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Résumé

Le développement doutils performants de criblad® nouvelles molécules capables
d’induire une réponse cellulaire identique a cellen ligand (agoniste/ antagoniste, etc...), est un
enjeu important pour la recherche pharmaceutiges.principales cibles utilisées aujourd’hui sost le
récepteurs trans-membranaires couplés aux prot&n¢RCPG), dont I'activation déclenche une
cascade de réactions intracellulaires (signalisatiégulant des fonctions essentielles de la eellul

L'objectif de ce travail de these est la détectien’initiation de la signalisation cellulaire par
spectrométrie de fluorescence pour le récepdenpioide murin (mMDOR) qui induit un changement
conformationnel responsable d'un épaississementsaepartie transmembranaire lors de la
signalisation, au niveau de la membrane plasmigueetiules eucaryotés vivo. Ce changement est
supposé générer des modifications de phase ligddg la membrane plasmique lors de cette
interaction RCPG/agoniste, avec des redistributlonales de certains lipides comme le cholestérol,
conduisant a la génération d’une phase liquideforde (l0).

Pour cela deux nouvelles sondes fluorescentes naemaibes de la famille des Pyrene-
cholestérol ont été synthétisées, ehydroxy-pregn-5-ene-21-(1-méthylpyrényl)-20-chet le -
hydroxy-pregn-5-éne-21-(1-méthylpyrényl)-20-méttgie2.

Dans un premier temps la comparaison du comporterdences sondes vis-a-vis du
cholestérol a été analysée dans différentes membranodéles phospholipidiques. Les données de
microcalorimétrie et de RMRH indiquent que ces composés induisent des petionsades lipides
comparables a celle du cholestérol. Les donnéedsafption, combinées a la propriété
hypochromique du chromophore pyréne, ont permisnddre en évidence un comportement auto-
associatif de ces sondes. Nous extrapolons cetatsutelui du cholestérol car des simulations en
dynamique moléculaire déduisaient cette méme adotd. Nous retrouvons qu’elle augmente avec
le degré d'insaturation des chaines acyles et lgutBiminue quand la quantité de cholestérol croit
(plus grande miscibilité des sondes dans les maerabranrichies en cholestérol). Dans un deuxieme
temps la sensibilité du spectre d’émission de #socence a la polarité de I'environnement a été
vérifiée et mise a profit dans des membranes megsdar discriminer les membranes en pHdsie
celles en phas® (ou la polarité du cceur de la membrane est plbtejaEnfin, I'incorporation de la
sonde2 dans la membrane plasmique de cellules vivanted Gid sur-expriment mDOR, a permit le
suivi dans le temps, par spectrofluorimétrie etrospectrofluorimétrie, de la perturbation de phase

induite par un agoniste de ce récepteur. Les liigariblage sélectif sont donc posées.



Abstract @

The development of tools for the screening of nemgeptors’ agonists is a major issue for
pharmaceutical research. Currently, the main targeed are the G-protein coupled receptor of the
plasma membrane which the activation trigger tgealing pathways involved in many cell functions.
The goal of this thesis is the detection, usingecsofluorometry approadim vivo, of the signaling
pathway ignition by the mouse delta opioid receptmDOR). DOR is assumed to generate a
relocalisation of some lipids (cholesterol) whilgoaist binding leading to the formation of a liquid
ordered phase (lo). Thus two fluorescent probe® lHmen synthesized, which the 3beta-hydroxy-
pregn-5-ene-21-(1-methylpyrenyl)-20-methylideneteDisom calorimetry and RMRH studies show
that this probe induces the same lipid membrarssriiance than cholesterol. Absorption data of the
probe allowed the assessment of a self-associpt@ess of cholesterol in model membranes, which
is as a function of the acyl-chains saturation éegof phospholipids. Then the polarity sensitive
property of the probe has been used to distingbetiveen Id and lo phases in model membranes.
Finally, we incorporated the probes in CHO cellsre@xpressing mDOR to monitor, by fluorescence
spectroscopy, the mean phase state change ofdemalmembrane triggered by a mDOR agonist.

This is the first step of a new screening approach.
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La membrane plasmique

1

L’étude des membranes biologiques est devenue elgups années une approche conceptuelle

importante pour mieux comprendre, au niveau cefkildes processus du vivant. Les membranes
biologiques sont généralement constituées de deughes de molécules amphiphiles (lipides) se
faisant face de maniére antiparalléle dans lesepiedbnt insérées des protéines. Ces membranes
participent a des fonctions essentielles pour lllee elles forment des enveloppes imperméables
efficaces dans la compartimentation de la cellolg £n assurant une grande diversité de fonctions
d’échange (solutés, nutritifs, signaux...) entre a@spartiments. Chez certains procaryotes elles sont
souvent restreintes & une membrane faisant partierd/eloppe bactérienne qui délimite 'organisme.
Par conte chez les especes plus évoluées queesantdaryotes, notamment les eucaryotes supérieurs,
les membranes sont omniprésentes et difféerentquais lcompositions lipidique et protéique et par
leurs fonctions. Elles constituent I'enveloppe daganites (enveloppe nucléaire, endosomes,
péroxysomes, appareil de Golgi, réticulum endopigsen rugueux, mitochondries, thylacoides...)
tout en assurant un grand nombre de

. , . . N
fonctions nécessaires a la cellule. Réticulum /

endoplasmique /'f
. . A Réticulum lisse 4
Enfin, la limite méme des cellules endoplasmique _———mNam”

rugueux -

eucaryotes est une membrane, c’est

la membrane plasmique (fig. 1.1). Flagelle

. Lysosome
De nombreuses fonctions
Centriole

biologiques sont réalisées au niveaweroxysome

de la membrane plasmique, asSUréeSyombue

Filament
intermédiaire

dans leur grande majorité par 1es picrofitament

protéines qui y sont insérées

Figure 1.1. Représentation schématique de I'ensemble des structures
ellulaires présentes dans les cellules eucaryotes animales. Les structures
embranaires sont indiquées en marron. D'aprés Pearson Education, Inc.

Copyright © 2003.

premier temps nous allons nous

(récepteurs membranaires). Dans u



intéresser plus particulierement aux éléments tstrels (lipides et protéines) de la membrane
plasmique. Au passage, la physico-chimie des meambrépidiques sera développée afin de mieux
comprendre l'influence des lipides sur les fondiomembranaires. Nous aborderons ensuite
I'organisation dynamique et fonctionnelle des cibmants de la membrane plasmique, nécessaire a la
réalisation de fonctions biologiques particulieredle la signalisation cellulaire par les récepeu
membranaires couplés aux protéines G. Cela peanaltrs d’aborder la notion de criblage des
récepteurs membranaires et de présenter les tralaiathese, qui décrivent le développement et la

caractérisation d’un nouvel outil potentiel de age.

1.1 Les lipides

Des cellules ont été observées pour la premiesepai Robert Hooke, souvent considéré comme
l'inventeur du microscope compose, en 1655. Cet mjg'en 1847 que Nicolas Théodore Gobley
découvre les phospholipides en isolant la lécitingaune d’ceuf. Au début du X$iécle, Irving
Langmuir montre que les acides gras forment desooothes, les groupes carboxyles en contact
avec la surface de I'eau (Langmuir 1917), puis &oet Grendel démontrent la capacité de certains
lipides a former des simples et des doubles cou@es derniers montrent également que la surface
des lipides extraits des globules rouges est @gd&ix fois la surface de ces cellules. lls sorgi d&s
premiers a formuler I'hypothése d'une membranailegk formée d'une double couche de lipides
(Gorter et Grendel 1925). Le premier modéle mendirana avoir été accepté par la majorité des
scientifiques fat proposé par Danielli et Davsomufi2lli et Davson 1935). Suite a leurs observations
de l'adsorption de protéines sur des goutteletfgdidues d'origine animale, ils ont supposé que la
bicouche lipidique était prise en sandwich entreixdeouches de protéines. Bien qu’inexact, ce
modéle a perduré jusqu’au début des années 7Qudanathan Singer et Garth Nicholson décrivirent
le modele de la mosaique fluide (Singer et Nicol$8ii2) : la membrane plasmique est toujours
organisée en bicouche mais les tétes polairestaesppolipides sont directement en contact aveg l'ea
et les protéines membranaires « flottent » darsclauche ou en surface de celle-ci. Aujourd’hui ce

modéle donne une assez bonne représentation dhitéeture de la membrane plasmique, mais les



progres accomplis depuis en membranologie, notamnmeniveau de 'organisation dynamique des
constituants, montrent que la distribution degdisi et des protéines n’est pas aléatoire et suggere
pour rendre compte de la spécificité et de I'effitades fonctions, la présence de nombreux domaine
fonctionnels (Engelman 2005).

Cependant un des roles les plus importants de tabmaae plasmique pour la cellule est celui de
barriere imperméable entre le milieu intracelldgicytoplasmique) et extracellulaire pour la magori
des ions et des solutés, tout en étant capablsut&rdes échanges nécessaires, via une granéeévari
de protéines. La nature a su assurer cette fonei@t une grande diversité de réponses. La
composition des membranes et notamment le rapgsrtpdotéines aux lipides est trés variable en
fonction de la nature et du réle des membrane® eedx des tissus et organismes. Ainsi le rapport
massique peut passer de 0.23 pour la membraneiglesice la myéline & 1.5 pour celle de cellules
Hela et jusqu’a 3.2 pour une membrane mitochoralriaterne, alors que celui de la membrane
plasmique de cellules hépatiques de souris est & (Granner, 1996). Considérant le fait que la
masse molaire des protéines est beaucoup pluseétpue celle des lipides, le rapport molaire est

beaucoup plus faible, de I'ordre de 1 sur 50 ar1160.
1.1.1 Architecture lipidique

Le «chassis» de la membrane
. L _a) ' b) c)
plasmique est constitué de lipides ‘ ’
amphiphiles dont la majorité, sous .
laction de forces hydrophobes

(minimisation de I'exposition des parties
Figure 1. 2. Formes des lipides membranaires selon les volumes

hvd hob il f de la téte polaire (foncé) et des chaines acyles hydrophobes
ydrophobes au milieu aqueux), orment (clair). (a) cylindrique, (b) conique et (c) conique inversée.

une phase lamellaire constituée de deux feuille¢s des tétes polaires des lipides orientées ers |
milieu aqueux et les parties hydrophobes vers l&r coembranaire. La grande diversité des lipides de
la membrane plasmique favorise une organisatiorellaire de part I'association de géométries

(volumes respectifs des parties hydrophobe et Ipyile) cylindrique, conique ou conique inversée



(fig. 1.2). Dans une membrane biologique et dassdaditions physiologiques la géométrie moyenne
des lipides est cylindrique, avec une section dienv0.63 nm?2 et une longueur moyenne de 1.0-1.5
nm, dépendante de la nature des chaines acylesri{déou2005). On considére que I'épaisseur
hydrophobe moyenne de la membrane plasmique esvicdbe 3 nm alors que les parties polaires

représenteraient au total 1.5 nm (Bowie 2005). tadbohydrates portés par les glycolipides, les
sphingolipides et les protéines forment un mantealulaire (glycocalyx) plus ou moins dense et

pouvant dépasser 1 um d’épaisseur, notamment gsucdllules endothéliales qui tapissent les
vaisseaux sanguins des mammiféres (VanTeeffelah @007). La présence d’'un cceur hydrophobe
dans la membrane s’oppose fortement a la diffudieau, d’ions et de solutés hydrophiles. Plus de
1000 especes lipidigues différentes ont été reesndans la membrane plasmique, principalement
représentées par les glycérophospholipides (commemteappelés phospholipides, PL ou GPL), les
sphingolipides (SL), les glycolipides (GL) et leotdstérol (Barenholz 2002; van Meer 2005).

Seulement 10% de ceux-ci sont chargés (Mouritséib)20.a synthése des PL membranaires est
accomplie dans toutes les cellules de I'organismeieeau du feuillet cytoplasmique du REG. Elle se
fait par estérification des acides gras et de dagdhosphorique sur le glycérol. A partir de leurs
produits de dégradation ces lipides peuvent étrsyméhétisés, faisant I'objet d'autres voies

métaboliques qui sont les voies principales de ueellement des acides gras des lipides
membranaires. La synthése des sphingolipides eodlalieu dans le RE par amidification de la

sphingosine pour former le céramide, puis la t@&laipe est ajouté au niveau de I'appareil de Golgi.
Le cholestérol est également synthétisé dans leLRiasemble de ces lipides est amené dans la

membrane plasmique par les processus d’exocytasés wans-Golgi.

