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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Les membranes modeles constituées d’'une bicouchee nfphospholipides et
protéines) stabilisées au voisinage d'une surfatieles sont des systemes de plus en plus
etudiés car elles permettent d’approcher certangortements élémentaires de la membrane
biologique tout en contrdlant bien les caractdyists physico-chimiques de ces systémes.
C’est un domaine de recherche trés pluridiscipimaCes études rassemblent autant de
laboratoires de biologie, pour I'aspect de modabsades membranes cellulaires que de
laboratoires de physique et de chimie qui intemvéam dans I'étude des propriétés telles que
les interactions protéine/lipide, l'activité de f#imes insérées dans des membranes, et

I'énergie d’ancrage d’une protéine dans une menebfar2].

Ces derniéres années, une thématique importastéalieratoires de biochimie est
'étude des radeaux lipidiqud8,4]. Ces radeaux sont des petits ilots en phase dquid
ordonnée (de diamétre proche de 50 nm) enrichispretéines et lipides particuliers
(cholestérol, protéines a ancres GPI...) dans le @sta membrane fluide.

La fabrication de membranes phospholipidiques suges comportant des radeaux modeles
[5] couplée a une technique de caractérisation tadap cette échelle spatiale comme la
microscopie a force atomique (AFM) va permettre tuiléer les propriétés et le
fonctionnement particulier d’'une protéine dans umi®nnement bien contrdlé (géométrie

plane, composition en lipides connue).

Un autre domaine qui nous a intéressées durarg tedse est I'étude des interfaces
moléculaires articulaires modeles. Des bicouchpditjues adsorbées sur les surfaces
articulaires frottantes ainsi que dans le fluidecsyal ont été mises en évidence. Cette mise
en évidence a génére plusieurs études qui considgue les bicouches lipidiques jouent un
réle dans la lubrification des articulations etréaluction des forces de frottement entre les

surfaces biologiques [6—10]. Lorsque celles-ci égradent, la friction augmente. Dans ce
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contexte, nous avons étudié la stabilité des blwesicphospholipidiques a travers leur
résistance a l'indentation de la pointe AFM.
Les membranes modeles permettent donc aussi détledi propriétés nanomécaniques des

membranes cellulaires [11] et la nanorhéologie @arsitour de la cellule [12].

La microscopie a force atomique (AFM) est devemueutil majeur pour I'étude de la
structure et la stabilité des bicouches. Elle auéitésée pour mesurer les interactions entre la
bicouche et la pointe [11] et pour observer la reates défauts dans la bicou¢hg].

Depuis le développement de la microscopie a formeigue (AFM), de nombreux modes ont
éte développés pour aller au-dela de la simple raaseila topographie et permettre d’étudier
localement les propriétés physico-chimiques dedases. Ainsi avec la création du

microscope a force latérale (LFM) qui permet d'é&uet de mesurer la force de frottement
entre la pointe et la surface, le champs d’appboatie 'AFM s’est étendu a I'étude des

contacts, des frottements, de l'usure ou encord’a#hésion entre surfaces a I'échelle
nanometrique. Toutes ces nouvelles études de 'hmégamique” et " nanotribologie " sont

indispensables pour comprendre les phénomeénesqpiegsa l'interface entre deux surfaces
dans de nombreux domaines scientifiques ou indlst(sciences des polymeres, biologie
cellulaire, microélectronique...).

La spectroscopie de force de 'AFM donne des mfttions expérimentales précieuses
sur les forces d'interaction et le comportement anéque des systemes avec une résolution
nanomeétrique et nanonewtonienne a travers les estdoces-distance [14].

La mesure quantitative de cette force peut nouairétl sur des informations de base
concernant la nanomécanique de la cellule de labreame ainsi que sur sa stabilité [15].
La microscopie a force atomique est aussi tresédlpour I'étude de I'insertion de protéines

membranaires dans les membranes supportées. [5,16]

Dans ce travail de these, nous nous proposonsdikétles propriétés nanomécaniques
des membranes phospholipidiques et mettre en éadimur réle dans la biolubrification ;
puis nous passons a I'étude de l'adsorption deipes ainsi que leur insertion dans les
membranes supportées en couplant la microscopmca fatomique a la microscopie de

fluorescence.

Cette these est constituée de cing parties eskestie
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Le chapitre | est une introduction aux membranesliues. Nous parlerons des
membranes biologiques, leur composition, leur stingcet leur dynamique, puis nous passons
aux protéines, leur structure et a I'interactigude-protéine.

Nous parlerons ensuite des membranes modéles aslabouderons les différents modeles de
membranes artificielles ainsi que la dynamique dassvésicules libres et les bicouches
phospholipidiques supportées et de leur intérétr gaucompréhension des membranes

biologiques.

Le chapitre llsera consacré aux techniques utilisées dans tette €la microscopie a
force atomique, son principe, ses modes de fonuiment, et son utilisation dans ce travalil
pour caractériser les difféerentes surfaces et étullis propriétés nanomécaniques des
membranes.

Nous parlerons aussi de la microscopie de fluorescet son principe ainsi que du marquage

des lipides.

La 11I®™ partie sera consacrée a la fabrication des mermebramodéles et aux
différentes méthodes utilisées : La méthode de mamg Blodgett, la coadsorption de
micelles mixtes et la fusion de vésicules ainsi uearactérisation de ces membranes par

AFM et microscopie de fluorescence.

Le chapitre IV portera surétude des propriétés nanomécaniques des membranes
phospholipidiques supportés sur différentes susfagtele réle du pH et des ions dans la
stabilité des bicouches. Pour conclure, nous désons du réle des membranes dans la

biolubrification en comparant nos résultats auxurestribologiques réalisées au laboratoire.

Le chapitre Vsera consacré a I'adsorption des protéines suacsgfsolides et a leur
insertion dans les membranes modéles : Nous pagel® 'adsorption de la BSA et de 'APS
sur le verre, puis nous étudierons l'insertion ai@hosphatase alcaline dans une bicouche de
DPPC ; ainsi que de linsertion de la créatine &ndans une bicouche mixte PC/PE/CL, afin
de modéliser la membrane interne de la mitochendri
Nous terminerons par une conclusion générale epégspectives et enfin les références

bibliographiques.
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CHAPITRE |

Membranes phospholipidigues et adsorption des proiteées

L’étude des membranes phospholipidiques biomimétgest devenue en quelques
années une approche conceptuelle importante pauxniomprendre, au niveau cellulaire,
les processus du vivant. Les membranes biologippmgsentent un élément fondamental de
l'organisation cellulaire. Elles assurent l'indivadité cellulaire et sont responsables de la
compartimentation de l'espace cytoplasmique enndega fonctionnellement spécialisées
ainsi que des échanges contrdlés entre 'intédeda cellule et le milieu extracellulaire. Elles
interviennent aussi dans une variété de processlmigues indispensables a la vie comme
les phénomenes de transport, la transduction €itigaé, les processus de conversion
d’énergie, etc.

De nombreuses fonctions biologiques sont réalisg¢esiveau de la membrane plasmique,
assurées dans leur grande majorité par les pretéjue y sont insérées (récepteurs

membranaires).

Dans ce Chapitre, nous allons parler dans un preft@mps des membranes
biologiques et leur structure, puis nous développe la dynamique des lipides dans ces
membranes. Nous aborderons ensuite les différeoteles des membranes artificielles ainsi
que la dynamique dans les vésicules libres et iesubhes lipidiques supportées. Nous

terminerons par I'adsorption des protéines.

I-1 Membranes biologiques

Les membranes sont majoritairement constituéebpitkes et de protéines dont les
quantités relatives varient d’'une cellule a l'autiteexiste une variété importante de lipides
possédant une structure différente, et donc desctgaistiques géométriques et physiques

différentes.
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I-1-1 Composition et structure des membranes biolagues

Les membranes biologiques sont principalement tadss de deux couches de
molécules amphiphiles (lipides) se faisant facemdmiere antiparallele dans lesquelles sont
insérées des protéines. Les lipides membranain@esentent 30 a 50 % de la masse
membranaire selon le type d’organite. lls appangen a une famille particuliere de
molécules amphiphiles qui possedent une téte poldonc hydrophile, chargée ou non, et au
moins une chaine aliphatique, hydrophobe [1].

Les protéines sont quant a elles enchassées ddasb& couche lipidique et contribuent non
seulement a sa solidité, mais surtout remplissest fonctions essentielles (échanges et
communications). La charpente des membranes adedisilaest donc une construction
supramoléculaire de lipides associés a des pratédunt les molécules sont régulierement

orientées, ce qui leur assure a la fois cohésisnwgtlesse (Figure 1-1).

Environnement extracellulaire

Protéines

Carbohydrate

Cholestérol

N a a e ek s E SE G of Gl il off off o o aF s ol o
i af i -
-

Lll*l-l ol ol o o X Lok ot ol of ol of of of of of i
Ll : Far '-:-"-'-'-" T

&

. .. I )
Protéines enchassées dans la membrane Bicouche
. . . lipidigue
Environnement intracellulaire pidig

Figure I-1. Représentation schématique d’'une membrane biolegiga membrane est constituée
d’un double feuillet lipidique associé a des proeéi

10



Membranes phospholipidiques et adsorption des probées

Les membranes vont se former grace aux propriam@ghiphiles des lipides
constitutifs. En effet, dans I'eau (principal corspot des cellules et du milieu
extracellulaire), les lipides s’orientent spontaeémpour former une double couche dans
laquelle les queues hydrophobes se font face eorrale leur affinité réciproque ; les tétes
polaires sont dirigées vers I'eau (Figure I-1).rganisation ainsi créée minimise I'énergie du
systeme (énergie libre de Gibbs), et stabilisefid®d Les forces en jeu permettant de la
maintenir sont de faible énergie, il s’agit d’irdetions hydrophobes (liaisons hydrogenes de
'eau perturbées par les portions hydrophobes)ietedactions de Van der Waals. Afin de
minimiser I'énergie libre du systeme, un auto-addage des molécules individuelles a lieu.
Cet auto-assemblage peut-étre a I'origine de nonslee phases de morphologie différentes
[17, 18]. (Figure I-2). En ce sens, les membranetodiques définissent les limites des

compartiments intracellulaires ainsi que de lautelelle-méme.

a) d)
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Figure 1-2. Exemple de phases possibles pour les moléculesipinilps dans un solvant aqueux : a)
micelles et micelles inverses, b) bicouche, c)dpue, d) phase lamellaire, e) phase
hexagonale inverse (micelles cylindriques inversgsphase éponge, g) phase cubique
inverse bicontinue, d'aprés [17, 18].
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Le volume moléculaire occupé par la téte polaiépehd de son inclinaison par
rapport au plan de la membrane, de la vitesse miensoivement rotatif et de son hydratation.
Le volume moléculaire occupé par les chaines a®desn particulier fonction du nombre
d’insaturations egis présentes dans ces chaines. Plus celles-ci sotreoses et proches du
centre de la chaine grasse, plus le désordre @dé@seshacyles augmente (du fait des rotations
autour des doubles liaisons C=C) et plus le volomé&culaire occupé par cette chaine grasse
est grand. De méme, plus le nombre disomérisatrans-gauchesuugmente, plus le volume
moléculaire des chaines acyles augmente. Lorsqu@ddies hydrophobes et hydrophiles
s'équilibrent, on peut schématiser les lipides sfuume de cylindres et le type de phase
adopté est alors la phase lamellaire)(lqui correspond a un empilement de bicouches
phospholipidiques espacées par des couches aquBasentre, si la partie hydrophobe du
lipide est plus importante que la partie hydrophdelui-ci est représenté par une forme
conique avec la téte polaire au sommet du cbOneunet phase dite hexagonale est
préférentiellement adoptée. Les lipides en phasewsg hexagonale;Hsont organisés sous
forme de cylindres (de symétrie hexagonale) carégitde canaux aqueux vers lesquels les

tétes polaires s'orientent.

On trouve dans les membranes biologiques unegiésde variété de substances
lipidiques. Les lipides qui entrent dans leur dte appartiennent aux trois catégories
suivantes: les glycérophospholipides, les sphipgids et les stérols. On retrouve également
un certain nombre de composants moins abondastguel des lysolipides les glycolipides et

les cérébrosides.

[-1-1-1 Les Glycéerophospholipides (ou Phospholipidg

Les glycérophospholipides, appelés courammbospholipides, constituent la famille
de lipides la plus répandue dans les membranesgigpies et les mieux représentés ; ils sont
particulierement abondants dans les membranes@#eCe sont des molécules amphiphiles
qui ont des propriétés tensioactives.

Les phospholipides sont composés d'une téte pdigmphile (surface moyenne de 50 A?)
et d'une queue apolaire hydrophobe, comportant adaktnes d'acides gras de longueur
différente, dont l'une peut porter une ou plusialogbles liaisons. La longueur moyenne de

ces chaines est de I'ordre de 2-3 nm.
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Membranes phospholipidiques et adsorption des proiges

Suivant le lipide, la téte peut étre ionique (cleapgsitive ou négative), zwitterionique (deux
charges opposées) ou neutre. Ills sont égalemesgéslaselon la structure de leur squelette
carboné (nombre de carbones, présence d’insatusatip

La structure de ces lipides consiste en un sgedaletbase glycérol (trialcool), sur lequel deux
des fonctions alcool, dont la fonction secondasent estérifiées par des acides gras,
constituant les chaines hydrocarbonées hydropHpbesipalement supérieures a 16 atomes
de carbone), dont une est habituellement insaswéene ou plusieurs positions, parfois en
trans le plus souvent etis (Figure I-3).

La téte polaire est constituée d’'un groupement e, substituant la troisieme fonction
alcool du squelette glycérol. Le phosphate esiméime substitué par différents groupements
qui définissent la nature du glycérophospholipidé. s’agit classiquement de la
phosphatidylcholines (PC), les phosphatidyléthanolas (PE) et les phosphatidylsérines (PS
ou l'inositol [18].

L'exemple le plus classique de phospholipideslagshosphatidylcholine (Figure 1-4).
Le groupement phosphatidyl est ici lié a la chgligeupement chargé positivement. C’est
donc un phospholipide zwitterionique. Comme le gmuent phosphate est chargé
négativement au pH cellulaire, I'ensemble de laéode est neutre.
Les phosphatidylcholines ont généralement deuxnelsafcyles de longueur comparable de
16 ou 18 carbones, avec celle en position 1 sowaintée tandis que l'autre peut comporter
plusieurs doubles liaisons en configuratiois. C'est le cas du 1-Palmitoyl-2-Oléowi
Glycéro-3-PhosphatidylCholine (C16:0,18:1 PC ou BDRjui est le phospholipide
majoritaire de la membrane plasmique dans la plujes types cellulaires.

De leur coté les glycérophospholipides a téte PB, du Pl présentent davantage
d’insaturation sur une ou deux chaines (majoritaéet entre les carbones 9 et 10).
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Figure I-3. Structures des principaux lipides des membraaesainmiféresles
glycérophospholipides d’apres [20].
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Figure I-4. Structure de la phosphatidilcholine.

Les glycérophosphoinositides (phospholipideéte Pl) sont tous estérifiés en position
2 par un acide arachidonique (C20:4) et en pos8ipar un stéarate (C18).
Ainsi, de part les volumes respectifs occupés paéte polaire et par les deux chaines acyles
(volume plus grand avec la présence de doublesohiatis), les glycéro-PC, glycéro-Pl et
glycéro-PS de la membrane plasmique forment spéntant des membranes planaires de
bicouche en raison de leur forme cylindrique (c@&slire, la téte polaire et la somme des
deux chaines ont approximativement la méme sect@o)js que les glycéro-PE et les
glycéro-PA ayant eux une géoméetrie conique.
Les aires sont plus petites lorsque la membranerestat solide (gel) ou toutes les chaines

sont bien ordonnées en lattice cristalline hexalgoaadoptent une conformatitans.
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[-1-1-2 Les Sphingolipides

Les sphingolipides (Figure I-5) ont une base Ilgpieé commune, appelée céramide,
constituée d’'une longue chaine amino-alcool, agpsfghingosine, greffée par une liaison
amide a un acide gras.
Les sphingolipides constituent une famille tres hoeuse en raison de la diversité des
groupements polaires. En fonction de ceux-ci, orstijuera les céramides, la
sphingomyéline (SM) et les glycosphingolipides. greupement polaire correspond a une
phosphocholine ou phosphoéthanolamine dans le easadSM, et un mono- ou un
oligosaccharide dans le cas des glycosphingolipidemt la dénomination est alors
respectivement cérébrosides ou gangliosides.
Les gangliosides comprennent un ou plusieurs acidediqgues (ou acide N-
acétylneuraminique) dans leur partie glucidique efegle du GM1 ou ganglioside
monosialide 1). La SM représente 10 a 20 % mote=elipides membranaires, tandis que les
glycosphingolipides sont présents habituellematdgsaniveaux faibles [21].
Bien que les dimensions effectives dans la bicoulghidique soient comparables aux
glycérophospholipides (I'aire de la téte polairéred5 et 57 A [22], la longueur de I'acide
gras peut étre beaucoup plus longue (par exengsdigihoceroylsphingosines ont 24 atomes
de carbone). Les températures de fusion des chdiephingolipides sont habituellement

plus élevées que celles des glycérophospholipidesuyent excéder 60°C [23].

I-1-1-3 Le Cholestérol

Le cholestérol et ses deérivés constituent uneeacdtégorie importante de lipides
membranaires : les stérols. Le cholestérol esbrimé la plus représentée chez les vertébres.
Cependant, il est l'unique stérol présent dans kmbrane plasmique des cellules de
mammiféres, il est également présent chez nomberedryotes.

Le cholestérol ne présente pas une distribution dggme au sein des cellules des
mammiféres et se retrouve extrémement concentigemude la membrane plasmique [24]

alors qu'il est tres peu présent dans les membiaterses [25].

La structure de base du cholestérol est un sqedigtirocarboné de quatre cycles rigides et
plans, présentant un groupement hydroxyle en posBi du premier cycle qui constitue la

seule partie polaire de la molécule et lui confenecaractére amphiphile (Figure 1-6). Le

noyau stérol se poursuit par une chaine ramifi@earbones.
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La téte polaire (I'hydroxyle) a une taille rédugtar rapport au reste de la molécule, ce qui est
néanmoins suffisant pour quil s’insere dans les mim@anes dans une direction
perpendiculaire au plan moyen de la bicouche lipidiavec le groupe hydroxyle placé au
niveau de la partie polaire des phospholipidesort®rps hydrophobe plan au contact des
chaines d’acides gras [26,27].

r—& "GFlycerol-like" fragment
CHy:Cngu-—CH=CH-—ﬁIH"—ﬁTH‘—?H2

OH WH; OH
Sphingosine
H
T 0=
R N
ﬁ_ HNH
: . . O/{. .
A Fatty Acid mide Linkage
Name of sphingolipid Name of X Formula of X
Ceramide = —H
Sphingomyelin Phosphocholine — 5-‘—0—{.‘-“,—(“Ig—ﬁi{.‘-ll_‘l_,
o
‘HyOH
Neutral glyecolipids
Glucosyleerebroside Glucose

Lactosylceramide Di-, tri-,or
(a globoside) letrasaccharide

Ganglioside GM2 Complex

olignsaccharide e @ @

Figure I-5 Structures des principaux lipides des membranesatemiféres les sphingolipides,
d’apres [20].

17



Membranes phospholipidiques et adsorption des proiges

La longueur de la chaine du cholestérol, d’envitdn5 A, est plus courte que la
longueur de chaine des phospholipides qui est prdet25 A. La présence de cholestérol au
sein de la membrane lipidique tend a la rigidifmut en autorisant une certaine mobilité aux
composants membranaires. Cette rigidification mot/du fait que le cholestérol engendre un
effet de condensation forte dans la membrane ¢pili faisant ainsi diminuer I'aire occupée
par les molécules de lipides [20]. Grace aux imtévas ainsi mises en jeu avec les
phospholipides avoisinants, le cholestérol modupgadondément les propriétés physiques,

structurales et dynamiques des membranes qui teeocoent.

x_.:;r:'"'ﬁxv’ ' DWGY\A/\/W\/\//

gQiycéro (8]

phosphatidylcholine

Cergimie

tatracycla
de carbone

plan

CHs
CH;
groups HO" :

cholestérol

Figure 1-6. Comparaison des structures chimiques des trois asamps majeurs des membranes
cellulaires. Un glycérophospholipide : la PC, uhisgolipide la SM et le Chol. Adapté
dewww.avantilipids.com
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[-1-1-4 Les protéines

Bien que les lipides aient principalement un r@éms la structure de la membrane
plasmique, cependant ce sont les protéines quireadsla quasi-totalité des fonctions
biologiques spécifiques de la membrane (struceseadt/ou fonctionnelles).

Suivant leur origine, les membranes renferment@ea 0 % de protéines réparties dans la
bicouche lipidique.

La nature des protéines exprimées a la membranendépssentiellement du tissu auquel
appartient la cellule et la présence d’'une protéioenée en grande quantité contribue a la
spécialisation de la membrane. Le role des pratéimembranaires est trés large : elles vont
transmettre vers l'intérieur de la cellule des rimfations sur le milieu extérieur (protéines

réceptrices, canaux...) ; elles vont participer adarbure ou a la stabilité de la membrane ;
elles vont servir de point d'ancrage a des strastextracellulaires ou intracellulaires, tout

cela contribuant a la dynamique fonctionnelle desnforanes.

Les protéines membranaires peuvent étre classégsux catégories sur la base de la
nature de leurs interactions avec la membranepret®ines intrinseques (intégrales) et les
protéines extrinséques (périphériques). La plugast membranes renferment les deux types
de protéines.

Les protéines membranaires extrinseques ne péhgasndans la membrane plasmique et
peuvent étre associées aux lipides de I'un des @ruikets par des liaisons faibles (force
électrostatique, liaison hydrogene). Elles sontaetibles par des solutions tamponnées acide
ou basique si la force ionique est suffisammentéde

Les protéines membranaires intrinséques, préseaiennoins une partie incluse dans la
membrane. Elles sont insolubles dans les solvajisux et ne peuvent étre extraites que si
la membrane est suffisamment déstabilisée avedétesgents.

Certaines protéines intrinseques possedent un waiepks segments protéiques de nature
hydrophobe localisés a I'intérieur de la bicouclhegpholipidique. La plupart d’entre elles
s’étendent sur toute I'épaisseur de la bicouche.

D’autres sont ancrées a I'un ou l'autre feuilletlaidicouche par des chaines hydrocarbonées,
auxquelles elles sont reliees de fagon covalerg@sl@es protéines, la chaine polypeptidique
ne pénétre pas dans la membrane. Un exemple dpeest les protéines a ancre GPI : ces

protéines sont liees a leur extréemité C-terminalenaglycérophospholipide (ayant un Pl
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comme téte polaire) par un enchainement de quaimes dun phosphate et de
I'éthanolamine.

