlsbad, CA). VCA domain of the human WASP protein (GST tagged),

Arp2/3 protein complex from bovine brain, gelsolin recombinant human pro-

tein and cofilin1 recombinant human protein are purchased from Cytoske-

leton (Denver, CO, USA). Rabbit muscle G actin and fluorescent G actin

(alexa 488 and 594) have been provided by M-F Carlier’s lab (Gif sur Yvette,

France). All other chemicals are from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA).

Sample Preparation. Colloids are coated by VCA: 3.5 μL of beads stock solution

(volumic fraction 0.013) are diluted in 47 μL of milliQ water, washed twice

with X buffer (Hepes 10 mM, KCl 100 mM, CaCl2 0.1 mM, MgCl2 10 mM)

and then mixed with VCA (23 μM) in X buffer. After one hour of incubation,

5 μL of BSA 10% is added for passivation (15 min). By centrifugation the sus-

pending medium is replaced by X buffer with 0.1% of BSA, and the volumic

fraction of beads is 0.1%. Bare beads are coated with 1% BSA following the

same protocol.

G-actin is polymerized at 29 μM (including 5% labeled monomers) using

KME (KCl 2M, MgCl2 20 mM, EGTA 4mM). The gel growth occurs at 6.5 μMof

actin, 6.5 μM of cofilin, 20–250 nM of gelsolin, 10–400 nM of Arp2/3, and

0.01% VCA covered beads (Hepes 6 mM, ATP 1.8 mM, DTT 6.2 mM, Dabco

140 μM, KCl 80 mM, CaCl2 100 μM, MgCl2 6 mM, and EGTA 42 μM at pH 7.8).

The polymerization is stopped between 3 –30 min by a 10 times dilution in

X buffer with 20 μM phalloidin. Actin-covered colloids are then concentrated

and bare beads are added at the same volumic fraction of 0.01%. The sample

is introduced in homemade chambers (22 � 1 � 0.25 mm3) coated with BSA.

Magnetic Setup. The setup is mounted on an Axio A1 inverted microscope

from Zeiss (Carl Zeiss, Germany) with an oil-immersion 100x objective (NA ¼

1.4) and equipped with X-cite XPS-120 lamp for fluorescence. The magnetic

field is generated by two coaxial coils (SBEA, Vitry, Fr) with mu metal core

(length 40 mm, diameter 26–88 mm, 750 spires). The coils are powered by

a bipolar operational power supply amplifier 6A/36V (Kepco, Flushing, NY)

controlled by Labview software (National Instruments, Austin, TX). The max-

imum field generated is 100 mTwith a gradient less than 0.1 mT·mm−1 over

the sample. The chains are formed with a constant field of 3 mT and the ac-

quisition goes from 1 mT to 80 mT in 5 s. The CCD camera is a Coolsnap ES2

(Roper Scientific, Ottobrunn, Germany) used at a frame rate of 27 Hz. The

measurement of the tension used to control the field is synchronized with

the frame acquisition. After each measurement, a fluorescent image (δt ¼

100 ms) of the chain is acquired.

Fluorescence Measurements. The fluorescence density is the average value of

fluorescence on the thickness of the shell in an angular sector of π∕3 perpen-

dicular to the chain (the thickness is extracted from mechanical analysis

detailed below). An estimation of the actin concentration in the shell is ob-

tained by measuring the fluorescence intensity of known concentrations of

labeled G-actin between the slide and the coverslip with 4 μm beads as

spacers.
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Experiment Analysis. Image analysis is carried out using Image J (NIH) and

data processing using Matlab (MathWorks, MA). The center of each particle

is determined by a weighted mean of gray levels giving a precision of 20 nm.

The attractive dipolar force between two particles reads Fd ¼ 3 μ0m
2∕

ð2πd4Þ, where μ0 is the permittivity of the empty space, m the magnetic

moment of the particles, and d the distance between their center. Also,

m ¼ VHχm, with V the volume of the particle, H the magnetic excitation,

and χm the magnetic susceptibility measured by Fonnum et al (38). The force

on one gel is calculated by the sum of the force between the pair of beads

and their first neighbors.

To fit force indentation curves, we use the relationship for Hertzian con-

tact modified to take into account the finite thickness of the elastic medium

(incompressible bonded sample, ref. 22):

Fi ¼ 16∕9 ER1∕2
δ
3∕2ð1þ 1.133 χ þ 1.283 χ

2 þ 0.769 χ
3

þ 0.0975 χ
4Þ;

where Fi is the force, E the Young’s modulus, R the equivalent radius, δ the

indentation, and χ ¼ δ
1∕2R1∕2∕h−1, with h being the thickness of the gel. The

Poisson ratio was assumed to be 0.5 (39). The indentation is the distance be-

tween beads compared to their distance when gels are undeformed. Both

the elastic modulus and the thickness of the gel were used as adjustable para-

meters. The equivalent radius is calculated as R ¼ ½Rb
−1 þ ðRb þ h0Þ

−1�−1, with

Rb being the radius of the beads and h0 being the thickness of the shell

evaluated at small forces. All estimations of the fit were conducted from

0 –500 pN to allow comparisons between different gels. The strain rate is

0.01 Hz, and the mean stress is around 500 Pa.

It should be noted that when a contacting sphere deforms an elastic shell,

the stress and strain applied during deformation are not homogenous in the

elastic medium. The strain is maximum at the center of the area of contact,

and minimal at the rim. On an axis spanning the center of the two spheres, it

is highest at the surface of contact and decreases inside the medium (40). It is

therefore difficult to characterize the nonlinear behavior of elastic materials

using spherical contacts. Hence, the elastic properties measured in this study

should be considered to be an average over different stresses and strains act-

ing on the network.

We check for each curve the maximum indentation to ensure that the cor-

rection for finite thickness is accurate and that the area of contact calculated

from Hertz theory is valid, and therefore, that quantitative comparison be-

tween the mechanics of different architecture networks is reliable (SI Text).

To compute the mean elastic modulus and the 95% confidence interval of

each experimental condition, we aggregated the mean and standard error of

each of 3–4 repetitions of the same condition and used a random effect

meta-analysis (41).
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