Lesglycérophospholipidessont I'espece lipidigue majoritaire et sont cageses par la nature de
leur téte polaire et de leurs chaines d’acides (icasl.3). La téte polaire est constituée d'uycgrol
estérifie en position 3 par un acide phosphorigoieogphate), lui-méme substitué par différents
groupements qui définissent la nature du glycérspholipide. A pH physiologique (généralement
autour de pH 7), le phosphate porte une chargetinéget donne a la partie polaire son caractere

neutre ou chargé en fonction de la nature du fubsti Les tétes polaires des glycérophospholipides
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les plus représentées dans la membrane plasmiqaee, mdniére quantitative, sont les
phosphatidylcholines (PC) et les phosphatidyléttaanimes (PE). En effet les glycéro-PC et glycéro-
PE représentent respectivement 40-50 mol% et 28@B6 des phospholipides de la membrane
plasmique des cellules endothéliales humaines ébidloussaint et al. 2006), dendritiques humaines
ou encore des mastocytes de rat (Laulagnier &2084). On trouve ensuite les phosphatidylsérines
(PS), l'acide phosphatidique (PA) et le phosphéitidgitol (Pl) comptant ensemble pour 15-20 % des
phospholipides de la membrane. Le PI (environ 1e%&lipides membranaires) est également présent
sous une forme 4,5-bisphosphate ¢RIRont dérivent deux second messagers membranales
P1(3,4,5)P3 et le diacylglycérol (DAG). Le premiest issu de l'action d’'une protéine kinase, et le
second catalysé par une enzyme : la phospholip#Be©).

La partie hydrophobe des glycérophospholipidesespond aux deux chaines d’acides gras,
branchées en position 1 et 2 du glycérol via daisdns ester. Ces chaines ont une longueur et un
nombre de doubles liaisons (insaturations) vargalibus précisément, les principaux acides gras des
phospholipides chez les mammiferes sont les CXB18tpour les acides gras saturés, et les C18:1,
C18:2, et C20:4 pour les acides gras insaturédofiadt al. 2004). Les acides gras naturels ont
toujours un nombre pair de carbones. Les glycémpindipides contiennent d’autres acides gras
poly-insaturés a plus longues chaines carbonées,d#s proportions plus faibles, mais jouant ua rél
important dans les propriétés fonctionnelles dembmanes. On utilise une nomenclature simplifiée
pour nommer les glycérophospholipides, dont le estrfonction de la nature de la téte polaire et des
caractéristiques des deux chaines acyles. Par éxésphosphatidylcholines ont généralement deux
chaines acyles de longueur comparable de 16 oarb8mes, avec celle en position 1 souvent saturée
tandis que l'autre peut comporter plusieurs doub#sons en configurationis. C'est le cas du 1-
Palmitoyl-2-Oléoylsn-Glycéro-3-PhosphatidylCholine (C16:0,18:1 PC ouPR) qui est le GPL
majoritaire de la membrane plasmique dans la pludas types cellulaires. De leur coté les
glycérophospholipides a téte PE, PS ou Pl présemntavantage d’insaturations sur une ou deux
chaines (majoritairement entre les carbones 9 etlH3 glycérophosphoinositides (GPL a téte PI)
sont tous estérifiés en position 2 par un acidehddanique (C20:4) et en position 3 par un stéarate

(C18). Ainsi, de part les volumes respectifs oceuper la téte polaire et par les deux chaines scyle
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(volume plus grand avec la présence de doublestiacis), les glycéro-PC, glycéro-PI et glycéro-PS
de la membrane plasmique ont le plus souvent uoen@gie cylindrique ; les glycéro-PE et les
glycéro-PA ayant eux une géométrie conique.

Les sphingolipides(fig. 1.3) ont une base lipidique commune, appekamide, constituée d’'une
longue chaine amino-alcool (2-amino-1,3-dihydroxyadec-4-éne dont le nom trivial est
sphingosine) connectée a un acide gras par urs@riamide. Comme nomenclature simplifiée, on
utilise généralement la notation dXX:n,XX:n pourfidié les longueurs (XX)/nombre de doubles
liaisons (n) des chaines acyles du céramide (emiprda sphingosine, puis I'acide gras) (Valseathi
al. 2007). Dans les cellules du cervelet de ratsfghingolipides représentent seulement entreld et
% en mole de la totalité des phospholipides (Saneinal. 2007). La particularité de cette classe de
lipides et de posséder a la fois un groupementdaxytl et amide qui peuvent étre donneur aussi bien
gu'accepteur de liaisons hydrogéne, et un groupemearboxyle (comme tous les
glycérophospholipides) qui peut étre accepteuiaisons hydrogéne (Barenholz et Thompson 1999).
Dans les fibroblastes humains, on trouve majoetaént des sphingolipides a céramides en
d18:1,16:0 puis en d18:1,24 :0 ou d18:1,24:1 avexdouble liaison en configuratiais, ce qui en
fait les lipides les plus longs (Valsecchi et &02). Dans les cellules de mammiféres, la téteingola
peut étre une phosphatidylcholine, on parle alerfacsphingomyéline. La sphingomyéline représente
jusqu’a 9 mol% des phospholipides de la membrasecdiules du systeme nerveux central : c’est le
cas chez 'homme au niveau des cellules dendridLaulagnier et al. 2004). Les sphingomyélines
ont dans la majorité des cas une géomeétrie conityezsée. La téte polaire peut également étre un
saccharide (cas des cérébrosides) ou un oligoséehdcas des gangliosides). La chaine
oligosaccharidique varie en fonction de la natute, 'ordre d’enchainement et du degré de
ramification des différents sucres entre eux. Alasi sphingolipides ont une téte polaire bien plus
volumineuse que la partie hydrophobe, ce qui leafare une géométrie conique.

Les glycérolipides (fig. 1.3) représentent une autre classe de co@splimtement amphiphiles
dérivant du glycérol, estérifié en position 1 gt un acide gras et connecté, par une liaisonqosd
en position 3, a un oligosaccharide au lieu d’'uogphate. Bien que trés abondants chez les espéces

photosynthétiques comme les algues et les plartas (e la membrane du thylacoide des
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chloroplastes), on trouve plus rarement ces congpasis le regne animal ou ils peuvent ne
représenter que 2 mol% des lipides membranairesolhit néanmoins impliqués dans des processus
importants pour la cellule, telle la reconnaissazedulaire. Enfin, de part la grande taille derléite
polaire oligosaccharidique, ces composés adopteng@ométrie conique.

Le cholestérol (fig. 1.3) fait partie de la famille des stéroldes molécules principalement
synthétisées au niveau du foie par les celluleatigiges et au niveau de l'intestin par les entéescy
Les autres cellules de I'organisme s’approvisionmgncholestérol via les lipoprotéines (LDL) de la
circulation sanguine. Cependant il est 'uniquedtprésent dans la membrane plasmique des cellules
de mammiféres. Il comprend quatre cycles carbowés an groupement hydroxyle sur le carbone 3,
une chaine aliphatique (6-méthylheptan-2-yl) swrddbone 17 et deux groupements méthyles sur les
carbones 10 et 13. Ces quatre substitutions gatricycle rigide plan (cycles en configuraticsns)
sont liées en avant du plan de la figure 1.2,\ami la facgd du cholestérol. Le cholestérol posséde 8
carbones asymétriques, ce qui fdis@it 256 stéréo-isoméres dont un seul existe danature: le B-
ol lévogyre. La téte polaire (I'hnydroxyle) a unéllearéduite par rapport au reste de la molécule,
entierement hydrophobe, ce qui est néanmoins anffigsour qu'il s’insére dans les membranes : le
long axe de la molécule est perpendiculaire au géala membrane avec I'’hydroxyle orienté vers le
milieu aqueux (Yeagle 1985). Le cholestérol a aimg forme conique (fig. 1.2). Cependant il est
quasiment insoluble dans I'eau et forme des agsqgatot que des bicouches ou encore des micelles.
Dans les cellules, 'accumulation du cholestérag&ne et la synthése du cholesté&elnovosont
étroitement régulées pour assurer une certainetasmes (homéostasie) de la teneur en cholestérol
membranaire. Dans la plupart des types cellulacesyme les cellules d’ovaire de hamster chinois
(CHO), plus de 90% du cholestérol se trouve damsdmbrane plasmique (Lange et Ramos 1983) et
il représente respectivement 18 mol% et 45 mol% plesspholipides membranaires dans les
érythrocytes humains (Yeagle 1985) et les masteajeerat (Laulagnier et al. 2004)oujours chez le
rat, le rapport molaire du cholestérol aux phospid#s de la membrane plasmique des hépatocytes
est proche de 0,5 (Kremmer et al. 1976).

Le cholestérol sera présenté ici uniquement en seque composé structural de la membrane

plasmique mais il faut savoir qu’il est égalementprécurseur de nombreuses molécules dont la
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vitamine D3 qui intervient dans la calcificationsdes, les hormones stéroides (cortisol, cortisbne e
aldostérone), les hormones sexuelles (progestémerrpgéne et testostérone) et les acides biliaires
qui interviennent dans la digestion des alimengstransport du cholestérol entre les tissus sevitait
des lipoprotéines au niveau de la circulation sarguil peut parfois s’accumuler sur les parois de
vaisseaux sanguins et former des plaques d’athérsmneces d'accidents cardiovasculaires. Enfin le
cholestérol est un élément indispensable au bontitmmement de la protéine Sonic Hedgehog,
impliguée dans la mise en place de la polaritéygtese nerveux central lors de 'embryogénése. Par
exemple, une carence sévere en cholestérol aurssfa@coces du développement provoque une

holoprosencéphalie : c’est a dire la cyclopie (W@&99).

1.1.2 Les propriétés physico-chimiques des biomerdmes

Les considérations théoriques et expérimentaledadphysico-chimie des lipides en milieux
modéles suggerent que ces derniers, de part leypetature de transition, leur géométrie, la natiere
leur téte polaire (notamment leur charge), leuracdap a donner/accepter les liaisons hydrogéne au
niveau de linterface lipide-eau, ou encore la oomiation de leurs chaines acyles, peuvent générer
une organisation latérale particuliére de la memdor&n effet la miscibilité relative des lipides lens
par rapport aux autres est a I'origine de la foromatle domaines membranaires, via des ségrégations
latérales de phase. L'étude des mécanismes aifieride la genése de ces domaines membranaires
permet de mieux comprendre I'organisation de la brame plasmique et l'influence des propriétés
physiques des domaines lipidiques sur ses diffésdionctions.

Une des approches possibles dans la compréhensiocesl phénoménes est la mesure des
variations des propriétés physiques de la memblipitique, ou d’'une partie de la membrane, en
fonction de sa composition en lipides (études |& miembranes lipidiques modeles) ou lors de la
réalisation d’'une fonction biologique particuliételle la fixation d’un ligand sur son récepteuuies
sur des protéo-liposomes). Ainsi les modeles siiépli construits & partir de lipides de synthese ou
extraits des membranes cellulaires, ont été exir@me étudiés dans le but de comprendre les

interactions qui régissent ces structures.
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En phase aqueuse, les lipides ont une tendancesihat adopter plusieurs types de phases et cette
propriété est appelée le polymorphisme lipidique. éhapitre concerne plus particulierement les
propriétés des membranes modeles en phase lamehgiiétant le mieux l'organisation globale des
lipides dans les membranes naturelles.

Les méthodes employées dans la mesure des parampBysico-chimiques des membranes ou des
lipides font principalement appel a la spectroseaj@ fluorescence (mode stationnaire, durée detvie
polarisation de fluorescence), a la résonance ntiagieé nucléaire (RMN), a la calorimétrie
différentielle a balayage (DSC) et aux études thieomes de compression, permettant ainsi
d’appréhender les propriétés collectives des Ipideine membrane ou leur comportement dans les
monocouches. Récemment, I'évolution de l'outil mfiatique a permis d’étudier les interactions
lipidiques au sein d’'une bicouche lipidique par deedélisations moléculaires de plus en plus

poussées.