Les protéines membranaires peuvent étre trés abtesl au niveau de certaines
membranes. On peut citer 'exemple de la membrategnie mitochondriale ou on détecte
76% de protéines [28]. Ceci démontre I'importaneecette famille de protéines dans un
grand nombre de fonctions biologiques telles quesignalisation, la bioénergétique,
I'adhésion, la reconnaissance, le transport det&oCependant, alors que plusieurs milliers
de structures de protéines solubles ont été dé&iémewj seules les structures de quelques
dizaines de protéines membranaires ont été rés@uéEkeure actuelle. Ce manque de
connaissance sur la structure des protéines meailgars’explique par la grande difficulté a

isoler et a cristalliser ce type de protéines.

Structure des protéines

Dans les protéines, les acides aminés sont rehige eux par une liaison amide entre
le groupe carbonyle (C=0) de l'un et le groupe @&n(iN-H) du suivant. Cette liaison est
appelée "liaison peptidique". Le squelette polyjukgte peut ensuite s'organiser selon
différentes structures secondaires (Figure |-3)jcaé, feuillet 3, coudeB, pelote statistique,
qui influent directement sur les interactions akeemembrane [29,30].

- Dans la structure "hélice" (concue par Pauling et Corey en 1951 [31]), laich
peptidique est enroulée suivant une hélice drdite) pas de 0,54 nm, chaque tour d'hélice
contenant en moyenne 3,6 résidus (Figure I-7). licthéest stabilisée par des liaisons
hydrogene intramoléculaires s'établissant entregtesipements (CO) et (NH) de résidus
espacés d'un tour d'hélice. Contrairement a laocoration en hélicer "droite”, les hélices
"gauche" ne sont que peu répandues.

- Dans la conformation en feuillgt aussi désignée sous le terme de "feuillet plis32], les
liaisons peptidiqgues sont arrangées comme sur enidlef de papier pliée en accordéon
(Figure I-7, a droite). Cette structure est égal@mstabilisée par des liaisons hydrogéne qui se
forment entre chaines voisines. On parle de feuplessé parallele lorsque les chaines
adjacentes présentent des séquences peptidiquparcsaurant dans le méme sens, par
exemple, de I'extrémité amine vers I'extrémité cayte, pour toutes les chaines. Le terme
feuillet plissé antiparallele est utilisé, lorsdas liaisons peptidiques de chacune des chaines
se font en sens inverse: a l'extrémité amine dcimaine correspond alors I'extrémité

carbonyle de ses voisines [33].
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- Les coudes représentent les changements d'dreentie la chaine peptidique. On parlera
plus spécifiquement de coufldorsque 4 résidus sont impliqués pour induire wtation de
180° dans la structure des polypeptides. Cetteigumation est stabilisée par une liaison

hydrogéene entre les résidus de téte et de finrdetste.
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Figure I-7. Structure secondaires des protéines : hélic feuilletp plisée, a droite.

[-1-2 Les interactions lipide-protéine

Les interactions lipides-protéines de la membgasmique jouent un rdle clé dans la
réalisation de ses fonctions. Les interactionsplesspholipides avec les protéines se font a
différents niveaux. Les données de modélisatiorenudhire montrent que les chaines acyles
peuvent avoir des interactions de type Van der $askc certains acides aminés et que
I'oxygéne non estérifié du phosphate peut engageriaison hydrogene avec le groupement
amine-terminale [34]. D’autre part, la nature detdte polaire des phospholipides a une
influence sur son taux d’hydratation et donc saeraction avec la protéine.

Par exemple les PC sont davantage hydratées quBHest ces derniers procurent un
environnement beaucoup plus favorable a l'activatie la rhodopsine [35]. Cette protéine

serait également en interaction directe avec ldécukes de cholestérol [36].
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I-1-3 Dynamique des lipides dans les membranes dtitlité
I-1-3-1 Le modele de «mosaique fluide »

Le modele de «mosaique fluide» a été proposé ipgeSet Nicolson en 1972 pour
décrire I'assemblage et la dynamique des lipides daembrane [35]. Ce modeéle envisage la
membrane lipidigue comme un fluide bidimensionneinbgéne dans lequel baignent des
protéines mobiles et repose sur la dynamique delabrane.

Les lipides sont perpétuellement en mouvementpéalsvent se déplacer par diffusion latérale
dans le feuillet dont ils font partie par mouvemerdwnien [38], par rotation libre autour de
leur axe, et oscillation sur leur axe «wobble». ®ads mouvements, les chaines d’acides gras
demeurent dans l'intérieur hydrophobe des membraesucoup plus rarement, les lipides
se déplacent par diffusion transversale en chamngkafeuillet (flip-flop) (Figure I-8); c’est

un processus extrémement défavorable énergétigieaersein des bicouches pures de
phospholipides car les tétes polaires des lipidégedt dans ce cas passer a travers l'intérieur
de la zone hydrophobe de la membrane constituédéepagueues des autres molécules de
lipide. Le temps associé a ce processus est génégat admis comme étant de 'ordre de
I’'heure voire du jour suivant la nature du phospghdé (les phospholipides ayant au moins
une chaine insaturée ont un temps de flip-flop phlside) [39]. Dans les membranes
biologiques, le passage d’'un feuillet a l'autreffectivement lieu et est en général associé a
des protéines membranaires telles que les flipgisiesont capables d’accélérer fortement ce
mouvement [28,40].

L'amplitude de ces mouvements dépend a la foisaderhpérature et de la concentration
lipidique elle-méme. La fluidité est facilitée pame augmentation de la température et par la
présence d'insaturations dans les queues hydropliesephospholipides ; elle est ralentie par
la présence de chaines saturées ainsi qu'une gaportion de cholestérol. En effet la
présence d’insaturation induit un encombrementigstér plus volumineux de la chaine
carbonée. Cette géométrie engendre un désordrénpbastant dans 'agencement des lipides

dans la bicouche, ce qui se traduit finalemenuparplus grande fluidité de celle-ci.

Les mouvements dans le plan de la membrane carteles protéines et les lipides.
lIs sont rendus possibles par 'agitation molécelat, surtout, par le fait que les interactions
entre molécules de la membrane sont des interactébles. Tous les facteurs modifiant les
interactions faibles entre constituants de la memdbrpourront influencer sa fluidité.

22



Membranes phospholipidiques et adsorption des proiges

La mobilité des phospholipides est donc un facteynortant qui conditionne de nombreuses

fonctions biologiques.

diffusion latérale
diffusion rotationnelle '

phase gel Pg phase fluide L,

Figure I-8. Représentation schématique de la cinétique pieked au sein des membranes. Les lipides
dans la bicouche lipidique sont animés de mouvesndatdiffusion latérale, rotationnelle
et 'échange transversal (ou « flip-flop »). Adag&Lipowsky and Sackmann [38].

[.1.3.2 Les radeaux lipidiques

A l'inverse du modele considérant les membranasmigues comme une « mosaigue
fluide », de nombreuses études réalisées ces eEgra@nees ont amené les biologistes a
introduire I'idée d’existence d’hétérogenéités akes, de microdomaines lipidiques dans le
modele de structure et de dynamique de la memlbigadijue [41,42] Ces études ont conduit
a cette nouvelle vision actuellement admise dérlecsire des membranes cellulaires. Ils ont
introduit ce qu’on appelle radeaux lipidiques oaftas[3,4].
Ces assemblages latérasont des< domaines » enrichis en glycosphingolipides, chélest
et sphyngomyéline [43] ef’autres protéines de signal telles que la tyrekinase et les
protéines a ancres GPI [43 forment une phase dense de plusieurs dizaieemdometres
de diamétre flottant dans la membrane plut6t fljdEg.
lIs sont résistants a I'attaque de détergents apigues tels le Triton X-100 et les lipides a
I'intérieur des radeaux sont supposés exister tlaphase liquide ordonnée intermédiaire
entre les phases fluides et solides (gel). Commes da phase geld,. la compacité et
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l'alignement des molécules sont grands, mais leséentes ont une mobilité latérale
importante comme dans la phase fluide [45,46].

Selon cette hypothése, ces radeaux membranairesrgaigués dans de nombreux processus
cellulaires, allant du trafic membranaire et mogdmese cellulaire a la transduction de
signaux.

La grande variété de lipides et de protéines au deine méme cellule en a fait un systéeme
complexe fortement inhomogene. Les membranes saméi aaractérisees par des

hétérogénéités de distribution et d’état de phase.

I-1-4 Les différents états de phase des membraneagitliques

En fonction de la température, on distingue plusighases [47] (Figure 1-9) :
- une phase lamellaire solide ordonnée ou gelL&s interactions de Van der Waals entre les
chaines d’acides gras sont optimisées et la diffusanslationnelle est tres faible.
- une phase lamellaire désordonnée),(La plus haute température. La structure est
bidimensionnellement fluide, le niveau d’entropiesdchaines d’acide gras et de diffusion
translationnelle est élevé [48].
- une phase cristallinecLa trés basse température. Les molécules sontuthaétat ordonné.
La diffusion transversale des lipides y est quasxistante.
Certains lipides possedent une phase liquide condgriintermédiaire entre les phases gel et
fluide, nommée phaseipple Ps [49,50]. Cette pré-transition est liee a la foriormat
d’ondulations périodiques a la surface membranaire.
On peut distinguer aussi la phase liquide ordondateérmédiaire entre les phases fluides et
solides dans le cas de radeaux lipidiques.

Figure 1-9. Représentation des principaux changements de phasein des membranes lipidiques,
d’'aprés [51].
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I-1-5 Transitions de phase dans les membranes

La température de transition entre la phase gadtlla phase fluide lest appelée
température de transition principale gel-fluideté®oTm pour melting temperature). Elle est
définie comme étant la température pour laquelievégiations d’enthalpie contrebalancent le
gain d’entropie généré principalement par le désodis chainesAH = Tm.AS). Elle rend
compte de la quantité dénergie qu'il a fallu fourpour rompre la haute cohésion
moléculairecaractéristique d’'un systeme membranaire dansairogtonné.

Cette cohésion est assurpar des liaisons de faible énergie tant au niveasl chaines
hydrophobes (liaisons de Van d#faals) que des parties polaires (liaisons hydrogéne
attractions électrostatiques).

La température de transition de phase augmente Benombre d’interactions
attractives entre lipides, notamment les interastioydrophobes [52,53]. Plus la longueur des
chaines acyles des lipides est importante et glusombre d’interactions de type Van der
Walls (correspondant a des forces de dispersiom iseportant. Ainsi, la température de
transition augmente proportionnellement a la loongwies chaines acyles. Par exemple les
membranes de DMPC (14:0) transitent autour de 2866 que celles composées de DPPC
(16:0) transitent vers 41.5°C.

A chaine carbonée identique, la température desitran peut étre considérablement
modifiée par la nature des tétes polaires et ldentation par rapport au plan de la bicouche.
Cependant, les insaturatiotis défavorisent ces interactions entre chaines, ca gour effet
de réduire la température ttansition a nombre d’atomes de carbone donné ldanshaines
aliphatiques. Le DOPC (C18:1; C18:1), qui a unehdldiaison en configuratiowis sur
chacune des chaines acyles entre les carboned® at une température de transition de
-22°C (contre 55°C pour le DSPC en C18:0).

La températurede transition dépend ainsi de la longueur et duéetjnsaturation des

chaines d’acides grasnstituant les lipides de la membrane.

En ce qui concerne les mélanges de lipides, iléan®ontré que la température de
transition de phase d'un systeme de deux lipidescibiles, ayant des températures de
transition différentes, sera intermédiaire entre températures de transition de phase des
lipides individuels [54,55]. La variation de tematmre de transition de phase du mélange

sera une fonction affine de la fraction molaireatraque lipide présent dans la membrane.
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De plus, il a été montré qu’un changement de |lgéature peut conduire a la séparation de
phase de deux lipides dont les températures dsitiande phase sont différentes [56].

La complexité des membranes biologiques et leussdntions avec les composants intra et
extracellulaires rendent les investigations directhfficiles d'ou le développement de

membranes modeéles.

[-2 Membranes modeles

La réalisation de membranes modéles ou biomimésiqqui sont généralement des
bicouches de phospholipides dans lesquelles s@éréa des récepteurs biologiques, des
protéines, constituent un outil indispensable autié des membranes biologiques et la
compréhension de leurs caractéristiques chimiquiemetionnelles.

Elles permettent d’étudier les interactions praéiipide, de mettre en évidence le réle d’'un
constituant bien identifié dans un processus biqlag et peuvent servir également a la
réalisation de biocapteurs. Les membranes modelestituent également des systémes tres
intéressants pour étudier le comportement rhéalegidans et autour de la cellule. Les
nombreux modeles de membranes artificielles dépélemnt joué un rdle important dans la
compréhension de leurs caracteéristiques chimiguemetionnelles. Ces modeles constituent

les vésicules lipidiques et les bicouches planes.

[-2-1 Les vésicules lipidiques

La vésicule lipidique (également appelée liposorepjésente une bicouche lipidique
refermée sur elle-méme formant ainsi une membransépare le milieu aqueux intérieur du
milieu aqueux extérieur a la vésicule.
Les liposomes sont classés selon leur taille etndenbre de bicouches lipidiques
concentriques.
On distingue (Figure 1-10) :
(i) les liposomes multilamellaires appeMkVs pour “multilamellar large vesicles”,
(i) les liposomes unilamellaires de petite tailppelésSUVspour “small unilamellar
vesicles” (40 a 100 nm de diametre),
(iii) les liposomes unilamellaires de grande tdilldVs, pour “large unilamellar vesicles”
(100 a 500 nm de diamétre),
(iv) et enfin les liposomes géants, app&sVs pour “giant unilamellar vesicles”

(500 nm a 10@m de diamétre); visibles par microscopie optique.
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Il existe plusieurs méthodes pour la formation de&sicules dont la plupart repose sur
le fait que les lipides possedent une propensidaorelde d’auto-assemblage en vésicules.
L’agitation physique, par exemple, provoquée parasbns ou par filtration a travers une
membrane poreuse peut largement faciliter le peusesCes techniques se sont avérées
nécessaires pour la préparation reproductible daulptions de vésicules unilamellaires

homogenes en forme et en taille.
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Figure 1-10. Représentation schématique des différents typelipdsomes. D’aprés Avanti polar
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Differentes méthodes pour obtenir des GUVs ont également décrites dans la
littérature. L’'une de ces méthodes est basée Budratation d’'un film de lipides séché par
une solution aqueuse mais sa durée est assez Joagumoyenne une trentaine d’heure
« méthode corse» [57]. Une autre technique bagd&sgaporation de solvant organique dans
une solution aqueuse a été présentée par Mostclab. [51]. Un des avantages de cette

méthode est la courte durée nécessaire pour oblieniGUVSs.
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[-2-1-1 Adsorption de liposomes a une interface dde-liquide

Lorsqu’'un liposome rencontre une surface, il ad&me a former soit une
monocouche ou une bicouche de lipides, soit a gaaléorme sphérique et a n'adhérer que
tres faiblement au substrat [58-60].

Le type de comportement observé, adhésion de ésiniactes ou éclatement sur la surface,
dépend de I'énergie d’interaction entre les lipideke substrat.

Lorsqu’une veésicule s’approche d'une surface, eded’abord s’adsorber. De plus, si les
interactions liposomes-surface sont fortes, il sedpit une déformation importante des
liposomes, induisant la rupture et I'étalement lilggles a l'interface solide-liquide [60,61].
En cas d'interaction faible, les vésicules restetaictes lors de leur adhésion au substrat.

Le probleme est cependant plus complexe car il dansidérer les interactions liposomes-
liposomes en plus des interactions liposome-surfacées interactions liposomes-liposomes
I'emportent sur les interactions liposomes-surfdeg,vésicules ont tendance a fusionner les
unes avec les autres, donnant lieu a la formatiamecbicouche lipidique.

Les interactions liposomes-liposomes sont directemadiées a la concentration de liposomes
a adsorberPlus la concentration en liposomes est élevéeust |pl probabilité de fusion est
grande. Si la concentration en vésicules est sulffes il se forme trés rapidement une
bicouche lipidique sur une surface de silice pro@exci implique d’abord I'adsorption puis la

rupture des veésicules.

I-2-2 Les bicouches planes

Les bicouches lipidiques, supportées sont desemsyst biomimétiques a deux
dimensions facilement accessibles a des technideesaractérisation de surface du fait de
leur localisation dans I'espace [62-64]. L'épaigsda la bicouche varie entre 4 et 7 nm
suivant les lipides qui la constituent.

Grace aux travaux de McConretlal [65], les membranes déposées sur des suppadssol
ont été de plus en plus utilisées pour étudierplexessus membranaires d’adhésion et
d’interaction cellulaire [1,66] et pour le dévelgopent de nouvelles surfaces
biofonctionnalisées. Actuellement, elles sont dm lles systemes modeles de membrane
cellulaire les plus utilisés. La présence du sabsitnduit des effets, qui peuvent étre
intéressants du point de vue de la compréhensiareslesystémes et de leurs applications et
gu’il faut prendre en compte dans I'analyse du contgment de la bicouche. En effet, ils
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peuvent varier en fonction des différents paramséemi@ysico-chimiques des constituants du

systeme.

[-2-3 Dynamique dans les vésicules libres et lexcbuches lipidiques supportées

De nombreux travaux [67-69] ont rapporté que teffecients de diffusion des lipides
marqués dans les bicouches lipidiques supportéemret les GUV par les techniques de
FRAP et de FCS étaient comparables.

Plus récemment, une étude par FCS (Fluorescengel&mn Spectroscopy) [70] a montré
que la diffusion dans les GUV (ou les membranes Homes) était deux fois plus rapide que
dans les bicouches lipidiques supportées dans éeses conditions (force ionique, pression
osmotique). Par des étudeds la diffusion brownienne des monocouches de Langrenir
phase fluide par SPT (suivi de particule uniguderstneret al[71] ont pu calculer un
coefficient de diffusion moyen de l'ordre de 1.102 x 10° cm?/'s pour des monocouches
comprimées de 5 a 35 mN/m.

Malgré la présence d’un film d’eau entre la bicaueh le substrat qui permet de conserver
une certaine fluidité, les conséquences de la prio&idu support sur la diffusion et la
réorganisation des molécules restent activememutdiss [72,73]. Quelques exemples de

coefficient de diffusion sont présentés dans léeetabl-1.

lipides systeme T°C | D x 10°(cm?s)
POPC (Tm = 5°C) multicouches 20 3.4+0.3
DLPC (Tm = -2°C) multicouches 20 4.6=0.3
DPPC (Tm=41°C) MLV < Tm 0.4 x 10~
DPPC MLV > Tm 1
DMPC (Tm = 24°C) MLV < Tm 1 %107
DMPC MLV > Tm 1.6
DMPC bic:?ﬂ.lcFLE sur 20 0.66
silicium
DMPC biccln}c.he sur 30 3.7
silicium

Tableau 1.1 Exemples de coefficients de diffusion latérale umés dans différents systémes en
utilisant le FRAP ietour de la fluorescence apres photoblanchineengpot.
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I-2-3-1 Diffusion transversale

En utilisant la spectroscopie vibrationnelle p@&nération des fréquences sommes
(SFVS), Liuet al [74] ont mesuré directement les temps de diffugransverse dans des
bicouches phospholipidiques supportées. Les dampdeale flip-flop vont d’environ 8.4 a 1.3
minutes entre 12.1 et 20.4 °C respectivement plDNPC, et de 59.8 & 9.2 minutes entre
30.5 et 36.6 °C pour le DPPC, ceci pour des bicesicleposées a une pression de surface de
30 mN/m, et en dessous de leur transition de phase.

Il est communément admis que la tension de sudfane une membrane fluide varie entre 30
et 35 mN/m [75]. La tension de surface pouvantcifiela dynamique du flip-flop, Liu et al.
suggerent que la dynamique du flip-flop sera augéwed’un facteur 1.3 pour une tension de
surface réduite de 10 mN/m. Ce qui appelle a pensercette dynamique est plus lente pour
des pressions de dépots supérieures. lls ont égatemontré que I'addition de marqueurs
altérait significativement ces taux d’échange. liaétique du flip-flop est également
fortement dépendante de I'état dans lequel se ¢rtrigystéme et est fortement augmentée au

dela de la température de transition principaleflgale [76].

I-3 Adsorption des protéines sur des surfaces sokd

L’adsorption des protéines sur une surface solatelee premier phénomene qui se
produit lors de la mise en contact d'une surfadiels@vec une solution de protéines.
Ce phénomene se produit spontanément et constitpeobleme majeur essentiellement dans
les greffes ou le plasma est en contact avec ufacsuétrangere. Ainsi le succes d’'une greffe
ou l'intégration d’'un matériau implanté dans unamigme dépend en grande partie de la
nature des premieres molécules protéiques adsoadéesurface entre le matériau et le fluide
biologique qui vont ensuite favoriser sa colon@mafpar les tissus environnants.
Dans la plupart des implantations telles que lesgigsu, en dentaire, une excellente adhésion
de protéines sélectionnées conduit dans la plu®tcas a une biocompatibilité meilleure.
Par contre, plusieurs applications telles queltefion du sang en dialyse ou les implants de

lentilles cornéennes exigent des propriétés nogsadés du matériau envers les cellules.

Dans des cas spéciaux tels que les biocapteursa twesoin d'une adsorption
spécifique de protéines particuliere pour obteng gurface bien caractérisée qui est réactive

envers des especes biologiques spécifiques. Laendtila couche adsorbée dépend aussi
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bien des caractéristiques de la molécule et deirface que des conditions dans lesquelles

I'adsorption s’effectue.

Dans le cadre de cette thése, nous nous somnéessisis a I'adsorption de protéines
sur surfaces solides pour mettre au point des iggbs de caractérisation des protéines par
couplage de bille fluorescentes, et aussi afinathlét un contréle d’adsorption non spécifique
par rapport a l'insertion de protéines dans desuumbes. Ce contrble est nécessaire, par
exemple, afin de vérifier si un niveau de fluoresmedétecté pourrait étre dd a une adsorption

dans des défauts des bicouches et non pas ungangans les lipides.
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CHAPITRE Il

Microscopie a Force Atomigue et Microscopie de Fluescence

Deux techniques de caractérisation ont été utdisgans cette : la microscopie de
fluorescence et la microscopie a force atomiquet des principes sont détaillés dans ce

chapitre.

lI-1 La Microscopie a force atomique

La microscopie a force atomique [76,77] fait pades microscopies a champ proche
appelées aussi microscopes a sonde locale. Etke iawentée des 1986 par Binnig, Quate et
Berger a partir de la microscopie a effet tunné8][(ou STM, scanning tunneling
microscopy). A la différence du STM, qui utilisesleariations d’'un courant tunnel pour
observer une surface, 'AFM est basée sur les Nang d’interaction entre une sonde (pointe)

de dimension trés faible et une surface.