1.1.2.1 Propriétés de phase

Les lipides sont caractérisés par leur faible ghlébdans l'eau (hydrophobicité), due
principalement au fait qu'ils ne forment pas ddstias hydrogéne avec ce solvant. Les especes
lipidiques extraites des membranes cellulaires sonphiphiles et sont connues pour former des
phases cristallines liquides lorsgu’elles sont sodpes dans I'eau. Ces mélanges lipidiques
s'assemblent pour former ce qu’on appelle des phaseellaires, correspondant a des superpositions
de bicouches lipidiques séparées par des couchas.dEn effet leurs tétes polaires peuvent échanger
des liaisons hydrogénes avec le milieu aqueux @igtion), alors que les parties hydrophobes vont
s’organiser de maniére & minimiser au maximum leta avec l'eau : c’est I'effet hydrophobe
(Mouritsen 2005). Evidemment, ces structures enuuibes ne peuvent étre ouvertes aux extrémités,
mais se referment sur elles-mémes pour former égisules uni- ou multilamellaires. Au sein d’'une
membrane, une espéce lipidigue donnée peut adopllectivement une conformation particuliere,
dépendante principalement de sa nature et de [@étature. La conformation d’'un lipide, tels que les

glycérophospholipides, glycolipides et sphingolgsd fait référence aux arrangements spatiaux des
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atomes de la molécule dans la bicouche, notammeniveau des atomes de carbones des chaines
acyles. La conformation de plus faible énergie &ibaudes organisations trés ordonnées des lipides,
pour lesquels toutes les liaisons C-C des chaiogesasont en conformatiamans (all-trans). On
parle alors de phase geB bu solide-ordonnée (so). En augmentant la temyé&ratu systéme on
induit de plus en plus de mouvements de rotatiolouaudes liaisons C-C pour aboutir a des
conformations désordonnées des chaines acyles ¢atafion de la probabilité d'isomérisativans
>gauche) ; on parle alors de phase fluide ou lgjdiésordonnée (Id oa)l (fig. 1.4). La température a
laquelle une bicouche lipidique va passer d’'un @tdonné a un état désordonné (et réciproquement)
est appelée température de transition de phase (a transition de phase (transition du premier
ordre) est un phénoméne mettant en jeu les prépradllectives (ou coopératives) de I'ensemble des
lipides de la membrane. Ainsi, plus les lipidestsoombreux a changer de conformation en méme
temps et plus la transition de phase est nettex Dawactéristiques principales ont une influenadau

température de transition d’'une espéce lipidigaelohgueur des chaines acyles et le nombre de
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conditionne I'état de phase de la membrane. Les fleches
représentent les mouvements d’eau possibles.
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doubles liaisons qu’elles portent. On comprendrags# qu'il faut apporter d’autant plus d’énergie a
la membrane pour initier les mouvements de rotafigh qu’il y a de ces liaisons. Par conséquent plus
les chaines hydrocarbonées sont longues et plgsnjpérature de transition est élevée. Par exemple
les membranes de DMPC (diC14 :0-PC) transitentuaiute 23°C alors que celles composées de
DPPC (diC16 :0-PC) transitent vers 41.5°C. Les temiliaisons en conformatidrans augmentent la
température de transition de phase (effet d'or@tendon et Brown 2000) alors que les doubles
liaisons en conformationis, plus présentes dans le monde du vivant, vontrdieri drastiguement
cette température. Le DOPC (C18:1;C18:1), qui adméble liaison en configuratiaris sur chacune
des chaines acyles entre les carbones 9 et 1@ temapérature de transition autour de -20°C (contre
55°C pour le DSPC en C18:0).

Les méthodes pour déterminer cette températureragesition sont diverses. Les mesures de
calorimétrie différentielle a balayage (DSC) petewt avec une excellente sensibilité de mesurer la
transition de phase gel-fluide de suspension dewés lipidiques lamellaires. En effet, le passage
des conformations ordonnées des chaines acyles éodéormations désordonnées s’apparente a une
fusion et est un processus endothermique. Le pende la DSC est donc d’apporter la chaleur
nécessaire aux lipides pour que les membranesmagséétat gel a I'état fluide et de mesurer ééc
de température entre cette chaleur et celle demgstOn détecte ainsi un pic de chaleur plus ou
moins large au niveau de la température de transite phasect. chapitre 3.2.1.1 pour plus de détail).

La RMN du deutérium est aussi largement utiliséar poesurer I'ordre des chaines acyles (et donc
I'état de phase) a partir des éclatements quadiirpsl des spectres RMN (Vist et Davis 1990).
Cependant cette technique nécessite I'utilisatmplibspholipides deutéréd.(chapitre 3.2.1.2).

L'utilisation de la polarisation de fluorescencemet aussi de mesurer efficacement la fluidité des
membranes et donc d’appréhender cette transitiophdse gel-fluide. Cette technique fait appel a
I'anisotropie de fluorescence, dont la mesure ineite degré de liberté d’'une molécule fluorescente
au sein de la membrane (c’est a dire la faciliticdaquelle la molécule tourne sur elle-méme). Pour
mesurer cette anisotropie, on excite les fluoroghidmcorporés dans la bicouche lipidique ou liés a
un lipide) avec une lumiere polarisée. Les fluoaglk, dont le moment de transition est orienté le

long du vecteur électrique de la lumiére incidentent étre excités et émettre des photons
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(fluorescence). Si les fluorophores sont immobiles,photons seront émis dans le méme plan que la
lumiére excitatrice ; en revanche si l'orientatides fluorophores est modifiée avant I'émission des
photons, la fluorescence se fera selon un axereliffon parle de dépolarisation). Ainsi dans une
phase gel, ou les mouvements rotationnels des miesont trés limités, on mesure un taux de
polarisation plus élevé que dans une phase fliigld.,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene et ses dérivé$ son
les sondes fluorescentes les plus utilisées datétéamination de la fluidité membranaire, aussnbi

en milieu modele que dans la membrane plasmiquedBaet Lentz 1985; Parente et Lentz 1985;
Beck et al. 1993).

Les sondes lipidiques a fluorophore pyrene ontetgaht été utilisées dans la détection de la
transition de phase gel-fluide de membranes phdigptiques. L'apparition d'excimeres (dimeres a
I'état excité qui ont une signature spectrale djppm) est en effet représentative de la dynamique
latérale du cceur de la membrane sous certainegtioosd Galla et Hartmann ont ainsi déterminé la
température de transition du DPPC grace a une déaitleine-pyréne (Galla et Hartmann 1980).

Enfin, les techniques faisant appel a la diffrattites rayons X, a la diffraction des neutrons aux
petits angles (ou SANS pour Small Angle Neutronttedag) ou encore a la microscopie a force
atomique (AFM) apportent généralement les donngastsrelles les plus fines sur I'architecture des
membranes lipidiques.

Ces approches sont bien sir transposables a delsrareya composées de mélanges de différentes
espeéces lipidiques, bien que dans ce cas la nd¢éigrmase telle qu’elle est définie (propriété abile
des lipides) soit inappropriée. En effet, si lggdiés d’'une membrane donnée ont des températures de
transition intrinséques différentes, alors il yades transitions différentielles au sein de la brame,
provoquant des hétérogénéités (coexistence de demde phase différente). De la méme maniére les
interactions spécifiques entre deux especes ddeBpauront une influence sur la transition. Ces
phénoménes provoquent ainsi ce qu'on appelle wrégdtion latérale de phase.

La longueur moyenne des chaines acyles des phgspksldétermine I'épaisseur hydrophobe de
la membrane. Quand une membrane passe de I'état Igght fluide, le volume des phospholipides
augmente (Almeida et al. 1992; Greenwood et al6R0Rar exemple chaque lipide d’'une membrane

de DPPC en phase gel (25°C) occupe un volume d@n@.94 ml/g, qui passe a 1.01 ml/g en phase
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fluide (50°C). Cette augmentation est la conséguehc plus grand espace occupé par les chaines
acyles dans le plan de la membrane. Corollairemantiongueur apparente de ses chaines
désordonnées est plus courte, ce qui fait queigépar hydrophobe d’'une bicouche en phase fluide
est plus faible qu’en phase gel. Des travaux mpaeSANS ont montré que I'épaisseur membranaire
de liposomes de DMPC de 100 nm de diamétre, p@&sd6.8 A en phas@10°C) a 45.7 A en phase

Id (30°C) (Kiselev et al. 2006). L'analyse des psofle densité électronique de liposomes de DPPC
(acquis en diffraction de rayons X) aboutie & lama@&bservation, avec une diminution d’environ 5 A
entre les phase$ let Id mesurés respectivement a 24°C et 50°C. @etiaution correspond a une
diminution de I'épaisseur hydrophobe de 34.46 3@ A (Nagle et al. 1996). Des mesures sur des
bicouches de DPPC en AFM montrent une diminution’émisseur de la membrane de 6 A entre
22°C et 52°C (Leonenko et al. 2004).

Au sein d’'une membrane en phase gel, outre leasiliffis rotationnelle et conformationnelle, la
diffusion latérale est également restreinte. Darssmembrane supportée de DMPC, le coefficient de
diffusion de GM1 (couplé au fluorophore Bodipy-Rhpsuré en FCS, est de I'ordre 0.8+0.1 @ha
20°C (B) et de 3.9+0.1 ur@' & 30°C (Id) (Forstner et al. 2006). Par une agmate FRAP avec du
DPPE-NBD incorporé dans des liposomes multilamel$ade DPPC en phase Id (50°C), Vaz et al.
mesurent des coefficients de diffusion latéraled®n 12 pm&* (Vaz et al. 1985). Dans les mémes
conditions et avec la méme sonde, Pucadyil etrdlnmesuré un coefficient de diffusion latérale de
0.02 pm?/s en phas@ (23°C) (Pucadyil et al. 2007), mettant en évideliofuence drastique du
changement de phase sur la diffusion des lipidesigmentation de la température au-deld deau
sein d'une phase fluide a comme conséquence d'autgme coefficient de diffusion.

D’une maniere générale, I'évolution a fait que ghschaines hydrocarbonées sont longues et plus
elles comportent de doubles liaisons, ce qui tefaa@riser une membrane en phase fluide dans une
gamme de températures autour de la températureopdgigue. Malgré la grande diversité des
especes lipidiques qui forment la membrane plasmigqifrant des possibilités de ségrégations
latérales de phase (gel par rapport a fluidestipeu probable que des domaines en phase gedréxist

du fait de leur manque de « pertinence » physiglogi Tout d’abord parce que de tels domaines
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tendent & exclure les protéines ; que les bicoulipiéiques contenant a la fois des domaines gel et
fluide sont perméables aux petites molécules ;lgudiffusion latérale dans les phases gels est tres
lente et enfin parce que la présence d'une grandeti¢ de cholestérol dans la membrane inhibe
probablement la transition gel-fluidef(chapitre 1.2.2) (London et Brown 2000; Nishimutaak
2006). Dailleurs, des mesures de fluorescencéesatt le Laurdan (la sonde fluorescente 6-lauroyl-
dimethylaminonaphtalene) incorporé dans la membrplesmique de sept lignées cellulaires
différentes, semblent confirmer que toute la memdrae trouve dans un état de phase fluide a la

température physiologique (37°C) (Parasassi 98i3).

1.1.2.2 Influence du cholestérol sur I'état de phasde la membrane

Le cholestérol est connu depuis longtemps pourrdgie de maniere spécifique avec les
phospholipides de la bicouche lipidique. De nombesuétudes portent sur I'effet du cholestérol sur

les mouvements rotationnel et translationnel despiolipides, sur la conformation de leurs chaines
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acyles (effet d’ordre) et sur la transition de ghgsl-

fluide. Le cholestérol est miscible aussi bien dss 70 -+

phases gels que dans les phases fluides, cepehdant so

N . peg ‘s PRI | &)

tend a fluidifier la premiere et a rigidifier lacsmde ;5 |
5
&

(Sparr et al. 2002). Certaines membranes Iipidiquegsw'
240 -
1]

. . L, -
fortement enrichies en cholestérol forment une @has
30 H

fluide aux propriétés physiques particuliéres phease
20 -

lo, pour liquide-ordonnée (fig. 1.4) (Ipsen et H87).

10 — T T T
Ce phénoméne est la conséquence d’'une augmentation © 10 20 30 40 50
Cholesterol, mol %
de l'ordre des chaines acyles des phospholipidetepa rigyre 1.5. Diagramme de phase du DPPC en
fonction de la quantité de cholestérol et de la

4 _A 1A température déterminé a partir de données de
cholestérol et peut-étre expliqgué par une formaten DSC. RMN 2H. diffraction des rayons X et de

modélisations moléculaires (d'aprés Sankaram
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appelés complexes condensés. Ces complexes sesahi@at moins miscibles dans la phase Id

(McConnell et Radhakrishnan 2003; McConnell 200baizy et al. 2007). Pour des concentrations
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plus faibles en cholestérol, cette phase lo peutenéoexister avec une phase désordonnée : on parle
d’immiscibilité liquide-liquide « Id-lo ».

Par des mesures de DSC, couplées aux données excqpas RMN-2H sur des liposomes
multilamellaires, Vist et Davis ont construit leagramme de phase de DPPC en fonction de la
concentration en cholestérol et de la températuist et Davis 1990). La figure 1.5 illustre ces
comportements de phase pour des suspensions meltdéres de DPPC (Sankaram et Thompson
1991). Pour les faibles concentrations en choleis{é7 mol%) on distingue la transition so-ld, avec
une coexistence de ces deux phases autour de 4E@f€@ 7 et 22 mol% on observe également des
co-existences de phases so-lo et Id-lo, suivant lgume se place au-dessous ou au-dessus de la
température de transition de phase gel-fluide (envi degré inférieur &m). Enfin une phase aux
propriétés entierement lo est atteinte pour une@amnation autour de 25 mol% de cholestérol, quelle
que soit la température. Une étude de microcaldriena révélé la présence d'immiscibilité lo-ld @sd
concentrations en cholestérol inférieures a 5 m@dMtMullen et McElhaney 1995).