[I-1-1 Dispositif

Une téte d'AFM (Figure 11-2) comprend trois comg@ats principaux :
- une sonde, constituée d'une pointe fine de fgoyramidale ou conique, d'une hauteur de
quelques micrometres et d'un rayon de courbureeddizaine de nm a son extrémité,
supportée par un levier d'une centaine de micr@wetie long, de quelques dizaines de
micrometres de large et de quelques micromeétreaidseur (Figure II-1) ;
- un détecteur de déflexion du levier, constitws daser, un miroir de réflexion et un capteur
photodiode,
- un systeme de positionnement piézo-€électriqueneant les déplacements dans les trois

directions de l'espace et une excitation vertidaléa sonde a haute fréquence.
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Les leviers utilisés en AFM sont aussi appeléstileaers. De ce fait, ils sont
généralement en silicium ou en nitrure de silicii8iN,). Il existe deux types de microlevier
selon leur forme : triangulaire et rectangulaifegre 11-1).

La constante de raideur des leviers peut allerwddgges dixiemes a quelques dizaines de
N/m ; elle dépend de la forme du levier. Les levies plus épais et les plus courts sont les
plus rigides. Les fréquences de résonance fondaesrge situent entre quelques dizaines et
quelques centaines de kHz. Les leviers les plus @bdes plus courts sont aussi ceux dont la
fréquence de résonnance est la plus élevée.

Généralement, les pointes sont intégrées aux tevieiles doivent étre aussi fines que
possible puisque c’est d’elles que dépend la résoluLes méthodes de microfabrication
permettent de concevoir des pointes d’un rayonotdebtire a I'apex de quelques nanometres

a plusieurs dizaines de nanomeétres. Les pointegepeétre de forme conique ou pyramidale.

NN
.

Figure II-1. Différents types de microlevier, image d’'en en haangulaires, en bas rectangulaires
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[1-1-2 Principe de fonctionnement de 'AFM

Le principe général de fonctionnement du microscagorce atomique tel qu’il est
schématisé sur la figure €&t le suivant :
L’échantillon étudié est monté sur un tube piéastique qui permet des déplacements dans
les trois directions de I'espace. Lorsque la poedeapprochée de la surface, une force de
qguelques nanonewtons est exercée sur elle, ce mrairee une déflexion du levier. La
détection des déflexions du levier est assuréaipaysteme optique grace aux déplacements
d’'un faisceau laser. Il est focalisé a I'extrémité levier sur sa face supérieure puis est
réfléchi via un miroir vers un systeme de détecbtiptique constitué de photodiodes a quatre
cadrans. Chaque cadran délivre une tension proposlle a sa surface éclairée ; on peut
ainsi suivre les mouvements verticaux et horizontadu faisceau laser associés
respectivement aux déflexions et torsions du levieée systéme permet d'obtenir une

résolution verticale inferieure a I'A.

Laser

Miroir

4
l

Echantillon Boucle d'asservissement

Tube
piézoelectrique

Image topographique

Figure 11-2. Dispositif et principe de fonctionnement du miaage a force atomique : un faisceau
laser détecte la déflexion verticale du levier lgamesure de la position verticale du
faisceau réfléchi dans la photodiode a quadrants.tducle d’asservissement maintient
la déflexiondZ du levier constante en agissant sur le tube pléetrique dont les
variations de tension servent a la constructiongagphique des images.
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[I-1-3 Le principe d’imagerie AFM

Dans le mode de base d'imagerie a force constapigelé mode contact), la force
appliguée par la pointe sur la surface de I'écHantiest maintenue constante par des
déplacements en z de la céramique piézo-électrigueéramique déplace aussi I'’échantillon
ou la pointe dans le plan (x,y). En AFM (Figure2)l-Le signal de mesure est la position du
faisceau laser réfléchi par le levier dans une qatiotle & quatre quadrants. Toute déflexion
verticale du levier se traduit par une variation’dige illuminée des quadrants du haut et du
bas. La différence d’éclairement entre ces quadramttraduit par une différence de courant
(quelgues nA) convertie en tension. Pour faire inm&ge, la pointe balaie la surface a force
constante (déflexion constante). Une boucle d’asssment (boucle de contre-réaction
électronique) maintient cette force constante edemmntact en commandant le déplacement
en z de I'échantillon par la céramique piézo-élgat. La mesure de ce déplacement selon z
permet de retranscrire la topographie de I'écHantil
En résumé, on obtient par AFM une image iso-foreéadcsurface, qui permet de remonter a la
topographie de la surface.

Le grand avantage de I'AFM par rapport au STM esil qpeut étre utilisé avec des
échantillons non conducteurs, ce qui facilite alie&tude des échantillons biologiques (plus
besoin de métalliser la surface comme pour le STE. échantillons n’ont pas besoin d’étre
fixés ou coupés en tranches puis placés dans & cochme en microscopie électronique.
L’AFM peut fonctionner parfaitement en liquide (egampon).

[I-1-4 Les forces en microscopie a force atomique

Une premiére approche pour décrire les forces smesejeu en microscopie a force
atomique consiste a considérer I'énergie d'intemactjui existe entre deux atomes (ou
molécules) non liés. Cette énergie est tres sougmimée sous la forme d'un potentiel par
paire de Lennard-Jones. Ce potentiel est la congmnal'une interaction attractive de Van
der Waals qui prédomine a "grande distance" deratpa et d'une interaction répulsive qui
intervient de fagcon prépondérante a "faible distamarsque les orbitales atomiques tendent a
s'interpénétrer (principe d'exclusion de Pauli)fiuze interagissant entre les deux atomes et

qui dérive de ce potentiel est illustrée sur laifigll-3.
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Force

Force répulsive

Distance de séparation des noyaux
-

Force attractive

Figure 1I-3. Représentation de la force d'interaction interatpriselon un potentiel de Lennard-
Jones.

11-1-4-1 Forces de Van der Waals

Les forces attractives regroupent principalemestdrces de Van der Waals [79]. Il y
a trois contributions aux forces de Van der Wahés.premiére est la polarisation due a
certains atomes ou molécules possédant un momdtipohaire permanent. lls peuvent en
outre créer des moments dans les molécules nonrgmlae qui constitue la seconde
contribution au potentiel de Vander Waals. Enfia, ttoisieme contribution est appelée
dispersion et correspond a la polarisation instedgacrée par les fluctuations de la position
des atomes autour du noyau. Les forces de Van \Weals agissent sur des distances
supérieures au 100nm et sont suffisamment fortasr gpwovoquer une déflexion du
microlevier AFM par action de la pointe.
Cependant, en microscopie a force atomique, il ieorivde considérer linteraction entre
surfaces et non entre atomes ou molécules ettibfanc sommer toutes les contributions. Ces
calculs ont été effectués pour différentes géome{tiableau II-2) en introduisant la constante

de Hamaker Adéfinie par la relation [79]:
Ay =T¢C, P1P2 (11-1)

Avec G la constante de London @te:p, sont les densités respectives des deux solides.
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Géometrie Potentiel d'interaction Force de van der Waals
Sphére-sphére Ulr) = _:;H Rfjffiz F(r)=— 6;H RII{LR;E
Sphére-plan Ulr) = % F(r)= _;—ZIR
Plan-plan Ulr)= 1_2::{2 F(r)= ;;?

Tableau II-1. Expression des potentiels d’interaction et dese®rde Van de Waals pour les
principales géométries, avec R le rayon des sphlrela constante de Hamaker et r
la distance d'interaction.

[I-1-4-2-Forces répulsives

Lorsque la pointe est a quelques angstroms drirface, il apparait une force de
répulsion créée par la répulsion coulombienne et Ipaterpénétration des orbitales
électroniques. En effet le principe d'exclusionPdeili interdit la présence, au méme endroit,
de deux électrons dans le méme état quantiqueyiceegqnanquerait pas d’arriver si la pointe
s’approche trop prés de la surface. Cette intenacd une tres courte portée (quelques
angstroms tout au plus).

'y a aussi d'autres forces d'interactions tellpse les forces magnétiques, les forces

électrostatiques, la friction ou la capillarité.

[I-1-5 Les modes d’'imagerie de 'AFM : avantages einhconvénients

Comme nous venons de le voir, 'AFM est trés d8asa différentes forces agissant
entre la pointe et la surface. Par la variété dieszei, en plus de son rdle classique de
caractérisation de la topographie des surface§MAst devenu, a travers différents modes
d’utilisation, un outil tres performant pour l'agaé et la caractérisation des propriétés
physico-chimiques de surface a I'échelle nanomédrié@n peut classer ces modes selon deux

catégories : la premiére regroupe les techniquessicjues pour obtenir une cartographie de la
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topographie de surface (contact, non contact, contdermittent), alors que la seconde
rassemble les différents modes utilisés lors dededt nanomécaniques (friction, modulation

de force, modulation latérale).

I1-1-5-1 Mode contact

Comme nous l'avons expliqué plus haut, dans ceemiadsonde est physiquement
constamment au contact de la surface durant leydgdade la surface par la poirge les
forces agissant entre la pointe et la surface&datigine de la déflexion du levier.

Cette méthode n'est pas adaptée a I'étude de esiffagiles qui peuvent étre endommagées
par les forces de cisaillement s’exercent au @bmtinte — surface, lors de ce balayage.
Quand la pointe et I'échantillon sont en contatforce d’interaction F est responsable de la

déflectionAz du microlevier selon la loi de Hooke :

F=KkAz (11-2)

Ou k est la constante de raideur du microlevier.

La pointe peut repérer des aspérités de I'échamtdle I'ordre de son rayon de courbure
terminal. La force appliquée doit étre tres faiplen peut atteindre des forces minimales de
I'ordre de 100 pN dans ce mode. En effet, c'e$brize nécessaire pour déplacer un atome
(casser une liaison chimique d'environ 1leV) surdistance de 1 nm. Afin de minimiser ces

forces, deux autres modes de contact dits intesmgt[80,81Jont été développés de telle

sorte que la sonde oscille au dessus de la surface.

[1-1-5-2 Mode tapping (ou mode contact intermittenj

Le contact pointe-surface n’est plus qu'internmittdurant le balayage de I'échantillon
sous la pointe [82]. Plus précisément, le leviérevia une fréquence proche de sa fréquence
de résonance et la pointe balaye la surface dbdméidlon. La surface de I'échantillon est
maintenue a une distance de la position d’équilidbue levier telle que I'amplitude des
oscillations du levier est maintenue constantdghapucle d’asservissement et est égale a une
valeur de consigne. Les amplitudes sont de I'odd&r€0 & 100 nm. Elles changent quand la
pointe balaye une surface dont le relief est ersdbasu en creux. Les changements en
amplitude et en phase (qui consiste a détectefaléstions de phase entre le signal excitateur

et la réponse du microlevier) des oscillations @xjmnité de la surface sont enregistrés. La
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topographie de la surface est obtenue en maintdiaamplitude constante (par analogie, en

mode contact, c’est le signal de déflexion absaluegt maintenu constant). L’échantillon est

moins endommagé dans ce mode, et il permet d’acéédee plus haute résolution latérale.

Ce mode est également aussi assez peu sensibdéduss du signal absolu de déflexion

dues aux dilatations thermiques. On peut donc itfeawalus longtemps et a plus basse vitesse
ce qui peut améliorer la résolution et le confort.

Cependant, I'observation d’'un échantillon en milieguide est assez compliquée due a

I'existence de multiples pics de résonance pamasite

11-1-5-3 Mode non-contact

Dans ce mode, la pointe n’entre pas en contaat Eveurface mais oscille a une
fréequence au-dessus de la fréequence de résonanksvidua une distance plus ou moins
proche de la surface. Les oscillations du leviet guférieures a 10 nm (Figure 11-4). C'est la
fréquence d’oscillation du levier qui est mainteoastante et égale a une valeur de consigne
a une distance de la position d’équilibre du lec@mme en mode tapping. L’échantillon est
encore moins endommagé qu’en mode tapping ou fiegusen mode contact.

L’amplitude des oscillations est suffisamment faipbur que le microlevier reste en régime
attractif [83]. Ainsi, a une distance z de la soefala force attractive i modifie la raideur

effective kg du ressort selon la relation :

kegp =kp - T (1-3)

]

oz

Il en résulte ainsi une variation de la fréqueneerésonnance et donc une variation de

I'amplitude de vibration. Ce mode n’est néanmoiagqis pas trés stable.
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Figure 1I-4. Représentation du potentiel de Lennard-Jones. MAFutilise avec un régime répulsif

(mode contact), un régime attractif (mode non-ccthtainsi que la combinaison des deux
(mode intermittent).
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[1-1-6 Courbes force-distance
[I-1-6-1 principe

Ce mode consiste a construire une courbe d’approatnait (appelée aussi courbe de
force) de la pointe par rapport a la surface (FegilH5). Le principe de la mesure de force
AFM consiste a mesurer la déflexion du levier d&=M en fonction du déplacement de la
céramique piézo-électrique. La boucle d’asservissgmui maintient constante la position du
levier est coupée. La pointe ne balaie plus laasertle I'échantillon, elle sonde la surface en
un point (x,y) grace au déplacement en z de lanuéuge piézo-électrique. Le systeme
d’acquisition du signal peut ainsi tracer les va@oias du signal en fonction de la distance
entre la pointe et I'échantillon.

[I-1-6-2 Interprétation de la courbe force-distance

L’interprétation de cette courbe est la suivar@é,§5] : En partant d'une position

éloignée de I'échantillon (1), la surface est pesgivement rapprochée de la pointe. Entre les
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points 1 et 2, aucune déviation du levier n’eseolde, car il N’y a aucune force d’interaction

entre la pointe et I'échantillon.

Déflexion du levier (nm)

L

Distance pointe-échantillon (nm)

Figure 1l-5. Courbe force-distance.

Lorsque la pointe s’approche de la surface, lesebbde Van Der Waals, agissent a
longue portée, le levier commence a fléchir (2)sei produit une instabilité. En effet, a ce
moment, le gradient de la force attractive devismpérieur a la constante de rappel du
microlevier et celui-ci est attiré brusquement aslaface de I'échantillon. Les conditions
expérimentales vont varier la distance a laqualiervient cette instabilité (la hauteur de cette
déviation est proportionnelle a la force attragtive
Le point (3) correspond a la force attractive madenSi la pointe continue a pénétrer dans le
matériau, le sens de la déviation du levier s’isgetes forces répulsives croissent jusqu’au
point (4) ou elles compensent exactement les foatieactives : le microlevier est au repos
comme en (1). Au-dela, l'interaction répulsive domet le microlevier change de courbure ;

la déviation augmente linéairement.
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A partir du point (5), le mouvement de I'échantill@st inversé ; I'échantillon continue a
s’éloigner, et la pointe reste au contact de ldasaer grace aux forces d’adhésion (Fadh)
jusqu’au point (6) ou il se produit une seconddaibiité : la force élastique du levier
I'emporte sur la force d’adhésion, ce qui raménmicrolevier au repos.

La différence entre les points (6) et (7) donne nm@sure des interactions a longue distance et
permet, si on connait la raideur du levier, dewdalcla force d’adhésion maximale entre la
sonde et la surface.

Les courbes force-distance ont été initialementositirutilisées pour la mesure des forces
d’adhésion puis ont rapidement été détournées @arutilisées a I'indentation des surfaces

grace a la maitrise des forces appliquées enpeitdae et la surface [86].

[1-1-6-3 Hystérésis d’adhésion

Plusieurs études [87,88] ont permis de montrer g2 comprise entre la courbe
d’approche (aller) et celle de retrait (retour) ldepointe AFM de la surface testée est
proportionnelle a I'énergie d’adhésion emmagasd@ant le contact qui est pour cette raison
appelée hystérésis d’adhésion. Pour en avoir Buvaxacte, il faut enlever l'influence de la
raideur du contact et du levier AFM utilisé : celafait en redressant la courbe (Figure II-6).
La force F est convenablement convertie a partitadaideur k du levier et la « distance»

correspond ici a la vraie distance pointe échamtiH :

h =2Zp + Flk (Il- 4)

Ceci passe par une étape de calibration du le\ik®d.A

= | e e e W s e =

Adhesion /
Hysteresis /

Force (nN)
™~

1 1 1 1 1 1
Distance (nm)
Figure 11-6. Redressement de la courbe AFM pour pouvoir caldideergie d’adhésion de la surface
testée.
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[I-1-7 Appareillage utilisé

Dans notre étude, nous avons utilisé essentiefiefifd=M dans les deux modes : en
imagerie afin de vérifier la topographie des bidmslipidiques (chapitre IIl) ; et en mesure
de force pour la nanomécanique que nous allonslldétdans le chapitre IV. Nous avons
travaillé en milieu liquide sur deux types de mgmopes commerciaux : le Topometrix
Explorer (Santa Barbara, CA) et le (Multimode Namogpe Ill, Veeco Instruments, Santa
Barbara, CA) équipé d’un scanner liquide J (Figli®.

Figure II-7. Le microscope a force atomique, Multimode Nan@®&ddl, ici en milieu liquide.
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11-1-7-1 Calibration du microlevier

Actuellement, la méthode du bruit thermique degaasimplicité est largement utilisée
pour calibrer la raideur des leviers [89]. Elle sigte a mesurer I'amplitude Z des vibrations
d’origine thermique du levier libre hors contact erilisant le théoreme d’équipartition de
I'énergie. Le théoréeme d’équipartition attribuent@me énergie a chaque degré de liberté de
tout systéme thermodynamique. Ainsi, a tempéraginsolue T, tous les modes propres de
vibration d’un microlevier possedent la méme éreetgermique égale a 1/k; avec k la
constante de Boltzmann. Si le microlevier est bénla surface, on peut considérer que ses
mouvements sont uniquement créés par le bruit thelsn(si 'on considére que le systeme
est isolé d’autres sources de bruit comme les tlma mécaniques) et si le microlevier est

modélisé par un ressort, I'énergie E du system&is1®0]:

E= 1/2ksT = 1/2K; < ¥ > (I1- 4)
ou K; est la raideur du levier et € % la moyenne quadratique de I'amplitude de vibratiu
microlevier.

Nous avons utilisé des microleviers en nitruresdieium SgN4, (NP Veeco) de
raideur 0.06 et 0.12N/m ainsi que des pointes OMBUOOPSA (Olympus, Japan) de raideur
0.08N/m.

Nous avons utilisé aussi des pointes biolevers BII-BOVB- séries (Olympus, Japan) pour
imager les protéines ; leur raideur étant de 0.6881/0.006N/m.

La calibration a été réalisée en utilisant la mééhdu bruit thermique avec un microscope
Asylum MFP-3D Stand Alone AFM (en collaboration eve Piednoir, LPMCN, UCBL).

[I-1-7-2 Caractérisation des pointes AFM (Mesure duayon de courbure)

La pointe est un élément trés important puisqugélamétrie réelle du contact n’est
pas définie tant que la forme de la pointe n'est pannue et, puisqu’il est nécessaire de
connaitre son rayon de courbure pour effectueetmésure quantitative.

Ainsi, nous avons reéalisé des images par microsébperonique a balayage (MEB) des
pointes (Figure 1I-8) (en collaboration avec A.-Munfio-Sfarghiu, INSA de Lyon) avant de

déterminer le rayon de courbure.
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"HV  spot mode mag D HFW
15.00 kV 4.0 SE 16 00f mm 9.32 ym

Figure 11-8. Image MEB d’'une sonde AFM.

Il a été montré [91-94] que I'on pouvait extrailedéométrie de la pointe a partir d'images
topographiques d’une surface constituée de piasgtBaau sommet plus petit que celui de la
pointe par effet miroir (réseauTGT1, NT-MDT, Zelgnad, Moscow, Figure [I-9), [95] : On

obtient ainsi une représentation en trois dimerssdamla pointe (Figure 11-10).

Figure 1I-9. Lorsque la pointe image un objet dont I'anglesaunmet est plus petit que le sien,
'image obtenue est celle de la pointe (en po#till

Nous avons trouvé des valeurs individuelles de mag® 20- 40nm (Figure 11-10); le rayon

nominal donné par le constructeur étant de 20-60nm
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Figure 1I-10. Mesure du rayon de courbure de la pointe AFM azayrille TGT1

[I-2 Microscopie de Fluorescence
[I-2-1 Principe

La fluorescence est la propriété que posséedetdicgrcorps d'émettre de la lumiére
apres avoir absorbé des photons de plus hautei@neagmicroscopie de fluorescence repose
sur la formation d'une image par détection de chiteiere émise. Le principe de la
microscopie de fluorescence est schématisé sugueefll-11 : La source de lumiére de ce
microscope est une lampe a vapeur de mercure cgtiéme lumiére ayant toute les longueurs
d’onde du visible. Le diaphragme de champ d’ouvertous aide a réaliser la mise au point
du microscope et a focaliser le faisceau sur léasard’un objet transparent (par exemple :

surface de verre).

Nous avons utilisé un microscope optique droiicaeDMLM) équipé d’'une lampe a
mercure, d’'unobjectif de grossissement commercial 20 (Leica Rlotar) et d’'une caméra
C.C.D refroidie (Leica DC 350F). Les observationg eu lieu a température ambiante.
Pour les visualisations on introduit deux filtraéasue miroir dichroique dans le « cube de
fluorescence » entouré sur la figure II-11. Nousrsvutilisé sur le microscope Leica un cube
13.

* le premier filtre la lumiére issue de la sourospeur de mercure. Il laisse passer seulement
la lumiere ayant une longueur d’onde capable dtexdies molécules fluorescentes (par
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exemple le NBD-PC pour les bicouches lipidiquesriiscentes) qui se trouvent sur la
surface analysée (a environ 480 nm - lumiere bigageir le NBD-PC).

* le deuxieme, filtre la lumiere réfléchie et émizar I'objet. Il laisse passer seulement la
lumiere ayant une longueur d’'onde égale a la longukonde d’émission des molécules

fluorescentes qui se trouvent sur la surface aéalya environ 520 nm - lumiere verte - pour
le NBD-PC).

» La caméra de fluorescence enregistre les image®s du microscope en transformant les
intensités de fluorescence en chaque pixel en egade gris : les zones plus claires
correspondant a des détails plus fluorescentsgpgoort aux zones sombres qui ont moins de
fluorescence.

Il est important pour comparer les images prisesc dg¢ méme objectif de garder toujours

constants les parametres principaux de la caméraoqu le temps d’exposition, le gain, le

minimum et le maximum de I'échelle enregistrée migsaux de gris.

miroir dichroique

objet

Figure 1I-11. Principe de fonctionnement du microscope de flumese : La lumiere provient de la
lampe a mercure a droite, elle passe un premige fgqui sélectionne sa longueur
d’'onde, elle est réfléchie a 90° par le miroir daibjue a cette longueur d’onde, excite la
fluorescence de I'échantillon. On collecte la flesrence réfléchie (épi-fluorescence)
qui est transmise par le miroir dichroique pui®aveau séparée de toute autre longueur
d’onde résiduelle par [€Zfiltre.
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[I-2-2 Marquage des lipides

Des phospholipides marqués sur l'une des chainessgs par un fluorophore se
mélangent facilement avec un phospholipide dilualassiquement une sorte de PC. Comme
ces molécules sont de véritables phospholipiddss gleuvent étre incorporées a une
concentration comprise entre 1 et 10 mol% de lantjéatotale de lipide, sans déstabilisation
de la structure en bicouche.
Dans notre cas, nous avons utilisé le NBD-PC «lthipayl-2-{6-[(7-nitro-2-1,3-
benzoxadiazol-4- yl)amino] hexanoyl}-sn-glycero-Bogphocholine » (Avanti Polar Lipids)
qui est un fluorophore dont la partie fluorescesgtliée chimiquement sur I'une des queues
lipidiques. Le NBD-PC a une longueur d’onde d’eatidn de 465 nm en lumiere bleaée

d’émission de 538 nm (lumiere ver{&jgure 11-12).

Partie fluorescente

2 nm

W

Teéte Invdrophile

) i

Absorption
Fluorescence emission

350 400 450 500 550 600 650 700
Wavelength (nm)

Figure 11-12. Lipide visible en lumiére bleue : NBD-P@); structure chimique de la molécule ;
b) Spectre d’absorbance (courbe de gauche) et d’@midsi fluorescence (courbe de droite).
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[I-2-3 Exemples d’'images

La figure 1I-13.B montre une bicouche de DOPC prép par la technique des
micelles (voir chapitre 1ll) du premier jour, larface est dense et homogéne ; elle sera donc
étudiée par AFM. Parfois nous n’obtenons pas dedtdépmogéne, probablement dia a
I'oxydation du DOPC (Figure 11-13.C). De telles bizhes seront exclues de notre étude par
AFM.

Figure 11-13. Images par microscopie de fluorescence dans I'dauSurface nue B. Dépbt
homogene d’une bicouche de DOPC-NBDPC fraichemeépgrée,C. Dépdt non
homogeéne.
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[I-2-4 Utilisation des billes fluorescentes activéepar EDC

Afin de pouvoir visualiser les protéines adsorbgas microscopie de fluorescence,
nous avons utilisé aussi des billes fluorescentelateéx commerciales (Yellow-green, 27 nm
de diamétre, Molecular Probes) portant un fluorepl{luorescéine FITC). Ces billes ont une
liaison pendante carboxylique activable en surf&se.activant le groupe carboxylique en
milieu aqueux avec N-hydroxysulfosuccinimide  (sulfo-NHS), 1-ethyl-3- (3
dimethylaminopropyl carbodiimide-HCI (ED@@n collaboration avec Christophe Place, ENS
Lyon), la bille peut se coupler de maniére covaeec les groupements amines ¢Nik la
protéine (lysine et N-terminal). Le mécanisme diation des billes est décrit sur la figure II-
14.
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Figure II-14. Mécanisme de I'activation des billes de latex RBXC d’apres Invitrogen ; a droite la
bille activée.
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Fabrication des membranes phospholipidiques modélext leur caractérisation par AFM
et microscopie de fluorescence

CHAPITRE 11l

Fabrication des membranes phospholipidigues modeélet leur
caractérisation par AFM et microscopie de fluorescece

Dans ce chapitre nous allons présenter les diffése méthodes que nous avons
utilisées pour la fabrication des membranes phdgptigues ainsi que la caractérisation des
bicouches que nous avons étudiées.

Avant de détailler les différentes méthodes, nawsronencgons par la procédure commune aux
trois méthodes et qui est la préparation des stgppor

llI-1 Préparation des surfaces

Nous avons utilisé des surfaces de verre (botas#g) nu et silanisé ainsi que le mica.
Les plans de verre (Pignat, Vaulx-en-Velin, Franeent d’abord lavés grossierement a la
main puis immergés dans un meélange d’eau ultra-ptird’'un savon spécifique au verre
(Microson) (Fisher-Bioblock, France) dans une cuwveilltra-sons a 60°C pendant vingt
minutes. L'eau ultra-pure utilisée est obtenuegsamose inversée (systeme Millipore Direct-
Q TM.3) et passée a travers un filtre particulades 0,22um. Sa résistivité est de 18.2
MQ.cm. Les surfaces sont ensuite rincées a I'eau ulteapendant 5 minutes, et nettoyées a
nouveau pendant 20 minutes aux ultrasons a 60°€ ldaétergent. La méme procédure est
répétée avec I'eau ultrapure. Les plans sont finafé rincés pendant 5 minutes a I'eau ultra-
pure, et gardés dans 'eau ultrapure.
Nous contrbélons systématiquement la propreté du e une observation directe du front de
démouillage de I'eau sur la surface. Si la surkestepropre, le front est droit et régulier. En
présence de défauts, le front s’accroche sur ctaitde Ces derniers ne seront pas utilisés

dans nos expériences.
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L’état de surface des plans est vérifié aussidesr mesures d’AFM. La figure 1l1l-1
représente une image d’AFM d’une surface de Pyettoyée selon le protocole indiqué plus
haut. Les rugosités mesurées sont de I'ordre der@.pic-a-pic sur une surface de 2 x Zum
et présentant une valeur de rms (root mean sqdar@)Lnm.

La rugosité rms décrit les fluctuations de hautimita surface autour d’'une hauteur moyenne
et représente la déviation standard, ou la racare2cdu moment d’ordre 2 (variance) en
termes de statistique. Elle correspond donc a wserigbtion statistique de la dimension
verticale de la surface (écart-type de la distrdsutdes hauteurs) et sert de base pour les

autres quantités (rugosités).

15.0 nm

II].I] 1: Height 2.0 pm 02 04 06 08 1 12 14 16 pm

Figure IlI-1 . Topographie de la surface du verre propre ; aadpoofil en z selon la ligne indiquée.

Nous avons aussi réalisé des dépots sur le miceawites :

Le mica est une espece minérale d’aluminosilicaig@srévele apres clivage une surface
atomiguement plane sur plusieurs centaines de pamuscovite est composée de feuillets
de silicates d’'une épaisseur de 10A environ.

Le mica se compose de couches chargées négativemiesont liées entre elles par des
cations interfoliaires, chargés positivement, dans le cas de mica muscovite {N&ns le
mica paragonite). Chaque strate est constituéeae cbuches hexagonales de &iqui sont
réticulées par des atomes d'aluminium avec despgso®H incorporés (Figure 1lI-2). Le
clivage laisse une distribution aléatoire des isusles deux faces du clivage, qui rend les

surfaces de mica trés hydrophiles.
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Les liaisons électrostatiques entre les ioriseK oxygénes de la couche sont faibles et se
brisent facilement. Cette couche est perturbéesapré procédure simple de clivage avec une
bande de "scotch”, exposant un plan de base copaeles ions K avec une densité de 0,57
ions/nnf [96,97].

Dans lair, cette couche est complétement newtrligar la charge négative du réseau
aluminosilicate. Toutefois, dans I'eau, quelques des ions K se dissocient de la surface,
qui se traduit par une densité de charge de suragative de 0,015 charges/anpH 7 [98].
Pour nos expériences d’AFM, nous avons utilisé desillets de mica muscovite
(Goodfellow, Cambridge Ltd.UK).
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Figure 111-2. Structure d’une coupe verticale du mica muscdvéiehement clive.
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La topographie par microscopie a force atomiquetreomne surface lisse de rugosité 0.06
nm (Figure II-3).

15.0 nm

o 2.0 pm 02 04 06 08 1 12 14 16 pm

Figure I1I-3 . Topographie du mica visualisée par AFM; a drpitefil en z selon la ligne indiquée.

[1I-2 Lipides utilisés

Les phospholipides que nous avons utilisés datte partie sont le DOPC (1,2-
Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine) phospholipidgaturé (Avanti Polar Lipids) (Figure
[lI-4.A), le DPPC (1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero3- P#ghocholine) phospholipide saturé
(Figure 11I-4.B) (Avanti Polar Lipids). Le NBD-PCse utilisé comme fluorophore (voir
chapitre I1).

[11-3 Préparation des membranes supportées

Dans cette these, nous avons préparé des bicopbbspholipidiques supportées par
trois méthodes différentes :
- Des bicouches DPPC ont été préparées par la dett® et qui nous ont servi pour I'étude
de l'insertion des protéines dans les membrangsostges (Chapitre V).
- Les bicouches de DOPC ont été préparées par thooe des micelles dans différentes
conditions pour I'étude propriétés nanomécanig@ssndembranes (chapitre V).
- Nous avons également préparé des vésicules wiiaras de type LUV de DOPC et de
mélange DOPC/DPPC par la méthode d’extrusion degwés dont nous avons étudié la
stabilité par AFM.
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D’autre bicouches mixtes de PC /PE/CL (que nousld@perons dans le chapitre V) ont

aussi été préparées par extrusion de vésicules.

N

-
0.5 nm | 2.5nm
Téte hydrophile Queues hydrophobes

A-DOPC (1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine).

Téte hydrophile

Queues hydrophobes

2nm -

B-DPPC (1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine).

Figure 111-4. Structure des différents lipides : DOPC et DPPC.

[11-3-1 Méthode de Langmuir-Blodgett

Historiguement, c’est & I. Langmuir (1881-1957¢dion doit le premier modéle de
membrane dans les années 1930. Ses études suinted’fivile a la surface de I'eau [99]
'ont amené a formuler une théorie générale swhiaie surfacique qui lui a valu le prix
Nobel de Chimie en 1932.

Avec sa collaboratrice K. B. Blodgett (1898-197B) introduisent la notion de monocouches,
films de surface d’épaisseur atomique ou moléaulapossédant des propriétés
bidimensionnelles [100,101]. lls mirent en évideme fait qu'une goutte d'huile (molécule
amphiphile) déposée sur une surface statigue d's@tale jusqu'a former un film

monomoléculaire. lls mirent également au poinelzhhique, dite de Langmuir-Blodgett, qui
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consiste a transférer sur un substrat solide plorgyécalement, a pression de surface
constante, une ou plusieurs couches d’'une monoeoiacmée a l'interface air-eau (Figure
[11-10).

Pour comprendre réellement ce qui se passe lorsdBp6t Langmuir-Blodgett, nous allons
introduire quelques notions fondamentales de chphisique telles que la tension
superficielle, la pression de surface, I'aire malée, isothermes pression de surface-aire.

(Voir annexe)

[11-3-1-1 Molécules tensioactives

Certaines molécules peuvent modifier la tensiorsuidace des liquides ; elles sont
appelées molécules tensioactives. Ce sont des ahedéamphiphiles possédant une partie
hydrophile (téte polaire), I'autre est hydropholobaine aliphatique), parmi elles, on peut
citer les acides gras et les phospholipides.

Lorsque ces molécules sont adsorbées a la suréatead, la partie hydrophile est solvatée.
Cette solvatation diminue le nombre de liaisons\tfamtes" des molécules d’eau de surface.
Les liaisons "pendantes"” des chaines aliphatiqomslksen moins énergétiques : la tension de
surface diminue.

Le caractére amphiphile des tensioactifs dictéeftation des molécules a l'interface (air/eau
ou huile/eau) de telle maniére que le groupe de étaire est plongé dans l'eau et que la
longue queue hydrocarbonée est orientée versd&igaz ou de I'huile.

L’adsorption de molécules tensioactives a la serfde I'eau donne naissance a un film
monomoléculaire qui abaisse la tension de surfaeeum effet stabilisateur de I'interface. A
la surface de I'eau, on distingue deux types deaoaumches de tensioactifs : les films de
Gibbs, pour les tensioactifs partiellement solubétdes monocouches de Langmuir, pour les
tensioactifs non solubles ou I'équilibre est foregn déplacé vers la formation du film a

I'interface Figure 111-5).

[ah (b

Figure IlI-5. (a) Films de Gibbs. (b) Film de Langmuir.
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[11-3-1-2 Cuve de Langmuir et balance de Wilhelmy

Nous avons utilisé une cuve de Langmuir commerci@dlima Technology,UK,
modéle 611). Son corps est en téflon. Etant hydrbetet inerte chimiquement, le téflon est
le matériel le plus approprié pour ce genre de suve
La cuve est composéde deux barrieres mobilegui permettent de faire varier l'aire de
surface de la cuve (Figure llI-6)’aire de la monocouche est mesurée grace a lantist
entre les barrieres mobiles. La cuve possede ured@dservissement en pression. Dans ce
mode, la distance entre les barriéres est cordgémaniére a maintenir la pression de surface
constante. C’est grace a ce mode que nous pouainesdes dépots a pression de surface
constante. Pour faciliter le dép6t et augmenteolase verticale de la surface solide, un puits
de 36 mm de diamétre et de cingq centimétres depdelur a été creusé dans le corps de la

cuve.

ean
can et monocouche _ puit e

pure pure

-————  barniéres de teflon mobilles ——————==

Figure 111-6. Schéma de la cuve de Langmuir (vue de dessus).

La pression de surface est mesurée par la méttelebalance de Wilhelmy avec une
résolution de 0.1 mN/m. Dans cette méthode, la meesst effectuée par la détermination de
la force due a la tension de surface sur une lamgaeier filtre immergée partiellement et
perpendiculairement dans la sous-phase et montd&kactrobalance. Cette force est alors
convertie en tension de surface (mN/m ou dynesé&ifigide des dimensions de la lame du

capteur de pression (Figure IlI-7).
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Figure 111-7 . La plaque de Wilhelmy immergée partiellement dansurface de I'eau.

Le capteur détecte la force exercée par le ménidguiguide qui mouille la plaque. Pour une
lame rectangulaire de dimension W,, et {, de matériau de densi{, immergeé a une

profondeur h dans un liquide de densif®, il s’exerce sue la plague une force verticale
dirigée vers le bas. Cette force est la résultahtepoids de la lame, de la poussée
d’Archimede et de la force due a la tension supietfe. La résultante des forces est donnée

par I'’équation suivante :

[Force sur la plague] = [poids de la plaque] — [possée d’Archiméde]

F=(mpg) + 2 (tp +Wp)(coB ) - piVp g (111-1)

ouy est la tension de surface du liquigegst 'angle de contact du liquide sur la lame esg

la constante de gravitation ; w et t largeur etiggeur de la plaque respectivementétant

le volume de la proportion de la plaque plongéesdatiquide. On écrit ainsi :

F = ppgloWptp + 2y (tp +Wp)(COB ) - pigtiwihy (1-2)
La pression de surface est alors déterminée enrergda variation de la force F pour une
plaque fixe entre une surface propre et la mémiasien présence d'une monocouche. Si la

plaque est completement mouillée par le liquide o9 = 1), la pression de surface est alors

obtenue par I'équation suivante:

La sensibilité peut donc étre augmentée en utilisaa lame trés large.
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[11-3-1-3 Dépbt de Langmuir-Blodgett

A- Préparation de la cuve de Langmuir

Le dépbt nécessite un maximum de propreté et otépde produits car des impuretés
aussi petites que 1ppm peuvent changer radicalelaesumportement de la monocouche.
Pour éliminer la contamination de I'air, nous avtravaillé sous une hotte a flux laminaire
Nous commencons par le nettoyage de la cuve avehldtoforme puis de I'éthanol. Elle est
rincée plusieurs fois a I'eau ultrapure (MillipoidilliQ, résistivité 182 MQ.cm). La vidange
de la cuve se fait par aspiration de I'eau paustace ou les impuretés se concentrent. Aprés
ce nettoyage, nous remplissons la cuve d’eau piira. Nous réglons le bain thermostaté a
20°C. Afin de s’assurer de la non pollution de laface de I'eau, nous réalisons une
isotherme de la surface nu&. aucune variation de la pression de surface @pstgistrée
pendant la compression, nous validons I'état depreté de la surface; sinon, nous
recommencons un cycle de nettoyage.

Nous immergeons perpendiculairement un plan dexpige@ va servir au dépot de bicouches
lipidiques)dans la phase liquide. Le plan est fixé par unegpmétallique solidaire d’'un bras
(dipper). Cette manceuvre doit étre réalisée &el'didn mécanisme de précision automatique,
c'est a dire ne produisant aucune vibration |latéedlse déplacant verticalement a vitesse

constante.

B- Epandage du phospholipide a la surface de I'eau

Environ 50uL d’une solution diluée de DPPC 1mmol/l (Avanti &oLipids) dans un
mélange de chloroforme-éthanol (9:1 en volume) gpaindus goutte a goutte a I'aide d’'une
microseringue a la surface de I'eau, entre lesdras mobiles, en faisant attention a répartir
le lipide le plus uniformément possible sur toatelirface. Une fois la solution déposée, nous
attendons 45 minutes afin que le solvant organggsapore et que la couche soit homogéne.

Les phospholipides forment un film de Langmuir auaface de I'eau (Figure I11-8).

C- Isotherme Pression de surface-Aire

Nous réalisons alors une isotherme de cette mawmbeoqui nous permettra de
valider le dép6t a la surface de I'eau. Cette Botie est enregistrée par la compression du
film (réduction de l'aire avec les barrieres a wigsse constante) tout en continuant a

surveiller la pression de surface (Figure IlI-9)isatherme obtenue est reproductible : la
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monocouche est a I'équilibre avec la sous-phaseusgu Nous disposons donc, a la surface
de 'eau d’'une monocouche bien caractérisée égaiilibre thermodynamique.

Dipper

automatique

Molécules de lipide Substrat
Capteur de pression

l / Barriéres mobiles

Sous phase (eau)

cuve thermostatée en teflon

Figure I1I-8 : lllustration de la cuve de Langmuir avec leséoales de phospholipides formant une
monocouche a la surface de I'eau entre les deuielss mobiles.

40 I
R Phase
Phase Coexislence liquide
- solide 7]
30 LC LE 7
LC «—— LE

Pression de surface (mN/m)
[§]
[]
I

—
=
I

140 160 180 200 220 240 260
Aire par molécule ( \J

Figure 111-9. Isotherme d’'une monocouche de DPPC a la surfateale La température de la sous-
phase aqueuse est maintenue a 20°C. En plus deesphk (liquide expansé) et LC
(liquide comprimé) visibles sur l'isotherme, il eté une phase gaz de faible densité.
Cette phase a des pressions de surface de I'ouddexidme de mN/m dans la limite de
résolution du capteur de pression utilisé. Noukmkcelons pas sur I'isotherme.
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D- Dépo6t de Langmuir-Blodgett

Il'y a plusieurs parameétres qu'’il faut contréleup effectuer le dépét, il s'agit de : la
température, la pression de surface durant le dépdensité de la monocouche a l'interface
eau-air, et la vitesse du plan de Pyrex.

Afin d’avoir des dépots denses, proches des camditbiologiques, nous avons travaillé avec
des pressions de surfaces élevées. Il a été mde¢ que la qualité du dépbt est optimale
pour des pressions proches de la pression de sellgpession a partir de laquelle une
monocouche de tensioactifs comprimée a l'interieae-air n’est plus stable. Pour le DPPC,
la pression de collapse se situe autour de 50 mNinsi, le dép6t d’'une monocouche de
DPPC sur le plan de Pyrex hydrophile est réaliséreamontant le plan a travers la
monocouche de DPPC située a l'interface eau-air ame pression de surface de 40 mN/m et
a une vitesse constante de 5mm/mn. La pressionréics est maintenue constante au cours
du dépbt grace a l'asservissement en pressionatgsres mobiles. Lorsque le plan de Pyrex
traverse l'interface, les molécules de tensioaditedsorbent de part et d’autre du plan,
comme le montre schématiquement la figure 111-18.thux de transfert est de 98%. Aprés
avoir déposé une monocouche de DPPC sur un plaRyex, la surface est a nouveau
plongée dans I'eau, a une vitesse de 5 mm/mneksjan de surface étant toujours maintenue
a 40 mN/m. Une deuxieme monocouche de DPPC se elgdos par-dessus la premiere,
formantune bicouche, comme le montre la figure 11I-10 (aite). Le taux de transfert de la
deuxieme couche de lipide est d’environ 70%.

Une fois la bicouche déposée, elle est placée ulampetite boite dans le puits au fond de la

cuve, qui permettra de retirer la surface de laals’ Langmuir sans démouiller la bicouche.
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Figure 111-10. Méthode de dépbt de Langmuir-Blodgett : un planpgieex passe a travers une
monocouche de tensioactifs a I'interface eau-giréA un premier passage (a gauche)
se dépose une monocouche, apres un second passdgeité) une bicouche. La
courbe représente la variation de l'aire entrebbasieres en fonction de la position du
substrat. ('axe de cette position est inversé i correspond au plan en bas dans
I'eau, 40 mm au plan en haut hors de I'eau).
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[11-3-1-4 Caractérisation par AFM de bicouches de IPPC déposées par la technique LB

Nous présentons dans la figure 1lI-11 des imagdgférentes échelles de bicouches
de DPPC préparées par la méthode de Langmuir Biodges images montrent des trous de
profondeur de 6nm en accord avec I'épaisseur dhioeuche de DPPC sur une surface de
verre [103].

A des échelles plus réduites, 100 x100°nfRigure 11-11.B), la bicouche montre une
structure granuleuse. Les grains de cette strucitrales hauteurs maximales de 1.2 nm et
une rugosité de la surface (rms), de ~ 0.3nm. Qetur de rugosité est en accord avec celle

mesurée sur des surfaces de verre nues.

E
"

0 0.5 | um 0 50 [ 00 nm

[5nm 2.9nm
C D
a G ah,
T,E-fw“—’ﬂwﬂ“-’ﬂ“— II(-’ | 45 \_A.‘_“_,.-:-er- \%me e
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Figure IlI-11 Images AFM de bicouche de DPPC préparées par Liiéaahtes échelles (A, B) ; C et
D profil de la ligne des images A et B respectivatn&chelle verticale des couleurs
correspond a A: 10.5nm; B : 2.8nm.
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[11-3-2 Méthode de coadsorption de micelles mixtes

La méthode co-adsorption de micelles mixtes ligldeergent a été développée par
Grant et Tiberg, [104,105] Cette méthode donnerdssltats robustes et est moins colteuse
en lipides, de plus elle ne nécessite pas de digpapéciaux.

Le principe consiste a adsorber a partir d’'unet&oiuconcentrée de lipide et de détergent
puis une succession de rincage et de réadsorptpartét de solution moins concentrée en
mélange lipide/surfactant ainsi une bicouche dextseompacte pourra étre produite sur la

surface.