Les effets du cholestérol sur la transition de phates membranes phospholipidiques
(principalement les PCs) sont aujourd’hui bien digcmais il subsiste encore des incertitudes esir |
interactions moléculaires cholestérol-phospholipidal niveau des phases lo. Les plus grandes
contributions sont probablement les forces de varVdaals et les forces hydrophobes (Ohvo-Rekila
et al. 2002). Des études comparatives sur différstétrols ont permis de comprendre que la structure
du cholestérol lui permettait de s'insérer dans meebrane de fagon quasi-paralléele a la normale de
la bicouche. La configuration pour laquelle lesiattions de la partie hydrophobe du cholestérol
avec les lipides et I'hydratation du groupementrbygle sont les plus favorables correspond a un
angle de tilt d'environ 20° (angle par rapport aatemale de la bicouche) (Murari et al. 1986; Rbg e
Pasenkiewicz-Gierula 2001a; Smondyrev et Berko2@@1; Aittoniemi et al. 2006). Ainsi, de part sa
structure, le cholestérol est le stérol qui faworis plus les conformations ordonnées des chaines
acyles saturées des phospholipides et de la sphy@ime, en diminuant la probabilité
d’isomérisationtrans-gauche des liaisons C-C (Schuler et al. 1991; iBanie 2002). Cet effet de
condensation des chaines acyles (réduction du dté3cse ferait par la face du tétracycle du

cholestérol (McMullen 1996), la chaine carbonéepesition 17 du cholestérol étant probablement
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trop flexible pour avoir un grand pouvoir de conskgion (Yeagle 1985). L’effet de condensation est
évidement moins prononcé dans les phases gels diaikons C-C sont déja principalementtedins
L'augmentation de I'ordre des chaines acyles anteephase fluide et une phase lo peut étre mise en
évidence par des mesures en RMN-2H, grace au adlcphrametre d’ordre (5). Brievement, S

est représentatif de 'angle moyen que font lesdias C-C des chaines acyles par rapport a la h@rma
de la bicouche. Ainsi, en exprimant.Sen fonction de la position de la deutération fegldes chaines
acyles des phospholipides (a partir des éclateneratdrupolaires des spectres RMN) on obtient une
information sur la conformation (taux d’ordre) desachaines. En phase fluide, I'ordre des chaines du
DMPC, du DPPC et du DSPC (diC18:0-PC) est deuxghis important quand la bicouche contient
50 mol% de cholestérol. Cet effet est plus pron@rge les carbones 3 et 10 des chaines d’acides
gras (Sankaram et Thompson 1990).

L'amplitude de l'interaction du cholestérol avecs Iphospholipides est spécifique des lipides
considérés. Tout d’abord, la difféerence de longuéydrophobe entre le cholestérol et les
phospholipides hétes (mésappariement hydropholie}taflargement leurs interactions. L'étude de
McMullen et McElhaney a ainsi montré que le chdedtdiminue leTm de bicouches de PC ayant
des chaines saturées en C18 ou plus, mais aughadinteavec des PC ayant des chaines saturées en
C16 ou moins. Les auteurs en ont déduit que leeshériol a une longueur hydrophobe correspondant
a une chaine saturée de 17 carbones, et qu’iamgitgpréférentiellement avec les phospholipides de
méme longueur. Sugahara et al. ont développé utieode intéressante pour mettre en évidence ces
observations : ils ont synthétisé deux phosphatipide longueurs de chaine différentes (DPPC et
DSPC) et un cholestérol ayant chacun un motif #téetlisulfide au niveau de la téte polaire. Ainsi,
apres avoir constitué des liposomes de composiaoiable, ils ont ponté ces motifs par une réaction
chimique de maniére covalente afin de former desedds. L'analyse par HPLC des lipides ainsi
formés a montré une plus grande formation de diméhmlestérol-DSPC a partir de 24 mol% de
cholestérol dans la membrane (Sugahara et al. 200&)tres approches montrent une plus grande
affinité du cholestérol pour le DPPC que pour lePOL (diC12-PC) dans des mélanges ternaires
DPPC/DLPC/cholestérol (Silvius et al. 1996; Feiganst Buboltz 2001).

L’interaction cholestérol/phospholipide dépend auss largement des interactions entre le caeur
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stéroide et les chaines acyles, largement déféesripar les chaines acyles insaturés. En effet, la
présence d'insaturations en configuratms limite I'attraction des forces de van der Waaleale
cholestérol. Il en résulte un effet de condensapian le cholestérol d’autant plus faible que les
phospholipides sont insaturés, comme le montrestrésultats comparatifs en RMM-C de
bicouches de DPPC, POPC (C16:0;C18:1-PC) et DOP@rqddawski et Devaux 2005b, a). De
méme, il a été établi que la fonction de distribitiles orientations des sondes DPH dans la bicouche
est liée a la probabilité d'isomérisatiottans-gauches des liaisons C-C. Ainsi, dans des mélanges
phospholipides/cholestérol, un plus faible effet @endensation par le cholestérol sur des PLs
insaturés a été rapporté (Straume et Litman 198%hell et Litman 1998). Une invariance des
volumes du POPC et du DOPC en fonction de la cdrat@n en cholestérol dans la membrane a
d’ailleurs été constatée (Greenwood et al. 2008%i @u’une plus faible condensation des chaines
acyles du POPC par rapport a celles du DPPC (Warthet al. 1997). La diminution de I'effet de
condensation montre que le cholestérol est moissible dans les bicouches phospholipidiques aux
chaines insaturées, ce qui induit une ségrégadi@nale du cholestérol (Pasenkiewicz-Gierula et al.
1991) et une plus faible miscibilité (Brzustowi¢zaé 2002).

Les interactions cholestérol-phospholipides sossiaaffectées par la nature de la téte polaire; ave
les interactions les moins favorables rapportées ¢t membranes composées de phospholipides a
téte PE (Ohvo-Rekila et al. 2002).

Les diagrammes de phase des mélanges binaires halfipgtes/cholestérol ou
sphingomyeéline/cholestérol sont relativement siimeka En milieu modeéle, la cinétique de transfert d
cholestérol entre des vésicules lipidiques estdmaguplus affectée par la présence de sphingoneyélin
que de PC (Barenholz et Thompson 1999) suggéranplus grande affinité du cholestérol pour la
sphingomyéline que pour les phosphatidylcholineantyles chaines acyles relativement similaires.
Ces données sont consistantes avec les résultegausbpar des expériences de polarisation de
fluorescence et de FRET sur des mélanges lipiditeresires SM/cholestérol/POPC (1:1:1) révélant
une ségrégation latérale de phase a températurarsmbavec d’une part un domaine SM/cholestérol
et d'autre part un domaine POPC (de Almeida e2@03; Frazier et al. 2007). Il est possible que la

structure particuliere de ces lipides favorise leeraction avec le cholestérol : tout d'abord, le
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groupement B-hydroxyle du cholestérol positionné au niveau 'dderface lipide-eau peut former
une liaison hydrogéne avec le groupement carbodylggroupement amide de la sphingomyéline
(Sankaram et Thompson 1990) ; ensuite les chaingsesasaturées de la sphingomyéline favorisent
les interactions de van der Waals avec le coewid&plan et rigide du cholestérol (Epand et Epand
2004). De plus, Smaby et al. ont montré par desurael’aires moléculaires dans des monocouches
que le cholestérol condensait les chaines acyleseea de la SM autant que celles des PCs (Smaby et
al. 1994). Cependant la nature de cette interacgste controversée et certains auteurs ont proposé
que le mésappariement hydrophobe entre les camstitdipidiques de la membrane était une force
suffisante pour induire une co-ségrégation SM/diélel dans des membranes phospholipidiques

(Holopainen et al. 2004).

1.1.2.3 Propriétés physiques de la phase lo

Un effet corollaire de l'accroissement de I'ordresdchaines acyles par le cholestérol est
'augmentation de I'’épaisseur hydrophobe de la ntand telle celle observée lors du passage d'une
phase fluide a une phase gel. L’épaisseur moye'une ghase lo se situe entre celle de la phasetgel
de la phase fluide. Une estimation de I'épaissgdrdphobe du DMPC donne des valeurs de 21.4 A
en phase Id (35°C), 32.5 A en pha@€10°C) et 26.2 A en phase lo (35°C, 25 mol% ddesiérol)
(Sankaram et Thompson 1990). Des mesures de SANBngent ces observations et montrent une
légére différence d’épaisseur (~1.1 A) entre lesithes de DMPC contenant 20 mol% et 47 mol %
de cholestérol (Pencer et al. 2005).

Par la condensation des chaines acyles, le chalkdifinue I'aire de la section transversale des
phospholipides. Cette observation est facilemersensin évidence par des mesures d'isothermes de
compression sur des monocouches phospholipide&teodé ou SM/cholestérol (Weis 1985; Yuan et
Johnston 2002; Scheffer et al. 2005; Stottrup dleK006). Par conséquent les phases lo ont une
plus grande densité surfacique que les phasesdd &s qualifie de plus rigides (on emploie plus
couramment le terme de « packing »). Ceci a étéiésgrar une modélisation moléculaire dans un

mélange DMPC/cholestérol (3:1) (Rog et Pasenkie@iiezula 2001b). Greenwood et al. ont mesuré
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expérimentalement une diminution significative dekimes du DPPC, du DMPC et de la SM entre la
phase Id et la phase lo (Greenwood et al. 2006).

Les membranes enrichies en cholestérol se révgdantonségquent moins perméables aux solutés
et aux molécules d’eau elles-mémes. Erilov et iai.quantifié par une approche utilisant une sonde
paramagnétique, que le nombre de molécules @edni pénetrent le ceeur de la bicouche de DPPC
est deux fois moindre lorsqu’elle contient 50 mot#é cholestérol (Erilov et al. 2005). Cette
diminution est également vraie pour des liposonwsstituées de DMPC et contenant 30 mol% de
cholestérol (Milon et al. 1986). Subczynski etait utilisé des acides stéariques contenant urf moti
nitroxide (sonde paramagnétique) placés a difféeeprofondeurs dans la bicouche. lls ont ainsi
mesuré les taux de collision de la sonde avec émeaiit hydrosoluble afin de déterminer la
pénétration des molécules d’eau dans la bicoudbeont montré que le cholestérol induisait une
augmentation de I'hydrophobicité de la bicoucheetds tétes polaires et les carbones 7 a 9 des
chaines acyles. Cet effet est moindre sur les biwsi de phospholipides insaturés, naturellement
moins perméables a I'eau (Subczynski et al. 199hc8/nski et Kusumi 2003). L'utilisation de
sondes fluorescentes dérivées des 3-hydroxyflavomafime ses résultats (Klymchenko et al. 2004).

La diffusion latérale des lipides au sein de memésaen phase lo et de membranes en phase Id a
été mesurée par différentes approches et sembéndipte de la nature des mélanges utilisés et donc
de la force des interactions cholestérol/lipidesawien jeu. L'analyse de la diffusion de sondes
lipidiques fluorescentes (par des techniques deFFBAde FCS) dans des mélanges binaires avec des
phospholipides aux chaines acyles courtes ou isgtunontrent une tendance pour ces lipides a se
déplacer 3 a 8 fois plus lentement dans les pHaspse Id. A 'inverse, I'utilisation de phosphaiies
a haut Tm (par exemple le DSPC, le DPPC et la Shhtra que le coefficient de diffusion augmente
legérement a partir de 30 mol% de cholestérol, aweeffet moins prononcé pour les mélanges
cholestérol/sphingomyéline (Bacia et al. 2004; Gtigaet al. 2006; Kahya et Schwille 2006).