[11-3-2-1 Préparation de micelles mixtes

Cette technique utilise un détergent non ioniqoegement soluble dans I'eau, (d’ou
son élimination facile avec le rincage) le DDM (od2cyt3-maltoside) (Figure 111-12),

(cmc=1.67x1d mol/l) pour dissoudre les lipides et former deseties [105,106].

g
/)

/

2

Téte hydrophile 1 nm

Figure IlI-12. Structure chimique d’une molécule de n-Dodecyl-Higtamaltoside (DDM)

Le DOPC a été solubilisé a une concentration devildans un mélange de
chloroforme/ éthanol (9/1, v/v). Le NBD-PC a étfoute a cette solution a 1% (mol%) afin
de pouvoir vérifier par la suite la qualité et Ihogénéité du dépbt a grande échelle par
microscopie de fluorescence.

Un aliquot de la solution lipidique est placé damstube a essai, puis soumis a un deébit
d’azote avec une rotation continue; le solvant assi évaporé, (Figure 111-13). Nous
obtenons un dép6t uniforme de lipides sur la paterne du tube.

Des micelles lipide /détergent en rapport massig@esont obtenues en rajoutant, dans le tube

a essai contenant I'étalement lipidique, de I'edtvapure et une solution aqueuse DDM
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(0.485mg/ml) pour former a la fin une solution délamge DOPC/DDM a une concentration
finale de 0.114 mg/ml.

Nous agitons doucement pour éviter la formationmibeisse du détergent. Toute I'opération
est effectuée sous courant d’azote pour évitelytlakon des lipides. La solution obtenue est

limpide. Elle peut étre conservée 3 semaines aigééhteur.

Courant d'azote\ N

Etalement des lipides sur
L/ les parois

/

Solution de lipides

Figure lll- 13. Technique de préparation de micelles : étalementesuparois du tube a essai par
évaporation du solvant avec un courant d’azote.

[lI- 3-2-2 Préparation de bicouches dans I'eau

La technique de dép6t comporte trois étapes ashest
1- Incubation de la solution de micelles /DDM 0.114migsur le verre pendant 5 minutes en
présence d'ions G4(CaCl) & une concentration de 2mM (Figure [11-14).
Les travaux de Hills [107] montrent que ces iong'Gant présents également dans les
bicouches lipidiques in vivo ou leur role serait wgidifier la bicouche en formant des
liaisons ioniques entre les parties négatives (phetes) des tétes lipidiques.
D’autres travaux [108,109] montrent que la présefeions, comme €3 peut modifier les
propriétés physico-chimiques des bicouches lipiedgqucharge électrique superficielle,
perméabilité, etc.
2- Rincage lent avec I'eau ultrapure a un débit dérBmpendant 90minutes afin d’éliminer

le détergent et les lipides qui n'ont pas accrachkeésurface (Figure 111-14).
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3- Aprés cette étape de rincage, le surfactant eseftis susceptible d’étre resté dans la

bicouche a I'état de traces. Ainsi, pour éliminenté trace de surfactant et avoir un dépot

lipidique plus compact, une deuxieme incubation emtfois nécessaire : ainsi aprés la

premiere incubation, nous rajoutons une solutionnmdeelles dix fois moins concentrée

(0.0114mg/ml), toujours en présence du calcium 2iniMcubation dure 5 minutes puis nous

effectuons un ringage lent goutte a goutte pengldmhinutes comme dans la premiere étape.

Les bicouches sont conservées a l'état hydraté palelles ne se transforment pas en

monocouches (aprés déshydratation) ou vésiculesgaphydratation). Elles sont étudiées le

jour méme (AFM et fluorescence).

reservoir d'eau

T

Y
]

ringage lent

i)
4]
]

A
]

incubation

ﬂ molécule de lipide

f?? ? g f?? ? 3 ? molécule de détergent

Figure 111-14. Dépbt de bicouches lipidiques par la méthode dadsorption des micelles lipides-

détergents : a gauche : incubation des micellees]ix

a droite : formation de la bicouche et éliminatwogressive du détergent par dilution

lente.
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[11-3-2-3 Bicouches de DOPC dans le Tris pH 7.2

La préparation des bicouches de DOPC dans lep@risa méthode de co-adsorption
de micelles mixtes est similaire a celle des bibescdans I'eau, sauf qu’a la fin du ringage,
I'eau est remplacée par le Tris/ HCI (15mM, pH 7.2)

I11-3-2-4 Caractérisation de la bicouche de DOPC sule verre

Nous veérifions systématiquement ’lhomogénéitéimtiélgrité des bicouches de DOPC
(homogénéité de la fluorescence). Nous avons déjiréna titre d’exemple au chapitre Il les
images de microscopie de fluorescence de bicoyntégmrées par co-adsorption de micelles
montrant deux exemples avec une bonne ou mauvas®denéité ; nous allons donc

présenter maintenant les résultats de microscojoica atomique.

[11-3-2-4-1 Par microscopie a force atomique

Les bicouches de DOPC sur le verre, fraichemeggrées montrent une morphologie
lisse avec un pic maximum de 0.7nm et une rugosite de 0.1nm (Figure 111-15). Cette
topographie correspond bien a la rugosité de facaidu verre en borosilicate en dessous de

la bicouche [110]. Les défauts tels que les trausant pas observés dans ces bicouches.

2““']-'.8."IIII'I'II'Ilil'-
Of S TN T
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c MRS ﬁ}ﬁﬁm

Figure IlI- 15. Bicouche fraiche de DOPC sur le verre : A-topog@B x 2um), échelle verticale
des couleurs 15nm ; B- profil de hauteur caradigtis ; C- schéma d’'une bicouche
de DOPC.
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Aprés un jour en solution dans I'eau (Figure Blrlou le Tris (Figure IlI-17), la
structure de la bicouche n’est pas continue potendula bicouche présente des trous de
hauteur de 4.5 + 0.5 nm, déterminée par la sebtoizontale de plusieurs images.

Ces valeurs corrélent bien avec les épaisseursdidesiches de DOPC obtenues dans la
littérature sur des surfaces de silicium : Tiberal.[104,111] ont mesuré par ellipsométrie et
par réflexion de neutrons une épaisseur de 4.3mrsilizium avec des bicouches préparées

avec la méme méthode.

15.C
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Figure 11I-16. Bicouche de DOPC dans I'eau, vielle d'une journésentant des trous:
A- Topographie : échelle verticale des couleurs 15mnla méme en 3DC- profil en
z selon la ligne indiquée montrant une profondeairtus de 4.5 nm envirom-
schéma représentant les trous dans la bicouche.
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Figure 1lI- 17. Bicouche de DOPC (2 x2um) dans le Tris 15mM, pH Vi€ille d’'une journée
présentant des trous.

Des valeurs similaires ont été obtenues dans deesdifférentes utilisant la réflexion des
rayons X sur les bicouches de DOPC préparées paétlaode de fusion de vésicules sur des
substrats en silicium : Milleet al. ont mesuré une épaisseur de 4nm sur le quartercamit
une bicouche d’eau de 0.5nm entre le quartz ebl@oeouche de lipide [112].

Hochrein et al. ont mesuré une distance de 3.6 enéte a téte sur des plans de silicium et
n’'ont détecté aucune bicouche d’eau [113]. La méisiance a été obtenue par le groupe de
Nagle par la diffusion des rayons X [114], corresjent a une épaisseur de la bicouche de
4.5nm en tenant compte de la taille de la tétepileel.

I1l- 3-2-5 Effet de la vitesse de dilution et du \gillissement de la bicouche

Nous avons également étudié, par les expérienddd, Aeffet de la vitesse de
dilution sur la densité du lipide et le taux deawaement de la bicouche. Le débit utilisé
durant le rincage étant de Q =4 ; 2.5 et 0.7 nml/ooirrespondant a des taux de dilution de :
Ro= Q/V = 7, 4 et 1mirt respectivement ou V est le volume de la cuve dagselle
s’effectue la dilution.

Nous avons trouvé que le taux de recouvrement dépeaucoup de la vitesse de dilution :
plus rapide est la dilution (R=7min™, Figure 111-18.C), plus faible est le recouvrement

Ces résultats sont en accord avec les observatmisberget al. [104] qui ont observé des
bicouches de lipides denses et compactes sur die€eside silice quand le rincage, aprées
adsorption a partir de solution concentrée, étletmié tres lentement.
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La structure des défauts, trouvés le deuxiemedbommersion, dépend de la méthode
de préparation. A une vitesse de dilution lefe =1min %), les bicouches formées par une
seule incubation présentent des ilots faiblemetgréonnectégigure 111-18.B) ; alors que
les bicouches formées par deux incubations préaseaterecouvremerdavec des trous isolés
(Figure 111-18.A). Par conséquent, nous pouvonschoe a partir de ces observations que les
bicouches de DOPC couvrdat surface du verre au moins durant le premier gpres leur
préparation mais les lipides se désorbent de [aublte créant des trous et exposant la surface
du verre a partir du deuxiéme jour. Ceci est urampatre tres important a prendre en
considération pour I'étude des propriétés des mandsr phospholipidiques. La vitesse de
dilution joue aussi un rdle tres important danstkbilité de la bicouche et peut déterminer
indirectement la quantité du détergent restant danbicouche. Ainsi, plus lent est le
processus de dilution, plus petite est la quaniit@étergent restant a la surface (Figure llI-
18).

Pour notre étude, nous avons utilisé seulemenbigesiches fraiches réalisées avec un taux

de dilution intermédiaire de (R= 4min™).
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— e T T TN

—

Figure 111-18. Bicouches de DOPC vieilles d’'une journées prépapée coadsorption de micelles et
de facons différentesA. deux incubations (R=1min') ; B. une incubation, (R=1min?); C. deux
incubations(R=7min ™).
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I11-3-3 Méthode de fusion des vésicules

Les vésicules unilamellaires de type LUV ont étépprées par la méthode d’extrusion
des vésicules [115,116]. Nous préparons une salao20 mg/ml de lipide dans un mélange de
chloroforme et d’éthanol (9:1 en volume). Nous uépms 1% (wt%) de lipides fluorescents
(NBD-PC) a cette solution afin de pouvoir vérifgar la suite la qualité et 'hnomogénéité du
dépot a grande échelle. La solution est placée dartzallon conique. Le solvant est évaporé
avec rotation continue sous flux d’'azote. Les isicde déposent alors sur les parois du ballon.
Nous ringons deux fois au chloroforme et un trongea I'éther en évaporant a chaque fois, et ce
pour avoir un dépoét uniforme circulaire sur lesgadu ballon.

Les lipides sont maintenues toute la nuit sous afie d’éliminer toute trace de solvant
organique. Les lipides sont alors hydratés avecsohgion tampon de Tris, HCI 15mM, pH 7.2,
puis vortexés. Nous obtenons ainsi des MLV (murtg#ar large vesicles) a une concentration
de 20mg/ml.

[11-3-3-1 Préparation de vésicules unilamellaires

Pour obtenir des vésicules unilamellaires (LU\®s MLV sont transférées dans des
tubes eppendorf, vortexées pendant 10 minutes, isesm une congeélation pendant 5minutes
dans un récipient contenant de I'azote liquide pléisongelées en chauffant pendant 10minutes
a 37°C dans un bain marie. Toute la procédureépsitée six fois, et entre chaque cycle, les
LUV sont vortexées pendant une minute afin d’eetewne couche a chaque fois jusqu’a ce que
I'on obtienne une seule couche lipidique.

Les vésicules sont alors extrudées avec un miniéetr(Avanti Polar Lipids) (Figure 111-19).
Les échantillons sont soumis a 19 passages sulscés$nide de deux seringues) a travers des
membranes en polycarbonates (Avanti Polar Lipids) @4 et 0.2 um de diameétre
respectivement afin d’obtenir des LUV les plus nitieperses possible.

Les vésicules unilamellaires (LUV) résultantes sdimtfois diluées dans le tampon Tris/ HCI
15mM, pH7.2 et conservées sous azote a 4°C.

[lI- 3-3-2 Préparation de bicouches (éclatement degsicules)

Le dépbt des vésicules a été réalisé sur deus peurfaces solides; le verre et le mica
selon la procédure suivante :
Les surfaces sont incubées pendant 1h avec laisolde LUV 10 fois diluée, c'est-a-dire

0.2mg/ml, & laquelle 2mM de &a(CaCl) sont ajoutés pour stimuler I'éclatement et lddns
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des vésicules sur la surface. Le surplus de lipelséliminé par ringage en remplacant le
surnageant par la solution tampon Tris 15mM, pH (F@ure 111-20). Les bicouches sont
conservées a |'état hydraté dans le Tris, a pH7u#ilesées le jour méme du dépot.

Apres dépbt, nous vérifions de maniére systématitppenogénéité des bicouches supportées
par microscopie de fluorescence. La figure lll-Zprésente deux images de fluorescence

typiques d’une bicouche déposée selon le protat#det ci-dessus.

Figure 11I-19. Le mini-extruder avec les deux seringues.

2 mM Ca”"
—_—
ringage
LUV- vésicules lipidiques a 0.2mgiml Formation de la bicouche

Figure 11I-20 . Formation de bicouche phospholipidique par lahoeé de fusion de vésicules.
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[lI- 3-3-3 Caractérisation des bicouches préparéesar fusion de vésicules

a- par microscopie de fluorescence

Sur la figure 1lI-21.a, nous présentons une serfdense et homogeéne, confirmant la
fusion et dépbt de la bicouche sur la surface. &ufigure 111-21.b, nous voyons des

inhomogénéités a la surface a cause de quelquiesiteSsqui ne sont pas éclatées.

Figure 11I-21. Image de fluorescence d’'une bicouche DOPC surne vex gauche : dépbét homogéne ;
A droite : surface avec des points plus lumineug dlautres a cause de vésicules non
éclatées.

b- par AFM

Nous vérifions aussi par AFM la qualité du dépédrda de faire des mesures de force.
Sur la Figure 111-22, nous présentons I'état dexdeigouches différentes sur le mica : 'une est

pratiquement homogéne et l'autre présentant das gbqui sera ainsi exclue de notre étude.

Figure IlI-22. Topographie de bicouches de DOPC sur le mica ualgabicouche homogéne qui sera
étudié en nanomécanique ; a droite bicouche présedes trous de hauteurs de 5nm.

74



Fabrication des membranes phospholipidiques modelex leur caractérisation par AFM et
microscopie de fluorescence

[11-4 Bilan

Nous avons préparé des bicouches phospholipidiqupportées par trois méthodes
différentes.
Nous avons vérifié ’'homogénéité et I'intégralité ces bicouches par AFM et par spectroscopie
de fluorescence. Avec les bicouches de DOPC et Dit@garées par la méthode des micelles et
vésicules, nous allons étudier les propriétés naécamiques des membranes (chapitre V).
Les bicouches de DPPC préparées par la méthodeamgmiuir-Blodgett, vont nous servir a
I’étude de l'insertion des protéines dans les mamés phospholipidiques (chapitre V).
Nous avons également préparé des bicouches migte€dPE/CL, par la méthode d’extrusion

de vésicules, dans le but de biomimer la membnateenie de la mitochondrie (chapitre V).
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CHAPITRE IV

Etude des propriétés nanomécanigues des membranes
phospholipidigues par AFM

La microscopie a force atomique est devenue ut toes important pour I'étude de la
structure et la stabilité des bicouches phospliitipes supportées. Elle a été utilisée pour
mesurer les interactions entre les bicouches poilate [117] et pour observer la nature des
défauts dans la bicouche [13]. Plusieurs études ébitreportées concernant l'effet de
différents parametres physico-chimiques sur l'intégles bicouches supportées par I'AFM:
la dépendance du pH [118], la pression de dépé deuche lipidique externe [119] ou de la
température [120].

La spectroscopie de force de ’'AFM donne des infiiioms expérimentales précieuses sur les
forces d’interaction et le comportement mécaniques dystémes avec une résolution
nanometrique en position et de quelques dizaingscd@ewton en force a travers les courbes
force-distance [13]. Des sauts ont été décrits desmgourbes d’approche sur les bicouches
lipidiques, cette rupture étant interprétée comangdnétration de la pointe de I'AFM a travers
la bicouche [14]. La force a laquelle se produitse@t est la force maximale a laquelle la
bicouche peut résister avant de « casser ». Amsnesure quantitative de cette force peut
nous éclaircir sur des informations de base comreria nanomécanique de la cellule de la

membrane ainsi que sur sa stabilité [15].

Dans ce chapitre, nous allons présenter et discuds résultats sur I'étude de la
stabilité des bicouches phospholipidiques suppsrtins des conditions différentes, nous
avons pu montrer le réle que jouent le pH et les idans la résistance de la bicouche a la

nanoindentation de la pointe AFM.
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V-1 Mesures de nano-indentations

Nous avons étudié la résistance nanomécaniquebidesches supportées sur les
surfaces de verre et sur le mica. Nous avons effamgtte étude dans les milieux suivants:
- L’eau ultra-pure a pH 5.5.
- Solution tampon Tris/ HCI 15mM, pH 7.2.
- Solution saline NaCl 150mM, pH 5.8.
- Solution saline tamponnée NaCl 150mM, Tris 15npM7.2.
Cette étude a été réalisée par des mesures dendantzition de la bicouche avec une pointe
AFM. Pour chaque conditiomous avons realisé des centaines, parfois deemillie courbes
force-distance pour la méme bicouche et a des #sdtifférents. La nanoindentation a été
réalisée avec le Nanoscopelll (Veeco, CA) avecfaree maximale de 20nN.
Une estimation de la pression maximum corresporedexercée par la pointe est obtenue en
divisant la force mesurée a la rupture avec ureedsrcontact géométrique :

A=21R¢ (IV-1)

ou R est le rayon de la pointe AFM edha distance indentée.
En prenant = h/2 = 2.25 nm (la moitié de I'épaisseur d’uneobiche de DOPC), R30 nm
pour le rayon de la pointe utilisée, nous appliupour cette étude une pression maximum
de PO50 MPa.
La vitesse d’approche de la pointe a été maintend®0 nm/s pour toutes les mesures. La
force de pénétration, longueur de pénétration etefa’adhésion ont été automatiquement

calculé en utilisant notre propre code en C++.

Dans la figure IV-1, nous résumons les types delms force-distance en données
brutes {.e. déflection en fonction du déplacement du z-piemiges (A1-R1) et (A2-R2), que
nous avons obtenus avec une bicouche de DOPC :

Le cycle 1 montre une rupture dans la courbe dagpr qui se produit a une déflection pres
de 10 nm correspondant a unece de pénétration de 0.88nN avec un saut devd.@omme

il a été déja reporté [117, 121, 122], la bicouekkincapable de résister a la force exercée par
la pointe et cette force correspond a la pénétrate la bicouche par la pointe. La courbe de
rétraction correspondante (courbeR1) présentearteddhésion autour de 9.4 nN.

Par contrelorsque la pointe ne pénétre pas la bicouche (RK2)ourbe de rétraction ne

présente aucune adhésion (courbe R2) [123].
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V-2 Bicouches de DOPC-NBDPC préparées par co-adsaion de micelles
sur le verre

Nous avons étudié la stabilité dasouches de DOPC contenant a chaque fois 1% de
NBD-PC préparées par co-adsorption de micelles lsuverre dans quatre conditions
différentes :

- DOPC dans l'eau, pH 5.5.

- DOPC dans le Tris 15mM, pH 7.2.

- DOPC dans NaCl 150mM, Tris 15mM, pH 7.2.
- DOPC dans NaCl 150mNpH 5.8.
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Figure IV-1. Courbes typiques brute déflection-distance entrégis avec une bicouche de DOPC sur
le verre. K= 0.08N/m. A et R correspondent aux bearaller et retour respectivement.
Cycle 1dans I'eau ultrapure (pH5.5) ; Cycle 2 danBris15mM, pH7.2.
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IV-2-1 Bicouches de DOPC dans I'eau ultrapure, pH 5
IV-2-1-1 Bicouches de DOPC préparées par une seufeubation

Les statistiques montrent que la bicouche esttpgméans 100% des tests de nano-
indentation et que la force de pénétration est dmsnde 1nN; la bicouche n’est pas stable et
ne peut résister en moyenne a une force supér@8mN (Figure 1V-2.A). La longueur de
pénétration est centrée autour de 5nm (exactemef@indh) (Figure 1V-2.B), ce qui
correspond bien a I'épaisseur d’'une bicouche de ©QE23,125]. Au retour, la force
d’adhésion differe d’une bicouche a I'autre, ellede 0 a 20 nN (Figure 1V-2.C).

IV-2-1-2 Bicouches de DOPC préparées par deux incakions

Les bicouches préparées avec deux incubationsasmsi pénétrées dans 100% des
cas mais nous constatonse difféerence importante : la bicouche peut résétdes forces
jusqu’a 2 nN. Ces forces dépendent un peu de tagatilisée (couleur différente, Figure IV-
2 D). La longueur de pénétration esnhtrée autour de 4.5- 5 nm mais on remarque teie
d’'un maximum secondaire vers le double de cettewalFigure IV-2 E). Nous avons donc
ajusté cette distribution a I'aide d’'une somme daxdgaussiennes de centre multiple d’'une
méme distance élémentaire. La distribution de teefa’adhésion est large comprise entre 6
et 9nN, (Figure. IV-2 F).

IV-2-1-3 Bilan

D’apres ces résultats, nous constatons que dansldex cas les bicouches sont
poncturées dans 100% des cas, avec une force umlpgwgrande pour le cas de deux
incubations. La distribution de la distance du smsitindépendante de la pointe utilisée, elle
montre un premier pic large centré a 4.75 et 4.3%woar une et deux incubations
respectivement. Ces valeurs sont robustes mérnmnaitilise une distribution bimodale avec
deux gaussiennes (courbes pointillées sur la Fibyxz B-E) pour ajuster les données. Les
histogrammes des forces d'adhésion sont larges,d®@gevaleurs comprises entre 0 et 20 nN
dans les deux cdsine ou deux incubations), mais tendent a varigredexpérience a l'autre
avec la pointe utilisée (Figure IV-2 C, F). La ferd’adhésion ne peut donc refléter de la
stabilité de la bicouche, et ne constitue pas watmin facteur caractéristique de la résistance
de la bicouche. Une grande variation est égalewisiitie dans la répartition de la force de
rupture sur la figure IV-2D selon la pointe utikséElle pourrait indiquer soit de Iégéres
variations dans les propriétés de surface desgwuumme il a été déja remarqué dans des

études antérieures [122], ou de différentes quEntie détergent restées dans la bicouche.
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Figure IV-2. Histogrammes des mesures de force de bicouch©O&EC dans I'eau : (A, D) Forces de
pénétration ; (B, E) Longueur de pénétration ;KJCForces d’adhésion. (A-C) Une
incubation ; (D-F) Deux incubations. Les coulewsespondent a des expériences
différentes, avec des échantillons différents.
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IV-2-1-4 Discussion et interprétation

Dans l'eau ultrapure, les bicouches sont systéumamtnent pénétrées par les pointes
AFM. La distance du saut est frequemment centréeuawle 4.5nmi(e. la hauteur d’'une
bicouche de DOPC) [112,114]. La distribution préseaussi des queues larges qui vont
jusqu’a 10nm (Figure.lV-2 B,E). Ces valeurs cormslent bien a I'épaisseur de deux
bicouches de DOPC. Dans une littérature récenésstisuggéré que dans I'eau, une bicouche
se forme parfois sur la pointe de 'AFM et peut damteragir avec la bicouche sur la surface
plane, d’ou cette double épaisseur [15,105,122feGermation spontanée de la bicouche sur
la pointe se produit dans 10 a 25% des cas dams Udtrapure, et dépend du nombre
d’'incubations comme il est déterminé par les distions bimodales tracées dans la
Figure.lV-2, B et E.
Dans une étude récente menée au laboratoire suadhine de force de surface (SFA), avec
une sphere de 3mm de diamétre qui s’approche ddicmiche de DOPC préparée par la
méthode de coadsorption de micelles mixtes, I'gutgmr de la bicouche sur la surface de la
sphére de verre se produit dans 100% des caslj@2héme phénomeéne a été reporté par
Grantet al.[124] avec des surfaces couvertes de bicouchsarfctant.
Cette propension de s’adsorber sur I'autre surflacant le contact est certainement reliée a la
présence de traces de détergent qui diminue I'é@neatg courbure de la surface: il est
possible que l'interaction détergent-lipide damsll provoque une courbure spontanée et une
déstabilisation de la bicouchiee DOPC qui est sensé former une bicouche plane,sooit
rayon de courbure spontané drastiguement réduigrésence du détergent. Ceci explique
mieux I'adsorption fréquente sur la sphére de véer8mm de la SFA que sur la pointe AFM.
L’effet du détergent pourrait étre similaire a ¢edu cholestérol qui provoque la courbure

spontanée de la surface. [125,126].