En résumé, comparée a une membrane en phase laggdedonnée, une membrane naturelle (par
exemple la membrane plasmique) en phase liquidenogkke serait enrichie en cholestérol,

phospholipides saturés et sphingomyéline et dons gpaisse, plus rigide (plus grande densité

24



surfacique des lipides), moins perméable & I'eawavetc une diffusion latérale des constituants

moyennement affectée (globalement Iégerement r@jent

1.2 Les protéines membranaires

Bien que les lipides aient principalement un ré@eglla structure de la membrane plasmique, ils
assurent quelques fonctions importantes de sigtialis (Eyster 2007). Cependant ce sont les
protéines qui assurent la quasi-totalité des fonstide la membrane plasmique. La nature des
protéines exprimées a la membrane dépend essemiglt du tissu auquel appartient la cellule et la
présence d'une protéine donnée en grande quantitéliue a la spécialisation de la membrane. Le
role des protéines membranaires est tres lardes wbnt transmettre vers l'intérieur de la cellids
informations sur le milieu extérieur (protéines gjgtrices, canaux...); elles vont participer a la
courbure ou a la stabilité de la membrane ; ell@st servir de point d'ancrage a des structures
extracellulaires ou intracellulaires, tout celatcdant a la dynamique fonctionnelle des membranes

Les protéines membranaires sont transcrites daneylau puis traduites au niveau du réticulum
endoplasmique granuleux (REG) et sont directenreséirées dans sa membrane ou liées a un lipide
dans le lumen ou une disulfide isomérase catalgsgdation des groupes -SH libres portés par les
cystéines pour former des ponts disulfures. Lagtuges protéines sont alors glycosylées au niveau
de l'amine d'une asparagine par une oligosacchayisférase. Ces modifications sont utilisées
comme un moyen de vérification du bon repliemerst gimtéines afin qu’elles soient exportées dans
des vésicules adressées versideGolgi. D'autres maturations des protéines ontsdiet, notamment
des modifications des glycosylations aboutissatgsaoligosaccharides composés de mannoses, de N-
aceétylglucosamines et dans certains cas d’acidéguss (chargés négativement). Les protéines sont
ensuite adressées a la membrane plasmique pagsieslgs du trans-Golgi contenant également des
lipides néo-synthétisés, permettant un renouveklme celle-ci.

On peut distinguer deux classes de protéines mewioea selon un critére d'extraction. D’une part
les protéines intrinséques (ou intégrales) qui swulubles dans les solvants aqueux et qu’on e pe

extraire que si I'on déstabilise suffisamment lambeane avec des détergents. D’autre part les
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Figure 1. 6. Modification des protéines membranaires par des liaisons covalentes a des lipides. La partie acide aminé
est en rouge. (a) N-myristoylglycine (C14), (b) S-palmitoylcystéine, (c) S-farnésylcystéine et (d) S-
géranylgéranylcystéine.

protéines extrinséques (ou périphériques), exbiastipar des solutions tamponnées acide ou basique
si la force ionique est suffisamment élevée.

Les protéines extrinseques ne pénetrent pas damertdrane plasmique et peuvent étre associées
aux lipides de I'un des deux feuillets par destais faibles (force électrostatique, liaison hyéra).
L’amphiphysine par exemple, une protéine assurarfbsction sous forme de dimére, s’associe aux
lipides du feuillet interne chargés négativemeatwi domaine en héliaeriche en lysine et arginine,
des acides aminés chargés, afin d'induire une coerrte la membrane (McMahon et Gallop 2005).

Parmi les protéines intrinséques, certaines séas lde maniére covalente a des lipides, telles les
protéines a ancre GPI : ces protéines sont liémgra@xtrémité C-terminale a un glycérophosphobpid
(ayant un PI comme téte polaire) par un enchainemenquatre sucres, d’'un phosphate et de
I'éthanolamine. Un certain nombre de protéines sagdlement liées a un lipide par une liaison

covalente sur un acide aminé (fig. 1.6). Parmi eeslifications post-traductionnelles, on trouve
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principalement des branchements par une liaisodeasur une glycine (cas du groupement myristoyl,
un acide gras de 14 atomes de carbone) ou pariaisenl thio-ether sur une cystéine (cas du
groupement palmitoyl (C16) et des groupements &opr. farnésyl et géranylgéranyl). Tous ces
groupements lipidiques permettent un ancrage dprdééine au niveau du feuillet interne de la
membrane plasmique. Contrairement a la prénylagtola myristoylation qui sont irréversibles, la
palmitoylation est un  processus dynamique qui igudi des cycles de
palmitoylation/dépalmitoylation régulés par cer&gmprotéines et permettant ainsi a la protéine cibl
d’adopter alternativement une forme soluble ou éida membrane pour assurer sa fonction. C'est le
cas de la protéine Ras qui est a la fois farnésydte palmitoylée: des cycles de
palmitoylation/dépalmitoylation lui permettent dasger d’'un ancrage a la membrane plasmique
(palmitoylée) a un ancrage dans I'appareil de G@gpalmitoylée) via le cytosol (Rocks et al. 2005)

Les protéines intrinséques les plus répandues temitprotéines transmembranaires dont
I'enchainement des acides aminés forme des feubigta qui s’auto-organisent en tonneau (dit béta)
ainsi que les protéines dont un ou plusieurs setgmigaversent la membrane. Ces derniers sont
constitués d’'une vingtaine d'acides aminés hydropsdlsoleucine, Valine, Leucine) organisés en
hélices alpha. Cette classe de protéines transra@aibes a de nombreux représentants : tout d’abord
les récepteurs comportant une activité enzymatigpseciée, activable par la liaison du ligand. Cette
activité enzymatique, de type tyrosine-phosphogylaserine/thréonine-phosphorylase ou encore
guanylyl cyclase, peut étre intrinseque ou bieral@ment associée a la protéine réceptrice. Les
récepteurs de l'insuline, du facteur de croissaesdibroblastes (EGF) et du facteur de croissdase
neurones (NGF) en font partie (Alberts et al. 2002)

Enfin, cette classe de protéines comprend des t&asptransduisant le signal par l'intermédiaire
de partenaires protéiques hétéro-trimériques, leipes G, et dont I'activation par la liaisonrd’u
agoniste va entrainer la modulation de l'activééiférents effecteurs protéiques secondairesesauv
associés a la membranef.(chapitre 1.1.3.1). Parmi ces effecteurs secorslaire retrouve des
enzymes (adénylyl cyclase, GMPc phosphodiestédesephospholipases...), des canaux (calcique ou

potassique) ou encore des échangeurs ioniques.

27



1.2.1 Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG)

Les RCPGs sont des protéines monomériques transraeaites de quelques centaines d'acides
aminés (300 a 1200 résidus environ) dont la caiatithie majeure est leur organisation en sept
régions hydrophobes en héliae(fig. 1.7) traversant la membrane plasmique. istexenviron 1500
représentants de cette famille chez les vertélBéskéert et Pin 1999). De nombreuses données
biochimiques et immunologiques permettent de peédes caractére transmembranaire des domaines
hydrophobes et d'assigner une orientation a l&ip®t I'extrémité amino-terminale est extraceifela
alors que l'extrémité carboxy-terminale est adlietur de la cellule (Spiegel 1996). La longuews de
extrémités amino et carboxy-terminales, de méme qeke de certaines boucles extra et
intracellulaires, varie d’'un récepteur a l'autre. hombre et la localisation des sites de glycogylat
au niveau extracellulaire sont également varialfkesmi la super famille des RCPGs, 90 % sont
proches structurellement de la rhodopsine. La rpside est a I'heure actuelle un des seuls RCPGs
dont on connaisse la structure 3D, établie au milies années 90, avec le réceppiadrénergique
(Rosenbaum et al. 2007). Aujourd’hui on disposeldenées structurales fines (résolution de 2.8 A)

obtenues a partir de mesures de diffraction deznsa)X de cristaux de rhodopsine bovine (Palczewski

Figure 1. 7. Représentation schématique de la membrane plasmique avec un récepteur a 7 segments transmembranaires,
les trois sous-unités d’une protéine G et un effecteur secondaire.
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et al. 2000). Les régions extracellulaires corragigat aux trois boucles inter-hélices (dont deux so
liées par un pont di-sulfure entre deux cystéiees) la partie amino-terminale qui est glycosylée.
partie transmembranaire correspond bien entendwsepix hélicesx, n’ayant pas nécessairement la
méme épaisseur hydrophobe. Au niveau cytoplasndqueouve trois boucles inter-hélices et la partie
carboxy-terminale pouvant porter des palmitoylaipermettant un ancrage dans le feuillet interne de
la membrane plasmique.

A partir d'une méme structure de base a sept demaimansmembranaires, les RCPGs sont
capables d'étre liés par des molécules de natsdlifférente. En effet, ces récepteurs reconndisse
des ligands aussi structurellement différents ges idns (C&, Na'...), des amines (adrénaline,
dopamine...), des acides aminés (acide glutamique$, mucléotides (adénosine, ATP...), des
polypeptides (chimiokines), des glycoprotéines, ohegécules odorantes et gustatives, et enfin des
photons.

La protéine G est hétérotrimérique et chaque ppltjge provient de génes distincts. La sous-unité
o (~34 kDa) lie le GTP avec une grande affinitépgicificité. Les sous-unit§s (~40 kDa) ety (~7
kDa) sont étroitement associées mais pas de maoidadente. La protéine G est liee au feuillet
interne de la membrane plasmique grace a des mafitifins lipidiques post-traductionnelles : un
groupement prényl est greffé au niveau carboxyiteahtle la sous-unit¢ et il y a une palmitoylation
(parfois une myristoylation) au niveau amino-teratinde la sous-unité. Il existe de nombreuses
isoformes des sous-unités de la protéine G, peaintetine interaction plus ou moins spécifique avec
les différents RCPGs et effecteurs secondaires.

Cet ensemble de récepteurs est a l'origine degldation de hombreuses fonctions physiologiques
bien que leur seule véritable fonction connue Isoiatalyse de la séparation du GDP de la soug-unit
o de la protéine G au profit de la liaison du GTRlaCest provoqué par la liaison d’un agoniste au
récepteur : le site de liaison de la plupart desPB€ est situé dans la cavité transmembranaire
(délimitée par les hélices) mais pour certains le site est externe a la manabet le ligand se fixe
aux boucles extra-cellulaires. Ainsi le réceptausubir un changement de conformation (mouvement

d’une boucle, déplacement d’'une hélice transmenalr@n.) et interagir avec la protéine G au niveau
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cytoplasmique (Bockaert et Pin 1999). On peut citar exemple le déplacement des domaines
transmembranaires Il et IV du récept@2-adrénergique lors de la liaison d’agonistes (Geét al.
1997). La figure 1.7 schématise les principaux wstele cet ensemble fonctionnel dans un état dit
"basal" (c'est a dire sans liaison d’'un agonidst&hteraction du RCPG avec la protéine G induit
I’échange du GDP en GTP et provoque la séparagsrsdus-unités etf/y. La sous-unité va alors
activer ou inhiber un troisieme partenaire protéiqlieffecteur secondaire. Une protéine spécifique
(GEF) permet I'échange du GTP par un GDP au nidesla sous-unité et régénére ainsi la protéine
G. Les effecteurs secondaires sont des protéiassliverses (enzymes, canaux...) et dans la majorité
des expérimentations actuelles, ils sont utilisgmroe rapporteur de I'activité d’'un type de RCPG
donné ¢f. chapitre 1.2).

Ces mécanismes membranaires sont le point de dd&partnombre incroyable de voies de
signalisations cellulaires. L’étape a laquelle je snis intéressé est l'initiation de ces voieg\®s le
déclenchement de la signalisation cellulaire pafidation d’'un agoniste au niveau de la partie

extracellulaire d’'un RCPG.

1.3 Les interactions lipide-protéine

Les interactions lipides-protéines de la membrdasngique jouent un réle clé dans la réalisation
de ses fonctions puisque la composition lipidigadadmembrane autour d’une protéine doit étre telle
gu’elle supporte au mieux le fonctionnement optinkalcette protéine. En effet les lipides peuvent
s'assimiler & un solvant en deux dimensions posipl®téines membranaires et on les distingue en
trois populations : les lipides qui entourent latpime (lipides annulaires), ceux qui sont génémate
entre des hélices intra- ou inter-protéique (lipides non-annulairesreux qui composent le reste de
la membrane. Les interactions des phospholipides s protéines se font a différents niveaux. Les
données de modélisation moléculaire montrent caielaines acyles peuvent avoir des interactions de
type van der Waals avec certains acides aminésieet’oxygéne non estérifié du phosphate peut

engager une liaison hydrogéne avec le groupemenbatierminale (Damodaran et al. 1995). D’autre
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part, la nature de la téte polaire des phospheagpalune influence sur son taux d’hydratation etdo
son interaction avec la protéine. Par exemple {&s $ont davantage hydratées que les PEs, et ces
derniers procurent un environnement beaucoup @usrdéble a I'activation de la rhodopsine (Lee
2004). Cette protéine serait également en intenaciirecte avec les molécules de cholestérol (Alber

et al. 1996).

1.3.1 Le mésappariement hydrophobe

Les propriétés physiques de

lipides, qui définissent I'état de

\%\f\:@

phase ou encore [I'épaissel

o4

hydrophobe de la membrane, so

un facteur influencant l'activité de: g

protéines transmembranaire: O

Reciproquement, la - conformatio Figure 1.8. Modele du mésappariement hydrophobe. a) illustration de

I'ajustement de I'épaisseur hydrophobe de la bicouche (d.), via la longueur

d’'une protéine peut dans certains ¢ des chaines acyles, a I'épaisseur hydrophobe de la protéine (de). L
représente |'effet a longue distance du ré-appariement hydrophobe. b)
e L, . représentation des volumes occupés par les lipides dans chacun des cas.
modifier les propriétés physique

des lipides. Par exemple pour des forts rappodepres/lipides, la rhodopsine et la bacterioopsine
sont connues pour modifier la courbure (BotelhaleR006) et la rigidité (Dumas et al. 1999) de la
membrane. En effet, I'épaisseur hydrophobe dedaugihe lipidique est censée s’ajuster a I'épaisseur
hydrophobe de la protéine afin de minimiser I'exppos des acides aminés hydrophobes de la
protéine au milieu aqueux. Ainsi, la différencereritépaisseur hydrophobe de la bicouche lipidique
et I'épaisseur hydrophobe de la protéine, appelésappariement hydrophobe, devrait induire une
distorsion de la bicouche ou de la protéine, vaies deux. Etant donnée la relative rigidité des
protéines vis-a-vis des lipides (Zaccai 2000),nexleles de mésappariement hydrophobe supposent
que les chaines acyles des lipides au voisinada geotéine ajustent leur longueur en fonction de
I'épaisseur hydrophobe de la protéine (fig. 1.8néva et al. ont mesuré la différence de tempéeatu

de transition de phase gel-fluide entre des bicesidomposées de PCs (de diC12:0 a diC18:0) et des
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bicouches en présence de bactériorhodopsine (Rikebwal. 1993). Les auteurs montrent que les
écarts mesurés refletent un mésappariement hydoepbistre la membrane et la protéine, concluant
que cette derniere a une épaisseur hydrophobegohe membrane de DPPC en phase fluide. De
plus ils évaluent a 1.5 nm la distance latéralelayuelle la protéine arrive a contraindre la btwa
(fig. 1.8, parametre L).

Beaucoup de profils d’activité protéique en fonetabe I'épaisseur membranaire sont similaires,
avec la plus haute activité pour des environnemgitiques en C18, correspondant a la plupart des
membranes biologiques (Lee 2004). Cela montre @gepkotéines ont besoin d’'une épaisseur
hydrophobe optimale pour assurer pleinement lenction. Le mésappariement hydrophobe lipides-
protéine correspond a un systéme hors équilibréesuforces hydrophobes tendent a induire un
changement dans le comportement de la protéine da bicouche lipidique pour ramener le systeme
dans un état énergétique moindre. Les mécanisnsssbjes pour les protéines, par exemple dans le
cas d’'un mésappariement positif (épaisseur deoliggipe > épaisseur de la bicouche) sont I'ajustémen
de I'épaisseur de la protéine ou, le cas échéajustement de I'orientation des hélicepar rapport a
la normale de la bicouche jusqu’a correspondrégaisseur hydrophobe de cette bicouche, ou encore
I'oligomérisation des protéines pour limiter I'exgition de leurs parties hydrophobes (Killian 1998;
Planque et Killian 2003).

En ce qui concerne les lipides, les adaptationsl’'@saisseur de la bicouche passent par
I'ajustement de la longueur des chaines acylese: augmentation d’épaisseur hydrophobe étant
corrélée a I'accroissement de I'ordre des chaiogkes et réciproquement. Nezil et al. ont inséré un
peptide structuré en héliae rigide de longueur connue, dans des membraneORECRt mesuré
certains parametres en RMN 2H. En phase fluidpalsseur hydrophobe du peptide est supérieure a
celle de la bicouche de POPC, ce qui contraintdauche a augmenter son épaisseur hydrophobe. Le
mésappariement hydrophobe est compensé en augtndittatie (et donc I'épaisseur) de la
membrane par I'ajout de 30 mol% de cholestérol {Nez Bloom 1992). Un autre exemple de
limportance de I'état ordonné des lipides surdaformation de la protéine concerne |&'@&TPase.
Cette protéine de la membrane plasmique d’érytlieocy été reconstituée dans différents

environnements lipidiques et son activité maxinslété mesurée dans les membranes de DPPC en
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phase gel, ainsi que dans des membranes issuestdllic (ou les lipides sont ordonnés). L'actévit
la plus faible est mesurée dans les membranes RCRMD phase fluide, montrant I'influence de
I'épaisseur et de I'ordre des lipides de la membisur la fonction de la protéine (Tang et al. 2006)

Plusieurs travaux montrent que des protéines ceséx protéines G modifient leur épaisseur
hydrophobe lors de la liaison d’'un agoniste posueer leur fonction. La résonance plasmonique de
surface (SPR) est un moyen utilisé pour mesurerveemtions d'épaisseur dans des systemes
membranaires modeles. Son principe est le suivantinterface entre deux milieux d'indice de
réfraction différent (le verre et I'eau) on envorefaisceau de lumiére monochromatique et poladsée
un angle de réflexion interne totale. Dans ces itomd une composante électromagnétique de la
lumiére, appelée onde évanescente, pénétre leundliedice de réfraction inférieur sur une courte
distance. L'interposition d'un film d'argent attirface des deux milieux engendre une résonanoe ent
les électrons délocalisés de la couche périphédguéargent et I'onde évanescente, conduisanta un
perte d'énergie lumineuse dans le faisceau réfi@éfiectance) et ceci dans un angle précis appelé
angle de résonance. Cet angle de résonance dépepidsieurs parametres et notamment de l'indice
de réfraction du milieu (I'échantillon) dans lequeinde évanescente se propage. Dans le cas de
bicouches supportées contenant des protéines|ysenaes variations de l'angle de résonance en
fonction de la réflectance donne des informatiamd’épaisseur du systeme.

Salamon et al. ont ainsi observé que la rhodopsemnstituée dans une membrane d’egg-PC,
augmentait son épaisseur de 6 A lors de son activatr les photons (Salamon et al. 1996). lis ont
trouvé des résultats similaires avec le récep®euwpioide humain (hDOR) reconstitué dans des
membranes egg-PC/DOPG (3:1) lors de la liaisonatiesges, telle la Deltorphine Il (Salamon et al.
2000). Dans une membrane constituée de POPC/SM l{activation de hDOR, sous l'effet d'un
mésappariement hydrophobe, fait qu’il se localiséfgpentiellement dans des zones riches en
sphingomyéline (plus épaisses), augmentant ain§0dfois la liaison du récepteur a la protéine G
(Alves et al. 2005). Cette nouvelle localisationl@@rotéine activée peut étre la conséquence abe de
processus : soit une relocalisation de la proté&pé,un tri moléculaire des lipides qui entourknt
protéine. Compte tenu des vitesses de diffusionligekes par rapport aux protéines (en moyenne

1000 fois plus rapide), le deuxieme processusegdil probable.
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Ainsi la dynamique d’interaction entre les prot&iret leur environnement lipidique fait partie
intégrante de la réalisation de leur fonction aim skies membranes et le sondage des propriétés de

phase de la membrane lipidique peut nous renseggmdiactivation d’'un type de récepteur donné.

1.4 Organisation fonctionnelle

Aujourd’hui, devant la difficulté de la détermirati structurale des constituants membranaires et
de leur dynamique conformationnelle, rotationnede translationnelle, une vision intégrée des
fonctions qui leur sont associées est incontouendlds nouvelles approches mettent constamment en
relation les parameétres expérimentaux (structuyeamhique, interactions...) afin d’avoir une vue
intégrée de la membrane et de déterminer les fomctiologiques correspondantes. Désormais, I'un
des enjeux majeurs en membranologie est la compsiédme des meécanismes dynamiques qui
engendrent, ou qui découlent, de la réalisationfatections biologiques membranaires. Et si
I'nétérogénéité de distribution latérale et tramsake des constituants de la membrane plasmique et
I'organisation en domaines fonctionnels ne fonbarg’hui aucun doute, c’est la nature, le roleaet |

genése de ces domaines qu'il reste a élucider.

1.4.1 Organisation fonctionnelle transversale

La membrane présente une grande asymeétrie traalyeltse aux mouvements spontanés ou
assistés des lipides d'un feuillet a l'autre (slanations, ou encore appelés « Flip-Flop »), &t au
fusions membranaires générées par les processxscyieses et d’endocytoses qui font fluctuer en
permanence la composition lipidiqgue de la membraas.mouvements assistés de lipides mettent en
jeu des protéines spécifiques de certains GPL, eore® ATP-ases de type P (translocases) qui
transloquent les aminophospholipides (PS et PE) ledieuillet interne, ou non spécifiques comme les
scramblases (lkeda et al. 2006). Dans certains ¢gflalaire, comme les plaquettes, la cellule est
amenée a exposer des glycéro-PS a sa surface'’iaftiedla coagulation sanguine. Une déficience

BN

dans la régulation ou le fonctionnement des scraselsl concernées aboutie a des troubles
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hémorragiques, appelés syndrome de Scott (Bevails ¥299). D’autre part les glycéro-PC et la SM,
qui représentent autour de 50 mol% des phosphebpidembranaires et ont une charge globale
neutre, sont principalement localisées dans ldiét@ixterne (extracellulaire) alors que les glgeBiS

et glycéro-PI, dont la charge globale des téteaifgd est négative, et les glycéro-PE (neutres) son
localisés au niveau du feuillet interne (cytoplagmai). Par conséquent le feuillet interne porte les
charges négatives et le feuillet externe les gnmgmgs neutres, ce qui contribue au fait, avec la
différence de concentration ionique de part ettcBagde la membrane, que la membrane a un potentiel
électrique non nul, estimé a*10Bm™* (Yeung et al. 2006).

Le glycéro-PI est uniguement présent au niveatedillét interne, permettant a certaines protéines
contenant des résidus basiques d’adhérer a la rmemipar des interactions électrostatiques. C'est le
cas des protéines MARCKS et GAP43 qui possédeméddaes deux un domaine riche en lysine en
plus de palmitoylations (McLaughlin et Murray 2008)e type d’interaction est réversible puisqu'il
est dépendant du taux de calcium intracellulaimilg calcique) hautement régulé par la cellule. On
retrouve ce phénoméne dans l'interaction de certRGPGs, via leur boucle intracellulaire, avec le
feuillet interne.

Le cholestérol est sujet & des mouvements de Hdlip» trés rapides d'un feuillet a I'autre
(ty2 ~1s) (Steck et al. 2002). Ainsi, il semble présgans les mémes proportions dans les deux
feuillets dans la plupart des types cellulaires ikd2003) mais est plus fortement associé (complexé
aux phospholipides, notamment avec la sphingomgétians le feuillet externe (Lange et al. 2007). Il
a été proposé pour cette derniere, lorsqu’elle aotapune chaine acyle en C24, une interdigitation
avec le feuillet interne (Barenholz et Thompson29®@es acétylations et prénylations portées par
certaines protéines, comme les protéines G, sahigxement présentes au niveau du feuillet interne

Les protéines a ancre GPI, impliquées dans de reurbprocessus de reconnaissance inter-
cellulaire, sont uniguement présentes sur le fdudkterne. Elles jouent cependant un réle dans la
signalisation, telle la protéine Thy-1, bien quanl’n’ait pas encore clairement identifié la facamtd
elles transduisent le signal vers le feuillet ineefRege et Hagood 2006). L’ancre GPI et la pretéin
sont probablement en interaction avec une cingirentie phospholipides du feuillet externe (Sharom

et Lehto 2002). Ces ancres GPI peuvent étre clig@sdes phospholipases C ou D endogenes
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spécifiques pour réguler I'expression de ces pnegiet par des PLC libérées par des bactéries pour
infecter une cellule eucaryote.

Les glycolipides sont exclusivement localisés darfsuillet extracellulaire de la membrane. Cette
asymeétrie de distribution trouve son origine damsumen de I'appareil de Golgi, ou lipides et
protéines sont glycosylés. Tous les sucres (partdeicharges négatives) sont exposés a la suigace d
la membrane plasmique (milieu extracellulaire) lsgduent des réles importants dans les interastion
de la cellule avec son environnement et protegentre les agressions mécanigues, chimiques et
enzymatiques. Néanmoins ils peuvent étre un poetretonnaissance de certains organismes
pathogenes.

Une des conséquences de cette asymétrie de r@painsversale des especes lipidiques est que
les chaines acyles portées par les lipides membeansont principalement présentes sous forme
saturées au niveau du feuillet externe, et insat(m@joritairement des doubles liaisais entre les
carbones 9 et 10 et des groupements isoprénylivaawndu feuillet interne, conférant une dissyneétri
physico-chimique a la membrane plasmique. Paraiiéh, des études menées grace a des sondes
lipidiques ESR ou fluorescentes ont révélé queldlét interne est plus fluide que le feuillet exte

(Devaux et Morris 2004).