IV-2-2 Bicouches DOPC-NBDPC dans le Tris 15mM (pH7.2)

Rappelons que les bicouches ont été préparéesmérhe facon que dans I'eau, sauf
gu’a la fin, 'eau est remplacée par le Tris/HChiM, le pH du milieu est maintenu a 7.2.
Les courbes de force dans le Tris n‘'ont montré aeiquenétration lorsqu’on applique une
force de 20 nN (force maximum appliquée dans tontssexpériences, Figure IV-3.A-D), ni
d’adhésion d’ailleurs. Les bicouches sont résistant plus stables dans ce cas. Nous n’avons
pas vu de différence remarquable entre une et iheubations.
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Figure 1V-3. Histogrammes correspondant aux forces de pérmir@h,C) et courbes force distance
(B,D) de bicouches DOPC dans le tris15mM, pH7.B(Al incubation) et (C,D : deux
incubations).

IV-2-3 Bicouches DOPC-NBDPC dans le NaCl 150mM, Tris 15mNpH 7.2)

Lorsque nous changeons le milieu en solution salmponnée NaCl 150mM, Tris

15mM, pH 7.2, la bicouche résiste aux forces appks et les courbes de force ne montrent
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aucune pénétration (Figure 1V-4). Comme nous l'avaonstaté pour le tampon Tris, le

nombre d’incubation n’est pas un facteur essertiel
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Figure 1V-4 Histogrammes des forces de pénétration (A, Bpathe typique force- distance (C) de
bicouches DOPC dans NaCl 150mM, pH7.2 ( A :1 € Bicubations) .
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IV-2-4 Bicouches DOPC-NBDPC dans le NaCl 150mM (pH 5.8)

Dans NaCl 150mM, pH 5.8 (solution non tamponnées, bicouches résistent a

I'indentation avec une fréguence de 68%.

500

68%
400 -

[ 4]
[=]
[=]

200 -

# of events
(one incubation])

100 4

0

00511522533544555656657 75 >20
Breakthrough Fcrce (nN)

Figure IV-5. Histogramme des forces de pénétration sur bicouth®OPC-NBDPC dans NaCl
150mM, (pH 5.8).

V-3 Bicouches de DOPC-NBDPC préparées par éclatemede vésicules
sur le verre

Nous constatons que les bicouches préparées dasitan des vésicules sont plus
résistantes que celles préparées par la méthodaideles. Dans le cas ou les bicouches sont
indentées, la longueur de pénétration est toujoernsordre de I'épaisseur d’'une bicouche; ce
qui confirme bien le réle du détergent résiduelsdi@ncas des micelles. Nous allons présenter
les résultats obtenus dans les trois cas :

-Eau ultrapure, pH 5.5
-Tris/HCI 15mM, pH 7.2
-NaCl 150mM, Tris 15mM, pH 7.2
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IV-3-1 DOPC-NBDPC dans 'eau ultrapure, pH 5.5

que celles préparées par la co-adsorption deslescel

Les bicouches de DOPC préparées a partir de Vésisont plus stables dans 'eau

Lorsqu’elles sont pénétrées, la force moyennee&4i0dnN ; dans 50% des cas, cette force est

supérieure a 20 nN (Figube-6).
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Figure IV-6. Histogrammes des mesures d’'indentation dans keawicouche DOPC préparée par
fusion de vésicules sur le verre (pH 5.5).

IV-3-2 Bicouche DOPC-NBDPC dans le Tris 15mM (pH 7.2)

obtenu de pénétration en dessous de 20 nN. (Figtire

L'effet du tampon Tris est encore confirmé aves @&sicules, nous n’avons pas

IV-3-3 Bicouche DOPC-NBDPC dans NaCl 150mM, TrisdmM (pH 7.2)

I'indentation en présence du sel a pH 7.2 (Figur8)l.
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Figure IV-7. Histogramme des mesures d’indentations dansi$estir bicouche DOPC (vésicules)
sur le verre (pH 7.2).
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Figure IV-8. Histogramme des forces de pénétration dans Na@hib sur bicouche DOPC
(vésicules) sur le verre a pH 7.2.
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IV-4 Bicouches de DOPC-NBDPC préparées par éclatement desicules
sur le mica

Nous avons préparé des bicouches de DOPC-NBDPCupamn de vésicules en

utilisant le mica comme support.

IV-4-1 DOPC-NBDPC dans I'eau ultrapure

Les mesures de force ont montré une non pénétraiiadhésion (FigurdéV-10),

contrairement au cas du verre ou nous avions 50@edétration a 10 nN dans I'eau (Figure
IV-6).

Figure IV-9. A-Topographie du mica nu (10 x 10um) ; B -Uneohiche DOPC sur le mica dans I'eau
sur 3pm.
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Figure IV-10. (A)- Histogramme de force de pénétration de bhibes DOPC (vésicules) sur le mica
dans I'eau a pH5.8 ; (B)- courbe typique force-dépment z-piézo.

IV-4-2 DOPC-NBDPC dans le Tris 15mM, pH 7.2

Comme nous l'avons prévu, et d'apres les résuéte¢es le verre ; si la bicouche est
stable dans l'eau, elle doit I'étre aussi dansrie &t le sel. C’est ce que nous avons Vérifié
(FigurelV-11).
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typique force-déplacement du piézo.
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IV-4-3 DOPC-NBDPC dans NaCl 150mM, pH 7.2

Dans le sel tamponné, nous n'observons pas derpgogé ni d’adhésion comme c’est

le cas dans le Tris.
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Figure IV-12. Bicouches de DOPC vésicules sur le mica dans NHCI2 : (A)-
Topographie (3x3um); (B)- Histogramme des forcepé@tration ; (C) courbe
typique force-déplacement du z-piézo
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IV-5 Bicouches mixtes de DOPC/DPPC préparées par latement de
vésicules sur le mica

Nous avons réalisé des bicouches mixtes contamannélange DOPC/DPPC 1/1

(mol/mol) par la méthode de fusion de vésiculedesumica.

IV-5-1 Topographie

En topographie nous avons obtenu des domainesd®gebauteurs de moins de 1nm

de différence (Figure 1V-13) qui sont classiquenmtenus dans la littérature [5].

1]
I Height }?ﬁ.um

0. i Heigh 5370 nm L #: Mraght 255w

Figure IV-13. Bicouche mixte de DOPC/DPPC 1/1 (mol/mol) sumiea a pH 7.2.
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IV-5-2 Mesure de force

Les mesure de forces sur chaque zone a part arttérla résistance de cette bicouche
a l'indentation ;
DOPC : phase fluide, nous n'avons pas constatéédétmation, comme dans le cas d'une
bicouche de DOPC pure.
DPPC : phase solide, plus stable, pas de pénétnabio plus.

15 20
Jump distance = 0 nm
. Breakthrcugh force=0nN
| Adhesion force = 0.285 nN
10 15 |
‘z"" —
c 5 = 10 |
~ DOPC £
2 o
E 5
w g 2 5]
=5 0.
—— Approach
——— Approach
-10 T T T T T T T 5 ; -
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Z piezo displacement (nm) Z piezo displacement (nm)

Figure 1V-14. Courbes force-distance dans une bicouche mixte DDIPRC sur le mica en solution
tampon Tris 15mM, pH 7.2.

V-6 Bilan

Nous commengons par récapituler nos résultatergtinons par la discussion et la
conclusion.
Les bicouches préparées avec les micelles neadtisas a des forces supérieures a 0.3-0.5
NN dans I'eau (1 incubation).
- Le nombre d’'incubations a un effet mesurablelauorce de pénétration moyenne. Nous
enregistrons une résistance jusqu’a 2 nN pour dewbations.
- Dans le tampon Tris 15 mM, pH=7.2 avec ou sanslsglbicouches préparées avec les
micelles résistent toutes a une indentation F>20nN.
- Les bicouches préparées avec les vésicules egsidans I'eau a des forces au moins
supérieures a 5 nN et supérieures a 20 nN dansi88%as.

- Dans le Tris pH 7.2, elles résistent a des foscg®rieures a 20 nN.
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- Lorsqu’elles sont indentées, la longueur de pétiéh est toujours d’'une épaisseur de
bicouche pour celles préparées avec les vésicdlaage ou deux épaisseurs pour celles
préparées avec les micelles a cause de l'adsorpfiome bicouche sur la pointe. Nous
confirmons encore une fois que les vésicules dostngsistantes que les micelles

-Le sel joue un réle important dans la stabilité deouches mais moins que celui du pH.

V-7 Discussion et conclusion

La résistance a l'indentation de la bicouche d@PD dans une solution saline est
bien corrélée avec une étude de spectroscopierce doi montre que plus grande est la force
ionique, plus grande est la force qui doit étreligppe par la pointe de I’AFM pour pénétrer
la bicouche [15]. Les auteurs expliquent la forésistance a l'indentation comme une
augmentation des interactions latérales lipidatépf.e., la cohésion de la bicouche due a la
diminution des répulsions latérales entre les téb@sgées) provoquée par I'adsorption d’ions
positifs (N&, C&™).

Cette conclusion est renforcée par différents lta@suexpérimentaux et théoriques :
lorsque la force ionique augmente, la charge dessdimes PC augmente et ceci est dU a
'adsorption d’ions positifs. Cette charge est auldans NaCl 100mM [15,127].
L’augmentation de la concentration de NaCl prowgussi une diminution du coefficient de
diffusion des lipides POPC a l'intérieur de la hicbe [109]. Les simulations par dynamique
moléculaire MD ont révélé une liaison forte dessiale sodium a I'oxygéne du groupement
carbonyle de trois molécules de lipides en moyel®®]. Ce schéma simplifié pourrait
expliquer la résistance a l'indentation normale He®uches lipidiques supportées dans la
solution tampon du Tris a pH 7.2 en I'absence dess®n assume que les cations du Tris
s’adsorbent sur la bicouche.

Nous constatons aussi que les bicouches prépamééspéthode de fusion des vésicules sont
plus résistantes que celles en micelles, ceci ediaplement d0 a I'absence de traces de

détergent.

Les bicouches de DPPC (phase gel) n'ont jamaignéntées. Ces résultats sont en
parfaite corrélation avec des expériences de trigiel menées au laboratoire (Thése de
doctorat M-C.Corneci en cours de rédaction, INSArn)y Cette étude est menée par la

mesure du coefficient de friction p entre des s@sahydrophiles de lentilles de HEMA
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(hydroxyethylmethacrylate) et un plan de borosiBsacouvertes ou non de bicouches de
DOPC ou DPPC.

Il est montré qu’il est possible de réduire le Goefnt de friction des surfaces nues par 2
ordres de grandeurs a une valeur trés reproductlbled.002 quand les surfaces sont
recouvertes de bicouches de DPPC.

Nous observons une corrélation positive entre Est&nce a l'indentation normale, un
coefficient de friction faible et stable et 'albse de la dégradation de la bicouche pendant le
cisaillement.

Dans l'eau ultrapure (pH 5.5), les bicouches satildment poncturées, rapidement
endommagées et leurs propriétés lubrifiantes dierinapres 20 minutes de friction[{0.15
comme dans le cas de surfaces nues). Cette cmnééadiste aussi ave le tampon Tris, pH7.2
et dans la solution saline tamponnée (NaCl 150mi¥,72) ou les bicouches résistent aux
forces d’'indentation de plus de 20nN, et montrexst cbefficients de friction faibles et stable
(LJ0.035) et sont faiblement endommagées sous Idaisant [123].

D’autres résultats ont trouvé des coefficientsradeiéon extrémement bas entre deux surfaces
chargées négativement (du mica [128] ou des «é&sossde polyélectrolytes sur le mica
[129]) en présence d’ions.

Richetti et al. ont trouvé que les surfactants chargés qui s’assemblent sur les surfaces
sont des lubrifiants trés efficaces aussi longteguss les couches adsorbées sur la surface
frottantes restent intactes [130].

Ainsi, les répulsions électrostatiques entre lefasas pourraient expliquer le coefficient de
friction bas dans le tampon Tris comparé aux sedagues dans I'eau ou couvertes de
bicouches. La charge du verre et du nitrure deiih (pointe AFM) diminue avec le pH
[131]. La charge des bicouches PC diminue presgéaifement avec le pH : les bicouches

sont environ deux fois plus négatives a pH7.2 @iiéb.5 [132].
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CHAPITRE V

Adsorption des protéines sur surfaces solides etleinsertion
dans les membranes supportées

V-1 Introduction

Les phospholipides ne sont plus considérés come® mdatrices passives dans
lesquelles les protéines sont insérées : un enseimiplortant de preuves ont montré que les
especes phospholipidiques sont impliquées dangdalation de la conformation et de
I'activité physiologique des protéines membranaifdéanmoins, les mécanismes de cette

implication sont encore largement inconnus.

Ainsi, la localisation des protéines dans la meméret la compréhension des forces
qui régissent son insertion et son interaction akscphospholipides pourraient aider a
élucider les fonctions des biomembranes. En oiltaeété montré que la microscopie a force
atomique (AFM), est une technique efficace pouenibtdes informations sur les domaines
de phospholipides [133,134] dans des conditionsiioietiques.

C’est dans ce contexte que, en collaboration @escbiochimistes de I'Université
Claude Bernard Lyon 1 (UCBL, équipe de B. Roux)usiamous sommes intéressées plus
particulierement a I'étude de l'insertion de la pploatase alcaline a ancres GPI (PA-GPI)
dans une bicouche de DPPC. Cette étude devait tiegnue déterminer I'organisation
spatiale de la protéine insérée dans des bicouthgshospholipides ainsi que le role des

ancres GPI dans I'ancrage de la protéine.

Afin de réaliser des membranes biomimétiques demmbrane interne de la
mitochondrie, nous avons étudié en collaboratiorcdiéquipe de Biochimie de T. Granjon

(UCBL) un autre systeme qui est I'insertion der@atine kinase (CK) dans une bicouche de
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PC/PE/CL. Ce systéme est de plus en plus étudidudecdes domaines que forme la
cardiolipine CL avec les autres lipides. Ces doemsemblent étre impliqués dans I'insertion
et la localisation des protéines. [5,135]. Commauties phospholipides anioniques tels que
les phosphatidyl glycerol, la cardiolipine exerces seffets cruciales a la fois par sa
contribution aux propriétés physiques de le phgseel des membranes et de ses interactions
avec les protéingd.36]. Ainsi, I'investigation des propriétés de mélamgeCL avec d'autres
composantes majeures de la membrane mitochondntdene (PE et PC) fournira des
informations précieuses sur la nature de leursant®ns et leurs implications possibles pour

les processus d'intérét biologique.

Dans ce chapitre, nous allons présenter les résdéal’étude menée par microscopie
de fluorescence et microscopie a force atomiqud’'adsorption des protéines sur surfaces
solides ainsi que leur insertion dans des bicousbhpportées.

Ce Chapitre sera divisé en trois parties. Une premmpartie sera consacrée a I'étude de
I'adsorption des protéines sur des surfaces solidadsorption a été réalisée selon le cas, sur
des surfaces de verre nues ou fonctionnalisées.

Les deux parties suivantes seront consacréesudd’ éte I'insertion de protéines (AP et CK)

dans les membranes supportées.

V-2 Etude de I'adsorption de protéines sur surfacesolides

Dans cette premiere partie, nous présentons ddespréliminaires d’adsorption de
protéines sur surfaces solides silanisées ou niomogis ont permis de bien mettre au point les
conditions d’études des protéines insérées dans hiesuches lipidiques. Plus
particulierement, nous avons mis au point une tigciende couplage des protéines par des
billes fluorescentes de 27 nm (détails au chagireafin de faciliter leur repérage par
microscopie de fluorescence ou AFM. Cette technimaéabord été réalisée avec de la BSA
sur verre mais aussi avec la phosphatase alcalmeesre silanisé. Nous commencons donc

d’abord par détailler la silanisation des surfadeverre.

V-2-1 Silanisation de surfaces de verre

La silice est constituée d'un réseau de tétrae8i€s. Les atomes Si de surface
conservent leur coordination avec quatre atomesyd&ne sous forme de groupes silanols
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=Si-OH ou de ponts siloxanes=Si- O - SE. La modification de surface se fait par

silanisation.

La réaction de silanisation a été développée paedédlemann [137]. Son application est
largement utilisée comme par exemple pour la séparde composés en chromatographie,
pour rendre une surface hydrophobe ou pour fixeruse surface des molécules ayant des
propriétés spécifiques. Elle consiste a greffefagen covalente un organosilane de formule
générale RSiX@-n)ou R est un radical organique et X un groupemaitment hydrolysable

comme le chlore, le fluor ou I'amine, (Figure Vslr une surface minérale [138].

X

l
Rﬂgl;.;"ﬂ

E

Figure V-1. Organosilane. R est un radical organique et X egfraupement facilement hydrolysable.

a. Protocole de silanisation

Dans un solvant aqueux, les silanes s’adsorbenasurface hydratée de la silice, ce
qui entraine I'hydrolyse des groupements facilentgmirolysables X, portés par I'atome de
silicium. Puis, dans le cas de silanes trifonctedanles molécules subissent une condensation
entre elles et/ou a la surface de silice par latm@ de ponts hydrogénes entre hydroxyles. La
condensation des silanols provoque la formatiom déseau de molécules liées a la surface
de fagon covalente. Les molécules greffées sontynpi@isées horizontalement et
verticalement. Donc, un réseau tridimensionnel dbimperes de silanes est formé sur la

surface (Figure V-2).
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Figure V-2 Polymérisation dans le cas de silanes trifonctts (R représente la chaine carbonée).

Nous réalisons un greffage en solution par voisaleant (solution de silanes dans un
solvant organique). Les molécules de silane somtt déabord hydrolysées par le solvant

organique puis adsorbées sur la surface de I'édlbanbu elles réagissent en formant des
liaisons hydrogene puis des liaisons covalentetyuke siloxane=Si- O - SE (Figure V-2).

Des travaux comme ceux menés par McGowral.[139] ont montré que le toluéne et le
benzéne permettaient d’augmenter significativementaux de silanisation et donc le

caractére hydrophobe de la surface.

b. Silanisation avec I'octadécyltrichlorosilane (OB)

L'organosilane utilisé ici est I'octadécyltrichtagilane (OTS) de formule chimique
CHs(CH2)17SiCls, le solvant étant le toluene. L'utilisation d’uitase trifonctionnel permet
non seulement un greffage des molécules en surfaie également une polymérisation
transverse par substitution de ClI, ce qui a pdiet eéfaugmenter la densité du greffage [140]
et de ce fait le caractére hydrophobe de la surfdne chaine de dix huit carbones (cas de
'OTS) correspond a une longueur de chaine optimg@dar obtenir un fort caractere
hydrophobe [141].
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Le mélange OTS/ toluéne a été préparé dans une datant sous atmosphére d'azote avec
les proportions de 60 ml toluene/100ul OTS. Apregibation pendant 1 heure dans I'OTS,
les surfaces de verre préalablement lavées aygod@dure citée précédemment, ont été alors
passées aux ultrasons pendant 4 minutes, respuetivedans : toluéne- isopropanol- eau
milliQ. Ces surfaces ont été séchées sous vidé@ péndant une nuit.

Les surfaces ainsi silanisées vont présenter datheh de groupements terminaux sCH
responsables du caractere hydrophobe de la surface.

Les mesures AFM ont montré une rugosité rms vadanl a 2 nm selon la surface ou un

greffage homogene a toujours été observe.

0 nm

0 ren

Figure V-3. Topographie AFM (3D) d’'une surface silanisé avexTIS.

c. Silanisation avec 3-aminopropyltriethoxysilaneAPTES)

L’APTES présente une fonction amine terminale (Feégu-4) active pour greffer une
protéine. Nous avons préparé mélange Toluéne/APTES (98:2 v/v) dans une boitant
sous atmospheére d'azote. Les surface lavées pléalabt ont été incubées dans la solution
APTES/toluene pendant une heure. Comme dans l@ecB®TS, elles ont ensuite été rincées
aux ultrasons pendant quatre minutes dans le teJuisopropanol et I'eau millipore

respectivement. Ces surfaces ont été alors sésbaswide a 90°C pendant la nuit.
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La figure V-5 représente la topographie de la serfaur une échelle de 2.5x2.5um. La
rugosité rms est de 1.35nm.

HH

S-...

'OFt
Et0” o

Figure V-4. Molécule de 3-aminopropyltriethoysilane (APTES)

Figure V-5. Topographie sur 2.5 um de la surface du verrais#éaAPTES.
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V-2-2 Adsorption de la BSA sur verre
V-2-2-1 L’albumine de sérum bovin (BSA)

Nous avons commencé notre étude sur 'adsorp&snpdotéines par la réalisation de
'adsorption de la BSA (bovine serum albumin) sar durface du verre; la BSA est
généralement utilisée comme protéine modéle darsepirs domaines de recherche, comme
entre autres, la biologie moléculaire, la médediagro-alimentaire et I'environnement. Son
faible colt, sa bonne caractérisation et sa granliéilité dans I'eau en font une protéine de
choix pour I'étude des interactions dans un systémeele. De plus, sa séquence est trés
proche de son équivalent humain (HSA).