1.4.2 Organisation fonctionnelle latérale

On concoit facilement que pour une composition éend'un grand nombre de molécules dans le
plan de la membrane plasmique, il existe une itdide distributions latérales possibles résultast d
mouvements de ces molécules sous l'influence d@dthon thermique. Cela correspond virtuellement
a une infinité de fonctions biologiques possiblid®sa considére les propriétés physiques globales
locales particulieres de chaque distribution dhaleque les motifs générés soient autant de cithes
reconnaissance différentes. Par exemple, une tnog &grégation latérale du ganglioside GM1 a la
surface membranaire empéche la fixation de la &#gin choléra, une protéine qui reconnait GM1 et
induit l'activation de la protéine & indépendamment de la voie des RCPGs (Shi et @7)20

Cependant les mouvements (on parlera de diffusyojvniens ne peuvent expliquer une telle
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hétérogénéité de distribution latérale des corsitti de la membrane plasmique des cellules
eucaryotes. Le recrutement des constituants memipeamécessaire a la formation des domaines est
possible car les protéines et les lipides diffus#ans le plan de la membrane. Ces diffusions sont
caractérisées expérimentalement par le coeffiderdiffusion D (um&™). On sait aujourd’hui que la
formation des domaines est la résultante de dipersessus dynamiques spécifiques (interactions
moléculaires, forces hydrophobes...) et non spéaBqitempérature, activités protéiques...). La
membrane plasmique est ainsi organisée en domdemesmpositions, de tailles et de durées de vie
tres variables (ce qui rend leur identificatiorfidife) en adéquation avec la fonction biologiqueilg
assurent (Mukherjee et Maxfield 2004). On a d'aile identifié aujourd’hui de nombreux cas
particuliers d’organisations bien définies templeraknt et spatialement.

Parmi ceux-ci citons les jonctions communicantes domaines composés de regroupement de
pores, eux-mémes formés de six connexines (praleipermettant I'échange de solutés entre les
cellules. Les jonctions inter-cellulaires serréempartimentent la membrane plasmique des cellules
épithéliales en un domaine apical et un domaineo-lzéral. Enfin, la partie antérieure du
spermatozoide (acrosome) arbore deux macrodomdisiiscts de composition différente au niveau
de la membrane plasmique (Martinez et Morros 1986% exemples de compartimentation de la
membrane sont nombreux.

En ce qui concerne les micro-domaines, les prosed®mndocytose et d’exocytose sont sources
d’initiation de la formation de domaines lipidiques protéiques suffisamment stables pour pouvoir
étre observés en microscopie électronique, c’estde des cavéoles. Il s’agit d'invaginations
membranaires de trés petite taille (50 nm de diggheétcouvertes sur leur face cytoplasmique par un
manteau spiralé formé par la « polymérisation fadmvéoline. Cette protéine est capable de s&nsér
profondément dans la membrane et d'y stabilisemdesodomaines riches en cholestérol. L'existence
des caveéoles a été initialement observée danselases endothéliales mais on les trouve dans
presque toutes les cellules. La purification degckes, couplée a I'immunocytochimie, a montré
gu’elles sont enrichies en cholestérol, en glyédép (telle que la sphingomyéline) et en protéines
ancrées a la membrane par une ancre GPI. Le ohimksst nécessaire a la formation des cavéoles.

En effet, leur fonction est inhibée par la déplétie la membrane en cholestérol (Hooper 1999). Le
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réle des cavéoles dans I'endocytose reste incer@me s'il semble qu’elles soient impliquées dans

l'internalisation de certains récepteurs apres lactivation. Une autre source de formation de

domaines est la voie d'internalisation de certaidtepteurs membranaires, tels les RCPGs, par les
puits de clathrine. Ces vésicules d’endocytose {~tih) se forment au niveau de zones de la
membrane plasmique enrichies en phosphoinositigdas,la polymérisation des clathrines et de

complexes AP-2 (Rappoport et al. 2004).

Comme on I'a vu au chapitre 1.1.1, la géométrie @B4.s est fonction des volumes respectifs
occupés par la partie hydrophile et la partie hgtabe. Par conséquent, une localisation latérale
particuliere de certains lipides peut induire onfoecer la courbure de la membrane. Par exemple les
acides lysophosphatidique et phosphatidiqgue ont giemétrie conique opposée et sont inter-
convertis par la lysophosphatidic acid acyl trarefé et la phospholipase.APar conséquent cela
induit un changement de courbure d’'une région aedmbrane (McMahon et Gallop 2005).

Les approches biophysiques les plus courammeigégs pour la mesure de la diffusion latérale
des constituants de la membrane plasmique de esMiNantes (Marguet et al. 2006) sont le retour de
fluorescence apres photoblanchiment (FRAP) (Axeletd al. 1976; Lopez et al. 1988), la
spectroscopie de corrélation de fluorescence (KS&8)wille 2001) et le suivi de particule unique
(SPT) (Lee et al. 1991; Saxton et Jacobson 19999.deux premiéres techniques font appel a un
marquage de la molécule d’'intérét par un fluoropH@ de maniere covalente ou non et le SPT par
une particule d’'or colloidale fonctionnalisée. Geshniques permettent, entre autre, de mesurer des
coefficients de diffusion latérale dans des échalle temps et de taille qui leurs sont propressan
membrane plasmique, pour les composés ayant urfasidii dite «libre », les lipides ont
généralement un coefficient de diffusion latéradd’drdre de 0.1 pn®" et les protéines diffusent en
moyenne dix fois plus lentement. Pour ces dernideesliffusion serait fonction du rayon de leur
partie transmembranaire (Gambin et al. 2006). Bi@ntoutes sortes d’interactions vont influencer le
comportement diffusionnel d'une molécule. Par exempl'état de phosphorylation des
phosphoinositides (c'est-a-dire la quantité de gements phosphate liés a linositol) influe sur la
vitesse de diffusion de ces lipides, comme cel& an@ntré dans les cellules CHO ou HEK (Cho et al.

2006). Pour les phospholipides saturés, la longdesrchaines acyles est un facteur influengant la
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diffusion latérale : plus ces chaines sont longigsus la diffusion du lipide est importante (\&zl.
1985). Le développement d’algorithmes élaborésaliae des données expérimentales obtenues en
SPT (Saxton 1993; Simson et al. 1995; Meilhac .€2@06) d’'une part, et 'apparition de la technique
du FRAP a rayon variable (FRAPrv) (Salomé et a@8)%nt permis de mettre en évidence I'existence
de microdomaines membranaires, de tailles inféRuau pouvoir de résolution spatiale des
microscopes optiques (classiquement 250-300 nm)niaa et al. ont montré dans des fibroblastes que
90 % des trajectoires du récepteur p opioide hunfaMOR), un RCPG, contenaient des
confinements dans des domaines d’environ 150 nrdig®étre, eux méme sujets a une diffusion
latérale (Daumas et al. 2003). Ces résultats a@ntreitouvés par FRAPrv avec la protéine hMOR
fusionnée a la Green Fluorescence Protein (GFRY, dgs tailles de domaines mesurées supérieures
(~700 nm), suggérant que cette classe de protginasait diffuser & longue distance tout en
rencontrant des zones de confinement, méme lotacqeedlule est a I'état basal (Sauliere et al. 2006
D'autres travaux de SPT suggérent que les domaoteservés sont la conséquence de la
compartimentation de la membrane plasmique parétisents liés au cytosquelette (Tomishige et

Kusumi 1999; Kusumi et al. 2005).

1.4.3 Les membranes résistantes aux détergents (DRt les rafts

Si les causes de la genése des domaines restemimés, la composition de certains d’entre eux
commence a émerger. En effet le couplage des dmwode dynamique membranaire avec des
techniques biochimiques a permis de corréler lagmée des confinements (de diverses protéines et
lipides) avec la composition lipidique de la menmerales techniques utilisées sont principalement
axées sur la modification de la teneur en cholekgiren sphingolipides de la membrane. Ainsi, la
protéine Thy-1 et le ganglioside GM1 présententaedginements dans des nanodomaines (mesurés
en SPT sur des fibroblastes) dont la nature (tailldurée de vie) est dépendante de la quantité de
cholestérol ou de sphingomyéline dans la membr@eéta suggere une ségrégation latérale de ces
constituants en « clusterim vivo (Sheets et al. 1997; Dietrich et al. 2002). Desures de FCS sur

des cellules transfectées par une protéine GFP-Ghlplées a la déplétion membranaire en
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cholestérol par des cyclodextrined. (chapitre 3.1.3) ont abouti a la méme conclusiooh@et al.
2006). Ces observations sont consistantes avedt lgule les lipides jouent un réle dans ces pracess

Des approches purement biochimiques ont révélél'qtiksation de détergents sous certaines
conditions permettait de solubiliser de maniéerefédintielle des domaines membranaires aux
propriétés physiques spécifiques. Les détergerdgtaliisent les membranes lipidiques pour former
avec plus ou moins d'efficacité des micelles auteom hétérogéne, qu'’il est possible de séparer en
différentes fractions par ultracentrifugation dams gradient de densité (utilisation du sucrose).
Certaines fractions correspondent a des partiemelmbranes peu solubilisées car contenant des
lipides en forte interaction les uns les autrels teux composant les phases lo. De part leur fort
rapport lipides/protéines, ces dernieres ont unssitie plus faible que les autres fractions et sont
appelées DRM (Detergent Resistant Membranes). @saréthodes le plus souvent employée pour
obtenir des DRMs fait appel a une solubilisatios deembranes cellulaires a 4°C avec du Triton X-
100, un détergent non ionique. Brown et Rose omsianontré que la phosphatase alcaline, une
protéine & ancre GPI, était ségrégé avec des G&BEphingomyéline et le cholestérol au niveau de la
membrane apicale de cellules épithéliales (BrowRade 1992). Depuis, d'autres études ont révélé
que les fractions DRMs contenaient trés souventcdagposeés spécifiques, qu’on appelle désormais
des marqueurs DRMs, tels que les protéines CawéolinFlotilline et bien sur les lipides de type lo
le cholestérol, des gangliosides saturés et langphiyéline (Rietveld et Simons 1998; Salzer et
Prohaska 2001). Ces résultats ont apporté un argusepplémentaire sur le fait que la membrane
plasmique est certainement compartimentée en desaie compositions lipidique et protéique
différentes.

Cependant, ces traitements biochimiques souléegmobléme de la spécificité du détergent vis-a-
vis de l'état de phase des lipides de la membrdasmique. En effet I'action du détergent est
dépendante de la force des interactions entrépiees et de la géométrie de ceux-ci pour la foiomat
des micelles (London et Brown 2000). Des fractiDfdM sont observées quand on utilise du Triton
X-100 a 4°C mais cela n’est pas vrai a 37°C, celajase penser que les lipides sont plus fortement
associés a basse température. De plus, certaingSings supposées appartenir & des domaines

membranaires riches en cholestérol par d’autrdmigaes, ne sont pas toujours retrouvées dans les
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DRMs (Chamberlain 2004), d’ou I'importance de npliér les approches, y compris au niveau du
protocole d’extraction des DRMs. Ainsi diverses moéles d'extraction des DRMs ont été
développées sans I'utilisation de détergent, dartse basant sur un tampon isotonique contenant du
calcium (Macdonald et Pike 2005). La comparaisdmneeles méthodes avec et sans détergent a été
menée par I'équipe de Chattopadhyay pour le rége@tda sérotonine 5-HI, un RCPG, dans des
cellules CHO et des cellules de I'hippocampe bdpartie du lobe temporal du cerveau). Dans les
deux cas ils ont obtenu des DRMs enrichis en ctilgls en sphingomyéline et en sérotonine 5HT
dans les mémes proportions (Kalipatnapu et Chaltomey 2007). D’autres travaux utilisant une
approche sans détergent sur des cellules CHO wvélérdue le récepteur opioide humain (hKOR)
était localisé dans les DRMs avec les marqueulassiques » de ces fractions, tels que le chotdstér
la Flotilline-2 et la Cavéoline-1. La déplétion @mlestérol de la membrane plasmique de ces cellule
par des NBCD (classe de cyclodextrines particuli&ce,chapitre 3.1.3) induit une relocalisation de la
protéine hKOR dans des fractions de plus grandsitdefnon DRMSs). Cet effet est réversible par une
re-complémentation des membranes en cholestérole(Xal. 2006). Il devient alors intéressant de
savoir si I'état d'activation d’'un récepteur dorméine influence sur sa localisation dans les DRMs ;
autrement dit, est-ce qu’un récepteur qui réalsdosiction (lors de la fixation d'un agoniste) se
trouve dans le méme environnement lipidique quaéene récepteur a I'état basal ? Parmi les travaux
qui traitent cette question, citons le cas du réme aux opioides murin (MDOR), un RCPG : un
traitement au Triton X-100 de cellules NG108-15hftiges de neuroblastomes de souris x gliomes de
rat) exprimant mDOR montre que 70 % de ces réceptEant localisés dans les fractions DRMs a
I'état basal, alors qu'il n’y en a plus que 54 %émspun traitement de 30 minutes avec trois agmiste
différents. Cependant, comme le propose les ayteassrésultats peuvent étre la conséquence de
linternalisation des récepteurs suite a leur attbn (Huang et al. 2007). Enfin ces auteurs ont
rapporté dans les cellules CHO, une co-localisadiera protéine ¢ avec mDOR dans les DRMs,
dépendante du cholestérol.