La BSA est souvent utilisée en biologie in vitroupses propriétés d’interactions avec la
plupart des surfaces. Elle permet, par exemplenpéeher I'adhésion de certains types
cellulaires sur des parois en verre ou en matessiques.

L’une des propriétés les plus spectaculaire de qetitéine est sa capacité a se lier avec un
grand nombre de molécules et/ou de substrats col@snacides gras, la lysolécithine, la
bilirubine, la warfarine, le tryptophane et d'aatf#42, 143].

L'albumine sérique est reconnue comme une compopancipale du sang des 1839. C'est la
protéine la plus petite et la plus abondante dansystéme circulatoire, ce qui représente
environ 55% du total des protéines dans le plassngusn avec la concentration sanguine
typique de 5g/100ml [143]. L'albumine sérique est protéine globulaire tres soluble. Elle
assure 80% de la pression osmotique du sang etiemiprincipalement le pH sanguin. Elle
joue également un réle important dans le transpbte déepot d'une variété de substances
endogenes et exogénes dans le sang. Jusqu'a ptédbamine sérique est la protéine de
transport multifonctionnelle la plus connue.

La structure primaire de BSA est celle d’une chaialypeptidique de 582 acides aminés et
sa seéquence d'acides aminés est bien connue. dle poiléculaire est de 66430 daltons. La
BSA est composée de 100 chaines latérales acidedes/résidus Asp (41) et Glu (59) et 99
chaines latérales basiques avec 23 Arg, 59Lys/His1La structure secondaire est formée de
67% de hélicen de six tourset 17 ponts disulfures et entre 16 et 18% de fsiff. La
structure en trois dimensions a également étérdétée [143]. L'albumine a trois domaines
homologues (I, N-terminal; Il, 1ll, C-terminal), aque domaine contient deux sous-domaines

divisant un motif commun hélicoidale.
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Carter et Ho [143] ont noté que, malgré I'acceptatiénérale du modele en forme de cigare,
plusieurs groupes de recherche ont déja fournpdmsves de la molécule sphérique ayant une
dimension de ~ 8 nm [144]. Ces résultats ne poava&e expliqués que par la structure

actuelle en forme de cceur déterminée a partir deahs cristallographiques de rayons X de
la HSA (Figure V-6) [142]. L'albumine sérique esprésentée par un triangle équilatéral dont

les cbtés sont d'environ 8 nm chacune et une épaliesoyenne de 3 nm.

I1I(C)

Figure V-6. Sructure cristallographique en forme de coeur d¢S4, reproduite d’apres [142].

L'adsorption de la BSA sur surface solide a ét@uloeup étudiée essentiellement pour
résoudre les problemes de biocompatibilité duresmgleffes ou dans I’hémodialydd5,146].
Ces études nécessitaient des concentrations esfedivt grandes, ce qui rendait ces études
assez limitées. Dans I'espoir de pallier a cestdititins, nous avons réussi a adsorber la BSA
sur le verre mais a des concentrations tres faildesi a été bien réalisé grace a la

microscopie de fluorescence.

V-2-2-2 Protocole d’adsorption sur pyrex

L’adsorption de le BSA sur le verre a été réaldéda fagon suivante :
Les surfaces de verre ont été incubées dans lgoaale BSA de concentration 2.5uM en
présence de billes fluorescentes FITC ftls moins concentrées. Nous rincons avec le TBS
pour éliminer les protéines qui ne sont pas adssthiée couplage entre les protéines et les
billes fluorescentes se fait en laissant le tempsal nuit, sous agitation magnétique, a
température ambiante, quelques 2.8 Hilles dans la boite de 3ml contenant le verreitigc
dans la solution de protéindsa réaction est ensuite arrétée par,QH.
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Le TBS est un tampon a pH = 7.8 constitué de :

- NaCl a 150mM, assurant une force ionique idemtigqucelle présente dans les milieux
organiques.

- Mg®* & 1mM pour I'activité enzymatique.

- Tris @a 10mM qui est le tampon.

V-2-2-3 Résultats

Sur la figure V-7, nous observons la difféerencendeau de fluorescence entre une
surface nue et une surface incubée dans la BS#émence de billes FITC: 'augmentation
de I'intensité de fluorescence est liee a I'adsormpde la BSANotons ici que les images ont
éte prises avec les mémes parametres de reglages(tBexposition et gain).
Ainsi nous avons pu visualiser a des concentratissfaibles, la BSA adsorbée sur le verre.
Ceci grace au couplage de billes fluorescentes prdééine. Cette méthode ouvre des
perspectives pour I'étude de I'adsorption des pmettavec des concentrations beaucoup plus

faibles que celles utilisées jusqu’a présent datistérature.

Figure V-7. Adsorption de la BSA sur borosilicates. (A). Verebilles ; (B) Verre+ billes+ BSA
2.5uM : L'augmentation de l'intensité de fluorescerst liee a 'adsorption de la BSA

103



Adsorption des protéines sur surfaces solides etule insertion dans les membranes
supportées

V-2-2-4 Conclusion

Ainsi, nous avons pu monter par microscopie deréscence que la BSA s’adsorbe
sur le pyrex a des concentrations beaucoup plokgague celle utilisée dans la littérature. Le
couplage a l'aide de billes fluorescentes de FITvées par EDC permet de visualiser par
microscopie de fluorescence les protéines.

Ce résultat encourageant nous a motivés pour Betdall’'adsorption et l'insertion dans des

membranes de la phosphatase alcaline a des camtaamgrtres faibles.

V-2-3 Adsorption de la phosphatase alcaline sur kerre silanisé

La phosphatase alcaline est une enzyme qui apparta la classe des
phosphomonoestérases. Ces enzymes permettenalgseatt I'hydrolyse des groupements

phosphates de différentes molécules en milieuialcal

R-O-PO?+0OH -~ RO +HPQ”

Cette enzyme est présente dans un tres grand naeboellules chez les mammiferes :
mugqueuse intestinale, placenta, cellules germindtes, rein, os en fin de croissance...
La phosphatase alcaline peut exister sous lesfdemwes suivantes :

- Une forme hydrosoluble (notée APs dans ce maiysatrouvée dans le sérum a la suite
de sa libération de la membrane par des phospkeblpspécifiques.

Nous avons étudié son adsorption sur surface sdéaniainsi que son insertion dans des
bicouches phospholipidiques de DPPC préparéesapaéthode LB.

- Une forme amphiphile possédant un ancrage glygtussphatidylinisitol (GPI) lié a
I'extrémité C- terminale de la protéine (notée APi@ans ce manuscrit).

Pour définir le réle de ces ancres GPI, nous avéalsé l'insertion de cette protéine dans des
bicouches supportées de DPPC.

L’AP-GPI est composée d'une partie glycane liée ree umolécule phosphatidylinisitol
localisée dans la bicouche membranaire. Grace aupgment GPI, la phosphatase alcaline

est insérée dans les couches externes des memplasmsgues.

Les ancres glycosylphosphatidyl inositol (GPI) @ décrites il y a environ une

quinzaine d’années, mais leur rdle biologique nfEst encore bien connu. Un grand nombre
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de protéines membranaires sont attachées a la rapenlies cellules eukaryotes par une
ancre GPI. Ce sont des protéines d’adhésion (LFAIKSS antigenes (Thy-1), des récepteurs
ou de nombreuses enzymes telle la phosphatasaal@h).

Ces protéines ont des fonctions completement diftés mais leurs ancres GPI leur conferent
des propriétés communes. Sous certaines conditimmsne la présence de phospholipases,
les protéines a ancres GPI peuvent se retrouvarlait dans le sang sous une forme soluble
active [147]. On retrouve également ces protéies des radeaux lipidiques

Cette hypothése de radeaux lipidiques semble lmafirmée par des expériences de FRET
(résonance de fluorescence par transfert d’énefgid)ou par des expériences de « cross-
linking » [148] qui ont montré que les protéinesarkcres GPIl sont organisées dans des

domaines submicroniques a la surface de la cellule

La phosphatase alcaline que nous avons utilisées @o été fournie par Frédéric
Ronzon et Bernard Roux du Laboratoire de Physicoa@&hBiologique (UMR Université
Lyonl et CNRS). Elle a été extraite de la muquentestinale bovine et purifiée suivant le
protocole d’Angrand [149] modifié par Ronzon [150].

La structure cristalline de la phosphatase alcalin@lacenta humain qui présente a 90% une
séquence similaire de la PA extraite de l'intestenbceuf purifiée par I'équipe de Bernard
Roux [151] et a été déterminée a 1.8 A de résalytiar les rayons X152]. Sa partie soluble
extra-membranaire est un dimere dont la forme dgopaut étre assimilée a un ellipsoide
avec un grand axe de 10 nm parallele a la surfack dnembrane et un petit axe de 5nm
correspondant a la hauteur extra-membranaire awlécule(FigureV-8).Chagque monomere

présente une ancre Gl au groupement C-terminkmcalisé au méme coté de I'ellipsoide.

Nous avons étudié I'adsorption de la phosphatiasgiree soluble (APs) sur le verre
silanisé par APTES et par OTS. L'étude a été merageMicroscopie de fluorescence en

utilisant les billes fluorescentes de latex etmparoscopie a force atomique.
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10 nm

site 1 actif

5 nm

monomere monomeére

ancre GPI ‘ \

FigureV-8. (A) Structure de la phosphatase alcaline (AP-GPPldoenta humain, sans les 2 chaines
en acide gras C14 qui partent de chaque phosghatalé chaque ancre GPI [1528)(
Forme schématique de la protéine avec ces deugsanomposées chacune de sucres et
se terminant par deux chaines d’acide gras.
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V-2-3-1 Adsorption de I'’APs sur le verre silanisé RTES

L’incubation de I'APs a 2.5ug/ml en tampon TBS A 8.5 a été effectuée sur la
surface du verre silanisé avec 'APTES pendangfhgs nous ringons avec le tampon TBS.
Pour l'étude de fluorescence, nous injectons éedletuent 1nM de billes activées.

L’incubation dure une nuit puis nous rajoutons 1@NHOH a 3M pour arréter la réaction.

Microscopie de fluorescence

Nous observons, par microscopie de fluorescensdyilles liées de maniere covalente
a la protéine APs (Figure V-9).
Surla Figure V-9.A, qui est celle d'une surface sits@ APTES, nue, nous voyons des points
lumineux qui sont dus a des amas de billes surutéace. Surla Figure V-9.B, nous
constatons I'augmentation de la fluorescence sunéme surface recouverte de protéines et
qui est da a I'adsorption de I'APs (liée aux bi)léda surface silanisée.

FigureV-9. Images par microscopie de fluorescence : A- veil@isé APTES; B- Avec APs
adsorbée.

Microscopie a force atomique

Sur la figure V-10, nous observons une surfaceedee silanisé APTES incubée avec
la protéine APs. La surface est granuleuse avehaa®urs de 5.6+0.5nm, vu la dimension
de la protéine, nous pouvons dire que cela correspa’adsorption de I’APs sur la surface

silanisée.

107



Adsorption des protéines sur surfaces solides etule insertion dans les membranes
supportées

530m : s i ':
i ; i H
: : : :
R e e e e RS
26.5 pEESsE=====—- N T e R e
; i i
13.251 - a » =
' i i :
' ' i :
0 : e e :
0 1 2 3 4 5
Distance {pmj

Figure V-10.Image AFM de I'APs adsorbée sur verre silanisé ABTR droite : profil de hauteur
typique.

V-2-3-2 Adsorption de I'APs sur le verre silanisé @S

De la méme facon, nous avons effectué I'adsormt@RAPSs sur le verre silanisé avec

I'OTS, éventuellement en présence de billes flumeptes (FITC) pour la fluorescence.

Microscopie de fluorescence

Nous présentons sur la figure V-11 la surface deevelanisé a I'OTS avec billes,
sans la protéine. La figure V-12 est celle de daufaces différentes de protéine adsorbée sur
le verre hydrophobe. Nous constatons sur ces desigue les intensités lumineuses sont
inhomogénes, ceci pourrait étre du & une adsorptoon homogene de la protéine sur la
surface. En effet, on observe des agrégats lumiteges qui correspondent probablement a
des régions ou la densité de protéine est plusriape. Les petits points lumineux sont dus a
des billes isolées ou formant de petits agrégats.
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Figure V-11. Verre silanisé OTS en présence de billes.

Figure V-12. Images par microscopie de fluorescence de 'AR®rde sur verre silanisé OTS en
présence de billes fluorescentes.

Imagerie par AFM

Nous avons pu imager, a faible force, la prot@dsorbée a une concentration de
2.5ug/ml. La figure V-13.a est une image topographide I'APs adsorbée sur le verre
silanisé OTS. La surface est granuleuse aves ddsura de 5.4+0.3nm qui correspondent a
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la dimension de la protéinkes images confirment les résultats obtenus pardkcence ou

une distribution non homogéne de la protéine ssuttace a été observée.
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Figure V-13. a-Adsorption de I'APs sur verre silanisé OTIS profil en z selon la ligne indiquée.

V-2-3-3 Conclusion

La microscopie de fluorescence couplée a I'AFM sxant permis de contrbler
I'adsorption de la phosphatase alcaline solublesjAgur des surfaces hydrophobes a des
concentrations tres faibles.

Nous avons observé par AFM des surfaces granuladsdsauteurs de 5 a 6nm et qui
correspondent a peu prés a la taille de la pratéine

Une fois ce résultat intéressant obtenu (adsormidres faible concentration), nous allons
étudier linsertion de protéines et a des concéntra aussi faibles, dans des bicouches

supportées.
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V-3 Insertion des protéines dans les membranes suppées

Dans un premier temps, nous allons présenter dssltats de notre étude sur
I'insertion des deux types de phosphatase alca#lifs et AP-GPI dans des bicouches de
DPPC préparées par la méthode de Langmuir-Blodgett.

Cette étude a permis de mettre en évidence ledgsdeancres GPI. Nous avons observé, a la
fois en AFM et en microscopie de fluorescence, lgseprotéines s’inserent effectivement
dans des membranes de DPPC avec une différeneeenéte I'APs et 'AP-GPI.

Puis nous parlerons de l'insertion de la créatimage dans une bicouche de PC/PE/CL.

V-3-1 Insertion de la phosphatase alcaline solubl&Ps dans une bicouche de
DPPC

Apres avoir prépare les bicouches de DPPC suere \par la méthode de Langmuir-
Blodgett a une pression de surface de 40mN/m awvetaux de transfert de 5mm/mn,
I'incubation de la protéine est réalisée dans dehdrs de 3ml & une concentration finale de
1.6 pg/ml d’APS. L'incubation dure 36h avec une légegitadion, ensuite les billes sont

couplées a la protéine selon la méme procédure gités haut.

Microscopie de fluorescence

Sur la Figure V-14, Iimage A est celle d’'une hicbe nue avec billes, nous
constatons des points lumineux dus a une adsorpaarspécifique de billes sur la bicouche.
Dans le cas d’'une bicouche incubée avec I'APs (enia)g la fluorescence est légérement plus
élevée que celle d’'une bicouche pure.
On conclue ainsi que nous ne pouvons pas claireisnerner une bicouche nue d’'une

bicouche avec APs.

A

Figure V-14. (A) Bicouche DPPC + BillesB) DPPC + billes + APs.
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V-3-2 Insertion de la phosphatase alcaline a ancr&Pl (AP-GPI) dans une
bicouche de DPPC

De la méme maniere que dans le cas de 'APsgeliim de 'AP-GPI a été réalisée
sur une bicouche DPPC (40mN/m) préparée par laodéthB.
L’incubation des protéines dans ces bicouches 86ré avec une légere agitation, a une

concentration de 3.2pg/ml, nous ringons ensuite bv&BS.

A-Résultats
Imagerie AFM

Nous avons montré dans le chapitre Il des imadeldl Ae bicouches de DPPC nues
préparées par la méthode de Langmuir-Blodgett o8 awons observé des trous de 6+0.5nm,
nous présentons maintenant les résultats obterprés #insertion des protéines dans ces
bicouches.
La figure V-15.A présente des trous de 9 + 0.5nlkms profond que dans le cas de bicouches
nues (6nm). Vu la structure de I'AP-Gglllipsoide de grand axe de 10 nm et de petit axe 5
nm), cette hauteur correspond a une bicouche deCORiPe avec une couche de protéine en
dessus.
A une échelle plus petite (Figure V-15.B), la bicbe montre une structure granuleuse avec
une hauteur de 2nm et une rugosité rms de 0.4nspiceines sont distribuées d’'une fagon

homogene sur la surface.

Lorsque lincubation de I'AP-GPI a été effectuéed@s concentrations plus faibles (i.e.
inférieures 0.16pg/ml et moins), nous n'avons janudiservé par AFM une différence claire
avec une bicouche pure de DPPC.

Ensuite, nous avons couplées les protéines ausshilliorescentes de latex pour pouvoir

continuer cette étude.
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Figure V-15. Bicouche de DPPC aprés incubation dans uns eoldg AP-GPI. L’échelle verticale au
niveau de gris correspond a C : 16.5nm, D : 2.9nm.

Microscopie de fluorescence

Aprés incubation des protéines dans ces bicouaies & protocole cité plus haut, les
billes sont couplées & la protéine; nous rajoutonstolume de 2.6x6billes dans la boite et

laissons a température ambiante toute la nuit.

B FITC
Latex
/Q 27 nm
NH:2
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Figure V-16. A- Insertion des protéines AP-GPI dans la bicouchespolipidique pendant
l'incubation. B- couplage des billes de latex portant un fluoropHelTC de maniéere
covalente aux groupements amines des protéines.
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Nous observons en microscopie de fluorescencbilles liées de maniére covalente
au groupement amine de la protéine (Figure V-18ud\constatons que l'intensité lumineuse
augmente avec la concentration de la protéine AP(GRages A-C). Les agrégats observes
correspondent sans doute a des régions ou la éelesfirotéines est plus importante.

A des concentrations plus faibles (image A), onvoieé que quelques petits points lumineux,
dus probablement a des billes isolées ou formantpelits agrégats: (adsorption non
spécifique de billes sur la bicouche de DPPC pure).

Avec I'APs (sans ancres GPI, image D), I'intensiggfluorescence est plus faible que celle
avec ancres GPI a la méme concentrationy@/él, image C). Cette intensité est comparable
a celle obtenue pour une bicouche nue.

On peut ainsi conclure que les ancres GPI favdri$arsertion de la protéine dans la
bicouche. Ce qui met bien en évidence le role desea GPI dans l'insertion de la protéine

dans la membrane [153].

Figure V-17.De (A) a (C), Bicouches de DPPC incubées en présgad) 0.016ug/ml de AP-GPI,
(B) 0.16ug/ml de AP-GPI et@) 1.6 ug/ml de AP-GPI.D) Bicouche de DPPC incubée
avec 1.6ug/ml d’APs. Toutes les images sont obtenues avewéi@me nombre de billes
(2.6x10" billes dans 3 ml TBS), le méme temps d’exposiéibla méme ouverture.
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B- Conclusion

Plusieurs études ont montré que les protéinescefiGPI| s’insérent spontanément
dans des bicouches supportées de phospholipided été détectées de maniere individuelle
par AFM [5,16,154].

Dans ces études, les bicouches étaient incubéesdageconcentrations en protéines variant
de 30 a 5Qug/mL dans des volumes beaucoup petits.

Nous avons observé, a la fois par AFM et par maopie de fluorescence, que les protéines
s'inserent effectivement dans des membranes de DPPC

Par nos études de fluorescence, nous avons puemetir évidence que, pour des
concentrations dix fois inférieures (3u8/mL), les bicouches étaient largement recouvertes
de protéines.

Nous avons trouvé que l'intensité de fluorescene#t énhomogene sur les bicouches de
DPPC ; elle dépend de la présence ou I'absencaraess GPI et de la concentration de cette
protéine dans la phase d’incubation.

En effet, l'intensité de fluorescence est beaugalup prononcée pour I'AP-GPI, que I'APs,
et elle augmente avec la concentration de 'AP-GPI.

Nous pouvons ainsi en conclure que les ancres @Ririsent largement l'insertion de la

phosphatase alcaline dans les membranes [153].

Une deuxieme conclusion importante est que le legepdes protéines a des billes de
latex fluorescentes est une méthode qui permet détection plus facile aussi bien en
microscopie de fluorescence qu'en AFM. Cette appeo@eu spécifique (couplage aux

groupements amine des protéines) peut étre miseusme sur d’autres systémes protéiques.

V-3-3 Insertion de la créatine Kinase (mtCK) dans ne bicouche de PC-PE-CL

La membrane interne de la mitochondrie est casit essentiellement des
phospholipides PC, PE et CL avec un rapport moldér@/1/1, caractérisé d’'un pourcentage
élevé d’acides gras insaturés (>50% pour PC eePEB0% pour CL) et une haute proportion
de chaines C18 (>50% pour PC et PE, et 83% pouif135,156].

La cardiolipine (CL) est un phospholipide efficagei a quatre queues et qui porte deux
charges négatives. C'est et le lipide le plus umgatprésent non seulement dans les
mitochondries [157], mais aussi dans les membrhaet®riennes.
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En effet, la cardiolipine joue un rble importanndda stabilisation structurale et I'activation
de plusieurs enzymes de la mitochondrie, particedigent ceux impliqgués dans la synthese et
la translocation de I'ATP et 'ADIPL58-160].

De plus, plusieurs protéines de membranes integtede transportsemblent interagir
sélectivement avec la cardiolipine et leur actidiépend de sa préserjé€1,162].

Nous avons essayé d'élucider le rbéle de la capliwi dans l'interaction de la protéine
créatine kinase avec la membrane interne de lachotalrie.

Avant d’entamer notre étude par AFM, rappelonsvemeent le rble et la structure de la

créatine kinase.

Tous les processus impliqués dans la croissancée anétabolisme des cellules
nécessitent un apport d’énergie : 'ATP constituedserve d’énergie universelle.
De fortes quantités de phosphogenes, comme la pbogatine, sont accumulés dans les
cellules ou tissus excitables. Ce sont des régsnds « phosphate a haute énergie » qui
permettent de maintenir constant les niveaux d’AlaRs les cellules par un renouvellement
grace a une enzyme clef du métabolisme énergélmuesatine kinase. Cette enzyme qui est
un membre de la superfamille des guanidino kinasatglyse le transfert réversible du
groupement phosphate de la phosphocréatine (PAD®, générant la créatine de I'ATP

selon la réaction ci —dessous :

z_
C\Hs ,-,h: H=PO;  cens1 2_ ({[3 /?“'11
ADPMg +H'+ N=C & z_pr— ATPMg + N—=C®
% H i C K ; g A
00C- CH, NH, sens 2 00C- CH, NH,

La créatine kinase mitochondriale (mtCK) utilis&TIP synthétisé dans la mitochondrie pour
phosphoryler la créatine en phosphocréatine. Cepttagene diffuse ensuite dans le cytosol
ou il peut étre utilisé par CK cytosolique pour pploryler I'ADP a I'ATP dans le voisinage

immeédiat des sites liaison de I'ATP [163,164].

La mtCK existe sous deux formes oligomériques autievertibles, un dimére et un octamere

[165,166]. Les deux isoenzymes sont des protéiolebles qui peuvent étre associés avec un
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degré variable avec les structures subcellulamess seulement I'octamere est capable de se
lier a la face externe de la membrane mitochoraraterne ainsi qu’'a des vésicules de
phospholipides anioniques [165,167] tandis quenSK dimériques n'‘ont aucune affinité
pour la membrane mitochondriale. Le niveau de m&SKparticulierement élevé sur les sites
de contact entre les membranes interne et exterterditochondrie [168].

La mtCK est donc un octameére : un cube trés orélaienviron 9.3x 9.3 x 8.6 nm, composé
de quatre diméres allongés en forme de bananesséispe long d'un axe de symétrie
quadrupld169]. Les faces supérieure et inférieure perperidie a cet axe contiennent le C-
terminal riche en résidus basiques et sont resptessae la liaison a la membrane via des
interactions avec les phospholipides acides [170].

La formation de sites de contact est spécifiqu€isbenzyme octamérique. Seulement
I'octamere se lie aux membranes naturelles ou bioigues [165-167].

Le point isoélectrique de I'octamére (autour de 88 significativement plus basique que les
autres isoformes [171,172]. Ceci favoriserait lessbns aux phospholipides membranaires

chargés négativement

Afin de biomimer la membrane interne de la mitode, nous avons commenceé par
préparer une bicouche mixte des trois lipides P@ZREeNn proportion molaire (2/1/1) et ce
par la méthode de fusion de vésicules sur le nmogs nous avons inséré la créatine kinase
dans cette bicouche.

La fusion de vésicules sur le mica s’est averé &@llenre méthode pour I'obtention de
domaineg173].

V-3-3-1 Préparation des vésicules PC-PE-CL

La phosphatidylcholine (PC) de jaune d’ceuf (egli)yda phosphatidylethanolamine
(PE) de jaune d’ceuf (egg yolk) ; la cardioliping{wsphtidilglycérol) de coeur de bceuf nous
ont été fournis par Thierry Granjon de I'Institue¢ €himie et Biochimie Moléculaires et
Supramoléculaires (UMR Université Lyonl et CNRSgs@rois lipides ont été utilisés dans
leur phase liquide dans un mélange chloroformenéiha
Des LUV d’'un mélange de PC-PE-CL (2/1/1) a con@rmn finale de 20mg/ml dans le Tris

15mM ont été préparées par la méthode d’extrusesrvésicules (voir Chapitre Ill), sauf que
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cette fois-ci, le solvant a été évaporé par évdjoraotative sous vide a 37°C durant une nuit
entiere.

V-3-3-2 Réalisation des bicouches

Les vésicules diluées a 0.2mg/ml dans le tampgerl&mM, pH 7.2 ont été incubées
sur le mica fraichement « clivé » (monté sur léotdf pendant 2h & 40°C en présence o€ Ca
2mM. Les lipides non adsorbés ont été éliminégipaage avec le Tris 15mM. La bicouche a

été gardée dans son état hydraté jusqu’a son madaag la cellule AFM.

V-3-3-3 Résultats AFM

Nous avons vérifié ce dépot en mode contact glirigpen liquide. En mode contact
nous avons scanné a tres faible force (F<200 pN)dd ne pas endommager les lipides.
Nous avons utilisé des pointes de raideurs diffésen

a- Topographie en mode contact

Nous observons sur la figure V-18 le dépét deitaurhe mixte sur le mica. Nous
présentons ci-dessous les différents cas obtehaedifférence dans la topographie provient
soit du type de pointe utilisée soit de la solufipidique (ces préparations évoluent tres vite
et se conservent peu de temps).

Sur ces images, nous constatons la coexistencemaiges en mesurant la différence de
hauteur entre le mica nu et la bicouche. Nous abterdifferentes hauteurs de 4.8 ; 5.7 ;
6.3 nm. Ces hauteurs semblent correspondre a dspai d’'une bicouche de phospholipides

mais sont trés différentes de celles obtenues @aveeitre échantillon.
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Figure V-18. Bicouches PC/PE/CL sur le mica imagées sur 10 yrh avec des pointes AFM de
raideur différentes en mode contact : A-0.03N/m.(B306N/m. C- 0.08N/m. Les
hauteurs mesurées des ilots sont de 4.8 ; 5.7nmé & spectivement
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Avec cet autre échantillon (autre solution de wdsiE PC-PE-CL), ou le recouvrement est
bien meilleur, nous avons obtenu des hauteurs2le 0.4 nm (Figure V-19), qui semblent
plutdt correspondre a une différence de hauteurs domaines lipidigues comme dans le cas
DOPC/ DPPC (Figure IV-13).

2000 nim

Figure V-19. Bicouche PC/PE/CL sur le mica imagée en mode coradroite, profil topographique
montrant une différence de hauteur 1.2 + 0.4 nm

b-Topographie en mode Tapping

Avec le méme échantillon PC-PE-CL, afin de ne gdaisner la bicouche, nous avons
aussi utilisé le mode tapping (Figure V-20) : Naosistatons dans les différentes zones des
différences de hauteurs entre 4.5 et 5nm. Ces Ungugsemblent correspondre a la hauteur

entre une bicouche et la surface du mica nu.

Nous constatons donc qu’il y a une nette difféeeate les hauteurs des ilots que se
soit en mode contact ou en tapping ou d'une préipara I'autre. |l est difficile d’expliquer
pourquoi il ya de telles différences.

Il y a donc des parametres que nous ne controlass(es parameétres peuvent étre dus a la
préparation de la bicouche ; mais plus probableneefatit que I'image topographique change

en fonction du mode d’'imagerie indique que c’estpunbleme d’imagerie. Si les couches
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sont fragiles ou si elles comportent des chargestréjues variables conduisant a une
surestimation de la hauteur a cause de la répubsiec la pointe, on peut rencontrer un
contraste topographique variable. Il est en efi@h loonnu qu'il est tres difficile d'imager des
surfaces chargées, ce qui est le cas de la caidli

Il reste que sur la figure V-18 C, nous ne pengmsque I'image révele essentiellement le
mica nu et seulement quelques ilots de lipides. SNpenchons plus sur I'hypothése de
domaines de lipides dans une autre phase lipidigae des hauteurs exagérément amplifiées.

[N 16,0 pin 0.5 5.0 pm

15 15 D

10 C 10

5 5
ALY o IVLAN T T
5 5

10 10

T b i1

1 2 3 4 5§ 8 7 8 6§ um 05 1 15 2 25 3 35 4 45 um

Figure V-20. Bicouches PC/PE/CL sur le mica imagées en modeanggpdifférentes échelles (A et
B) ; C et D profil topographique d’une ligne deslarface montrant des hauteurs de 4.5
et 5 nm.
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c- Mesure de force
Les bicouches sont assez stables ; des mesurezads hi’'ont pas montré de pénétration.

Elles sont aussi trées homogénes ce qui renforgedihése qu’il n’y a pas de mica accessible
a la pointe (Figure V-21).
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Figure V-21. Courbe force-distance sur une bicouche de PC/PE/CL

V-3-3-4 Discussion et Interprétation

Malgré les problemes de différence de hauteurabbei déja discutés, nous avons
constaté par microscopie a force atomique que iteesomode contact ou en tapping, la
coexistence de domaines dans les bicouches de FGL/RH1/1).

D’un point de vue physico-chimique, de tels domaise produiraient par la séparation de
phase due a des différences structurales ou a dansé thermique des constituants
phospholipidiques de la membrgbé].

Ces domaines ont été observés par une étude AFM] ELif des bicouches supportées de
DPPC, DPPE, CL. La conclusion principale est qu€lahautement insaturée forme des

domaines dans les bicouches supportées a causa flebke miscibilité avec les autres
chaines de phospholipides saturées.
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La stabilité de ces bicouches serait due aux fadttractions fortes entre CL et egg PC ou
egg PE. Cette attraction est attribuée aux liaisgasogénes favorables.

De plus, Domeneclet al. [175] suggerent que les tétes polaires des phépes,
particulierement la charge négative portée par Oh possibilité de la formation de liaisons
hydrogene par POPE doivent jouer un réle important la formation de domaines.
Inversement, lorsque la CL est mélangée avec duCR@RB interactions électrostatiques sont
moins favorisées.

Nous n’avons dailleurs pas observé de domaines dexe bicouche mixte PC/CL (3/1)
(images non montrées).

L’existence de régions de phospholipides latératgrdistinctes est importante en considérant
le fait que ces domaines doivent jouer un réle darsertion des protéines [5,135].

V-3-3-5 Insertion de la Créatine Kinase dans la bauche

La mtCK octamérique (340 KDa) nous a été fourrae phierry Granjon, elle a été
purifiée selon la méthode de O.Marcilktal. [176]. L'’enzyme purifiée a été obtenu dans le
Tris—=HCI 20mM, 0.1 mM EDTA, et 0.2 mM DTT, pH 7.4u&ae concentration de 0.2 g/l. La
concentration de la protéine a été déterminée gpandthode de Lawry en utilisant la BSA
comme standard.

Apres préparation des bicouches PC/PE/CL, noust@js la protéine a une concentration de
0.9 nM.

V-3-3-6 Résultats AFM

Sur les images réalisées par AFM, nous ne comstgp@as de changement de la
topographie entre la bicouche nue et celle aveprtdéine ; ainsi nous ne pouvons pas
observer directement la protéine sur la bicouch&s mous constatons qu’il se produit une
diminution de la hauteur de 4.5 nm a 1.5 et 2.7dum a I'adsorption de la protéine (Figure
V-22).
En comparent la rugosité Ra entre une bicouche etula bicouche avec mtCK, nous
constatons que cette rugosité augmente légereradnh88 a 0.6 nm.
Cette structure est assez stable : les mesuresaisf montrent une résistance a I'indentation
de la pointe AFM.

123



Adsorption des protéines sur surfaces solides etule insertion dans les membranes
supportées

Dk MLJUD, brcumnonti

i 2 3 4 5 8B T B 3 pum T @ ® a4 & & T 8 8 pm

FigureV-22. Images AFM de bicouches de PC/PE/CL sur le mi¢&) avant insertion de la mtCK.
(B) apres insertion de la mtCK. (C, D) profil deubeur caractéristique. (A,B :10x10um) ;
la hauteur de la barre de couleur est de 20nm.

V-3-3-7 Interprétation et conclusions

En accord avec d'autres étud&g7], ce ne sont pas des entités individuelles ou des
agrégats de la protéine qui ont été observés sbictauche, mais des changements de la
rugosité et la hauteur de la bicouche. Ces imagesrévélé que la protéine induit une
diminution significative de la hauteur des bicouckeune Iégere augmentation du Ra.

Cette diminution a été observée faomenechet al. [178] lors de linsertion du
cytochrome c¢ dans une bicouche supportée de POPERD (0.5:0.3:0.2, mol:mol:mol)
sur le mica.

Néanmoins, ils ont constaté une augmentation peeseggligeable de Ra sur le mica, qui
serait le résultat de I'adsorption de la protéimels substrat mais en quantités plus faible que

celles sur la bicouche.
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Des études de fluorescence avec 'ABS(ilino-1-naphthalene sulfonatsyr des domaines
contenant la cardioliping178] ont trouvé que la fluorescence diminue en ajoutant
cytochrme ¢ due a la compétition d’adsorption sgrrhémes sites. Cette diminution est plus
prononceée dans des liposomes contenant la CL queeddss liposomes neutres.

En s’appuyant sur ces résultats, nous pouvonsqgdieela mtCK se fixe aux membranes par
des interactions électrostatiques entre la capli@i et la partie C-terminale, chargée
positivement (Lys 380, Lys 379 and Lys 369) [170] gerait impliquée dans l'interaction

avec la membrane interne.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Ce travail est principalement axé sur I'étude @esprietés nanomeécaniques des
bicouches phospholipidiques préparées par coadsorpe micelles mixtes et fusion de
vésicules.

Nous avons étudié aussi I'adsorption et l'insertibes protéines dans des membranes
modeles. Ces études ont été menées en exploitaxteehniques expérimentales qui sont la

microscopie de fluorescence et la microscopie deefatomique.

La microscopie a force atomique est devenue uihtodg important pour I'étude de la
structure et la stabilité des bicouches phosplditipes supportées. Elle a été utilisée pour
mesurer les interactions entre les bicouches goilate et pour observer la nature des défauts
dans la bicouche.

Nous avons étudié la stabilité de ces bicoucheavérs leur résistance a l'indentation de la
pointe AFM.

La caractérisation mécanique des bicouches lipatiga permis de montrer leur
résistance a des pressions supérieures a quelmaised de MPa. Cette résistance est bien
plus importante que les pressions développées alamsarticulation saine au cours de la
marche normale, qui sont estimées a seulement upgellylPa. Cela a confirmé que les
bicouches lipidiqgues jouent un rdle important daasbiolubrification du régime limite

articulaire.

Nous avons étudié I'influence du pH et des ionslauésistance de ces bicouches,
ainsi que l'influence du mode de préparation.
Nous avons montré que les bicouches préparées paéthode de fusion des vésicules sont
plus résistantes que celles en micelles, ceci ediaplement d0 a I'absence de traces de

détergent.
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Nous avons trouvé que les bicouches préparéesl@ansultrapure ne résistent pas a une
force d’'indentation d’environ 1nN exercée par lang® AFM. En présence de la solution

tampon Tris a pH 7.2, les bicouches résistent & gei20nN de force. Les ions jouent aussi
un réle important sur l'intégrité des bicouchessmanins que celui du pH.

Ces résultats sont en parfaite corrélation avec edgeriences de tribologie menées au
laboratoire ou nous avons observé une corrélatositipe entre la résistance a I'indentation
normale, un coefficient de friction faible et sebét 'absence de la dégradation de la
bicouche pendant le cisaillement. Dans I'eau ultragpH 5.5), les bicouches sont facilement
poncturées, rapidement endommagées et leurs péspriébrifiantes diminuent aprés 20

minutes de friction.

Nous avons mis au point une technigue de coupiegeprotéines avec des billes
fluorescentes de 27 nm de diametre afin de facileer repérage par microscopie de
fluorescence ou AFM. Ainsi, nous avons pu réallsafsorption des protéines sur surfaces
solides avec des concentrations beaucoup plue$adle celles utilisées jusqu’a maintenant
dans la littérature. Ceci constitue un résultag inééressant, particulierement pour les études
de biocompatibilité ou I'adsorption des protéinesg un réle essentiel dans la conception et
I'utilisation de membranes artificielles et de mmaéx biocompatibles que ce soit dans

I’'hnémodialyse ou dans les greffes.

En couplant les deux méthodes, 'AFM et la micopse de fluorescence, nous avons
étudié linsertion des protéines dans les membranedéles. Nous avons ainsi mis en

évidence le réle des ancres GPI dans les membbaregiques.

Comme perspectives, nous espérons reprendre ude &ystématique sur I'effet
d’autres parametres tels que l'insaturation ebteglieur de la chaine lipidique sur la stabilité
des membranes phospholipidiques.

Nous espérons arriver a contrbler la formation d@saines dans les bicouches mixtes de
PC/PE/CL et comprendre leur interaction avec latané kinase.

Nous espérons aussi étudier plus en détail lesattens protéines- bicouches lipidiques.

127



ANNEXE



ANNEXE

ANNEXE

Propriétés spécifiques des surfaces

A-1 Tension superficielle

Les molécules dans un liquide ont un certain dd@iéraction entre elles. Le degré de
cette attraction, appelée aussi cohésion, dépendrderiétés de la substance.
A l'intérieur du liquide, chaque molécule est sosena des forces dirigées dans toutes les
directions : leur résultante est donc nulle.
Les molécules qui sont a la surface par contre are@ soumises qu’a l'attraction des
molécules qui se trouvent a lintérieur du fluidee résultat est I'apparition d'une force
attractive nette dirigée vers l'intérieur et l'iritece air /eau qui va spontanément minimiser
son aire et la diminuer de maniére a limiter le hoerd’atomes ou de molécules en surface.
On appelle cette propriété tension de surface.
Ainsi, les gouttes de liquides libres sans gratgtéent donc a étre sphériques, car la sphére

est la forme qui présente le plus petit rapporfaservolume.

*\“‘7*“«“«7*\/*
/\ ‘\/J/\Q/\/\J
\/\/\/\/\/\/ /
/\/\/\/\/\J/“/\

v) "
\ \/\/ \/'\/\/\/
DB — DD P
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Figure A-1. lllustration schématique de l'interaction des malés a I'interface et en volume
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On peut expliquer les effets de surface en faigaetvenir les énergies de Helmoltz et de
Gibbs. Ces grandeurs dépendent de l'aire supdigigiar le biais de la quantité de travall
nécessaire pour faire varier la surface.
En quantité infinitésimales, dA ou dG sont égatiemé des conditions différentes) au travalil
réalisé pour modifier I'énergie d’'un systeme.
Puisque le travail nécessaire pour faire variesudace,o, d'un échantillon d'une quantité
infinitésimale a, est proportionnel g on obtient :

dW =ydo (A-1)

La constante de proportionnaligéest appelée « tension superficielle ». Ayant lesedsions
d’un rapport énergie /surfaces’exprime normalement en (jfin toutefoisy est plus souvent
exprimée en N.f
On peut écrire que le travail nécessaire pour feamter la surface a volume et température
constants, est égal au changement d’energie d’Hensoit :

dA =ydo (A-2)

L’énergie d’Helmoltz diminuant (dA<O0), les surfaceEsndent naturellement & se contracter.
Pour une surface d'eau, en équilibre avec sa vapkurtension superficielle est

particulierement élevée, de 'ordre de 70 mN/mnaptérature ambiante ; alors qu’elle est de
I'ordre de 20 mN/m pour un alcane dans les mémaditions. Cette différence est due a la

nature des interactions et a I'énergie de cohé&given découle. Dans le cas de 'eau, liquide

polaire, les liaisons hydrogénes (de I'ordre dekdD [179]), apportent au systéme une forte

cohésion contrairement aux liaisons Van der Waals alcane (de 'ordre di,T [179]).

A-2 Pression de surface
La pression de surfage I'équivalent de la pression pour un systeme trigisi@nnel,
est définie par la diminution de la tension de acefde I'eau purgar le film adsorbé, soit :
Tl=yo-y (A-3)
ou yoety sont respectivement la tension superficielle dau’'go = 72,8 mN/m a 20°Ckt la
tension superficielle d’'une surface recouverteypafilm. La pression de surface est donc un

indicateur de I'état d’organisation d’un film agdarface. Une pression de surface élevée sera

caractéristique d’'un état ordonné.
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A-3 Aire moléculaire
L'aire moléculaire (A) est définie par I'aire may®ge occupée par un ensemble de
molécules sur une surface d’aire donnée. Elle 'astaht plus faible que le film est compact.

Il existe donc une relation étroite entre la pr@ssle surface et I'aire moléculaire caractérisée
par la courbe donnant I'évolution deen fonction de A, appelée isotherme de compression

En comprimant le film a l'interface grace a desrigaes mobiles, il est alors possible de

contréler sa compacité.

A-4 Isotherme pression de surface-Aire

L'isotherme est la courbe de la pression de saréacfonction de I'aire par molécule a
une température fixe.
Dans la figure de I'isotherme deA (Figure A-2), des phases distinctes a comprégsgib
différente peuvent étre distinguées. Tout d'abarth pression la plus basse, les molécules
sont en phase gazeuse (G). Ensuite, avec l'augtoentie pression, la région de la phase
liquide élargie (LE) s'affichera aprés la coexistence des phases I(E. Avec une pression
plus élevée, la phase liquide condensé (LC) stedfec aprés la coexistence de phases LE et
LC. Avec plus de pression, la phase condenséelme gwoche de la verticale apparait.
L’isotherme 1A est une signature d'une molécule. Toutes cesgshpeuvent ne pas étre
toutes distinguées pour une molécule particulieredépendent aussi fortement de la

température et de la vitesse de compression.
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Figure A-2. Isotherme de compression d’'une monocouche d'arhpéip
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RESUME

Les membranes modéles constituées d’'une bicoucke rfphospholipides et protéines)
stabilisées au voisinage d’'une surface solide deatsystemes qui permettent d’approcher
certains comportements élémentaires de la memlbenegique tout en contrélant les
caractéristiques physico-chimiques de ces systémes.

La fabrication de membranes phospholipidiques su@es, couplée a une technique de
caractérisation adaptée a cette échelle spatiatemeola microscopie a force atomique
(AFM) va permettre d’étudier les propriétés etdadtionnement particulier d’'une protéine
dans un environnement bien controlé. Dans ce ctmtewus avons en particulier étudié
I'insertion de phosphatase alcaline a ancres GBé efréatine kinase dans des bicouches
supportées.

L'étude des interfaces moléculaires articulairecomduit & la mise en évidence de
bicouches lipidiques adsorbées sur les surfaciesilaites frottantes.

La caractérisation nanomécanique des bicouches ppblygidiques par mesures
d’'indentation a l'aide de la pointe AFM a permisrdentrer leur résistance a des pressions
supérieures a quelques dizaines de MPa. Cetteadstsest bien plus importante que les
pressions développées dans une articulation saimews de la marche normale, qui sont
estimées a seulement quelques MPa. Cela a comjuenées bicouches lipidiques jouent un

réle important dans la biolubrification du réginmaite articulaire.

MOTS-CLES : Microscopie a force atomique (AFM), Microscopie &&iorescence,
Bicouches phospholipidiques, Membranes cellulaire®ydsorption,  Protéines,
Nanomécanique, Biolubrification, Ancres GPI.
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ABSTRACT

Model membranes constituted of mixed bilayer (phosipids and proteins) stabilized near a
solid surface are widely used systems that canoapfpr basic behaviors of biological
membranes.

The fabrication of supported phospholipid membratespled to a characterization technique
adapted to this spatial scale as the atomic foiceostopy (AFM) allows the investigation of
the properties and functions of a particular protei a well controlled physico-chemical
environment. In this context, we studied the inearbf ancored GPI phosphatase alkaline
and creatine kinase in supported bilayers.

The analysis of joint molecular interfaces has tedthe identification of lipid bilayers
adsorbed on the joint rubbing surfaces. The nanbarecal characterization of phospholipid
bilayers by measuring their indentation with an AEpN showed their resistance to pressures
above a few tens of MPa. This resistance is muelatgr than the pressure developed in
healthy knee joint in a normal gait, which is estied to only few MPa. This confirms that
lipid bilayers play a key role in joint biolubrigah.

Keywords: Atomic force microscopy (AFM), Fluorescence miawgy, Phospholipid
bilayers, Cellular membranes, Adsorption, ProteiNanomechanics, Biolubrication, GPI
anchors.
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