On suspecte aujourd’hui que la plupart des protéileela membrane plasmigue sont présentes sous

forme d'oligomeres (Engelman 2005). Le réceptelar BSH (une hormone sécrétée par I'hypophyse),
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un RCPG, serait ainsi sous forme multimérique tat'6asal, puis se dissocierait en monomeres sous
I'action de la TSH, son ligand agoniste natureidant possible son interaction avec la protéineaG

sein de domaines enrichis en cholestérol (Lat#fl.e2007). De hombreuses études menées sur cellules
vivantes, notamment par des techniques de FRETtremtrque I'activité des récepteurs couplés aux
protéines G passe souvent par des mécanismes dinédrmdimérisation (Terrillon et Bouvier 2004).
Cela a bien été identifié, par exemple, pour lepésur 5-HFc a la sérotonine, dont I'activation peut
étre inhibée par une co-expression au niveau deslabrane plasmique d’'une forme inactivée de ce
récepteur (obtenu par mutagenése dirigée), sudggdaamt qu'une homodimérisation de 5-fdTest
nécessaire a I'activité de ce RCPG (Herrick-Davial.e2005).

D’autre part, les preuves s’accumulent a propobadeociation préférentielle du cholestérol et de
la sphingomyéline au niveau de la membrane plasmicpmme cela a été démontré en milieu modéle
(Rietveld et Simons 1998). De plus, Scheek et rl.rapporté un fort couplage de ces deux lipides
dans des cellules CHO en « déplétant » les membralasmiques en sphingomyéline grace a une
enzyme spécifique : la sphingomyélinase. lls oatsamis en évidence une inhibition du clivage de
SREPB-2, une protéine liée a la membrane du REGdGoée dans la régulation de la biosynthése et
de I'endocytose du cholestérol (Scheek et al. 199Autre part, le traitement de fibroblastes hursai
par la sphingomyélinase cause une diminution de @g&ul1l5 % de la quantité de cholestérol présent
dans la membrane plasmique (Porn et Slotte 1995).

Les données collectées grace a toutes ces technigaalix derniéres années laissent a penser qu'il
existe vraisemblablement des domaines membrardgreglles nanométriques enrichis en protéines a
ancre GPI, gangliosides saturés, sphingomyélinelestérol et en RCPGs (Sharma et al. 2004). La
convergence de ces résultats avec d’'une partueggbiochimiques sur les DRMs et d’autre part les
propriétés physico-chimiques trés particulieres aadieux modeles contenant des mélanges
cholestérol/sphingomyéline et cholestérol/phosjpidis saturés (Silvius 2003) a abouti au concept de
microdomaines membranaires fonctionnels appelédts». Durant la derniere décade, on recense
plus de 2200 publications scientifiques contenantekme «raft » dans leur titre ou leur résumé
(source : www.pubmed.gov), montrant l'intérét quescite I'idée de I'existence de nanodomaines

fonctionnels membranaires. Cette quantité et diede résultats ont abouti & un consensus sur les
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caractéristiques principales des domaines rafta deembrane plasmique : les rafts correspondraient
des domaines de 10 a 200 nm de diameétre, hétémgbaeitement dynamiques, enrichis en
cholestérol et en sphingomyéline qui compartimenmet la membrane (Pike 2006). Les rafts
correspondraient aussi & des membranes en phgdedospaisses que les zones membranaires non-
rafts (Gandhavadi et al. 2002). Les cavéoles, guit £galement enrichies en cholestérol et en
Caveoline et qui peuvent se retrouver dans lesidrec DRMs/rafts, sont considérées comme un sous-
ensemble membranaire des rafts (Hooper 1999).

Etant donné de la composition lipidique partic@ides rafts, on peut se demander si les détergent
ne ségrégent pas uniquement les lipides du feeiletrne de la membrane plasmique dans les DRMs
(Pike 2003). Ce feuillet serait alors essentielletmge type raft (Munro 2003; Swamy et al. 2006).
Cependant des expériences menées sur des lymphdcegte mis en évidence un couplage entre des
constituants « raft » du feuillet interne et d'astrdu feuillet externe (Gri et al. 2004). Au niveau
fonctionnel, il semblerait que certains réceptelestype RCPG aient besoin d’un environnement
lipidique de type raft pour réaliser leur fonctibiologique, alors que d’autres suivraient le chemin
inverse (Simons et Toomre 2000; Pike 2003). Aiesi ftafts agiraient comme des plateformes de

signalisation, permettant le recrutement des paiteside part et d'autre de la membrane.

1.5 Le criblage des récepteurs membranaires

1.5.1 Présentation

A I'neure actuelle plus de 30 % des nouveaux méaécas mis sur le marché ciblent des RCPGs.
De plus, beaucoup de RCPGs sont encore orphelss;aedire sans ligand connu, et possedent donc
un fort potentiel pharmacologique. La nécessitél@eelopper la découverte de ces nouveaux ligands
a grande échelle a conduit, ces 15 derniéres ara¢eeveloppement de techniques de criblage a haut
débit (HTS).

Le criblage a haut débit est une opération qui emeteuvre des robots capables d'accélérer et

d’automatiser des étapes de mise en contact decabedépotentiellement actives en pharmacologie
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(candidats médicaments) avec un systeme biologigigeproduit certains aspects de la vie d'un
organisme vivant ou de son déréglement (maladiglerimet de tester des centaines de milliers de
molécules (naturelles ou synthétiques) avec ddesciiharmacologiques en quelques semaines. C'est
une formidable accélération des capacités d’évialuate I'intérét de molécules actives. Il faut
toutefois ensuite analyser la pertinence de largéiné de ces millions de résultats, ce qui demande
I'utilisation d’approches biochimiques plus classq de dosage d’activités protéiques et prend du
temps. Cette technologie de criblage a haut débiissue des progres de la biologie moléculaire, de
I'informatique, de la robotique et de la miniatatisn. Depuis le début des années 90, il est devenu
une approche clé de lindustrie pharmaceutique.nlise au point des tests biochimiques ou sur
cellules tient compte de la miniaturisation et aedpidité d’exécution du test imposées par |dayio

a haut débit. Les tests doivent donc étre rapisiesples a mettre en ceuvre et reproductibles. lIs
doivent surtout donner une information la plus gugbssible et limiter le nombre de faux positifs.
Dans le cas de criblage de RCRGvivo, les faux positifs correspondent a une interacligand-
récepteur qui ne déclenche pas la signalisatidolaee. Cependant ces faux positifs sont en premie
lieu considérés comme des candidats potentiel® etoat les tests biochimiques complémentaires
(plus longs et colteux) qui révélent leur vrai natde développement d’'un test complémentaire en
amont (par exemple des le test de liaison) peraietttaméliorer significativement le rendement du

criblage a haut débit.

1.5.2 Une approche complémentaire

La présence de domaines hautement dynamiquesdeaftsla membrane plasmique implique des
hétérogénéités latérales au niveau de son épaigSenrme cela a été montré, la déplétion de la
membrane plasmique en cholestérol a un impact ifiégat la fonction de la plupart des RCPGs
(Chattopadhyay et Paila 2007), suggérant que det ebt lié & une modification des propriétés
physiques de la membrane, notamment a la diminatioyenne de son épaisseur. De plus I'activation
des RCPGs ayant un comportement similaire a hD@&yiti un mésappariement hydrophobe a

I'origine de la relocalisation des récepteurs dassrafts ou d'un tri moléculaire des lipides ges |
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entourent pour former des rafts. Ainsi le dévelopget d’'un nouvel outil capable de rendre compte
de I'état de phase de la membrane (raft par ragpoadn-raft) en fonction de la liaison d’'un agomist

sur un récepteur donné, permettrait de discrimimenédiatement les faux positifs, en confirmant que
la liaison du ligand au récepteur a engendré upense conformationnelle synonyme d’un effet de

type « agoniste ».

1.6 But de I'étude

Le développement d’'un tel outil de discriminaticgsdaux positifsn vivo a été entrepris et est a
I'origine du dépdt d’'un brevet (Lopez et Le Roux08] Le choix a été fait de développer des sondes
fluorescentes de la famille des pyrényl-cholestétel bons candidats potentiels dans le sondage de
membranes de type raft, et ainsi deux sondes énsyétthétisées. Les travaux que je présente ici
portent sur leur caractérisation biophysique enenml modéles et leur application biologique. Une
breve description de la synthese de ces sondesps&santéecf. chapitre 2). Les pré-requis des
sondes, a savoir leur solubilité dans les membramgeieles et naturelles, leur faible toxicité celivd
et la sensibilité du pyréne a un parametre de seiramnement lié aux propriétés des rafts ont été
validés €f. chapitre 3.1). Dans un deuxiéme temps les pra@srigtembranaires d’une des deux sondes
vis-a-vis du cholestérol ont été analysées en Idétaimilieux modéles par DSC, RMN 2H et
spectroscopie d’absorption dans le but de renfdtidée du choix du motif cholestérol des sondgs (
chapitre 3.2). Puis, toujours en milieu modeleptitaide des sondes a discriminer les membranes de
type raft (enrichie en cholestérol) par rapporea chembranes non-raft grace a leur motif pyréné a é
quantifiée par spectroscopie de fluorescermtechapitre 3.3). Enfin, sur des membranes plasmiques
in vivo les propriétés de fluorescence des sondes vis-des rafts ont été mises a profit dans la
détection de la liaison d’agonistes au récepteuDiRPsurexprimés dans des cellulewivo. Dans le
cadre de la mise en place d’'un test complémentireriblage de ligands de RCPGs jai réalisé

quelques expérimentations sur un montage de miectrgifluorimétrie.
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Présentation des sondes Pyrene-cholestér

2.1 Présentation de la famille Pyrene-cholestérol

Le choix des motifs composant les molécules
synthétiser a été dicté par deux types de congisin
d'une part ces motifs devaient conférer une bor
miscibilité des sondes dans les membrar
biologiques, avec une partition préférentielle, omn
le cholestérolX’), dans les phases lo (raft) par rappt
aux phases Id (non raft), et d’autre part il faltpie les
sondes puissent rendre compte des propri
physiques particulieres de ces phases ordonn
riches en cholestérol. Des études préliminaireséesr
dans I'équipe avec une sonde commerciale, la
pyréneméthyl-B-hydroxy-22,23-bisnor-5-cholénate

(2’) (fig. 2.1), ont montré que cette sonde était blgpe

de rendre compte de I'état ordonné des lipides

Figure 2.1. (1') cholestérol, (2') 1-pyreneméthyl-3(-
hydroxy-22,23-bisnor-5-cholénate, (6) 3B-hydroxy-
pregn-5-éne-21-(1-méthylpyrényl)-20-one et (9) 3p-
hydroxy-pregn-5-éne-21-(1-méthylpyrényl)-20-
d’absorption du groupement pyréne (Lagane et méthylidene.

membranes grace aux spectres de fluorescenc

2002). Malheureusement cette sonde est inaptegéssdr dans la membrane plasmique de celinles
Vivo, y compris par le biais desM@D, probablement a cause de la présence d'un gnoereester,
introduisant dans la jonction entre le cholestétdé pyréene une composante trop hydrophile poer ét
inséré dans une membrane.

C’est la raison pour laquelle la synthese de dewwelles sondes a été entreprise, a savoifie 3

hydroxy-pregn-5-éne-21-(1-méthylpyrényl)-20-one6) ( et le P-hydroxy-pregn-5-ene-21-(1-
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méthylpyrényl)-20-méthylidene) (fig. 2.1) sur la base de la structure de la sarmmmerciale. Ces
sondes comportent donc un motif pyréne greffé esitipa 20 du cholestérol (famille des Pyréne-
cholestérol), un groupement hydrophobe qui seiposiera au cceur des bicouches lipidiques (Hoff et

al. 2005).

2.2 Synthése chimique des sondes

Les sondes$ et 9 (fig. 2.2) ont été synthétisées au laboratoireétdrochimie Fondamentale et
Appliquée (LHFA, UMR5069, CNRS-UPS) par ChristogleeRoux et Hafida Gaspard-lloughmane.
Les étapes de cette synthese sont illustrées ddigsiie 2.2 (la description détaillée de la syathest
portée en annexe, dansslgplementary materiale la publication, page A26).

Le choix s’est porté sur une hémi-synthése (fig) 2ar la synthese totale du cholestérol comme
précurseur n’était pas envisageable. En effet@®lstomporte 8 carbones asymétriques, ce qui rend
la synthése trés complexe et colteuse. Le préaurkeisi pour la partie stérol est la pregnénol@e
qui comporte, en plus des carbones asymétriquete dthydroxyle en position (B du stérol, un
groupement réactionnel cétonique. De plus cetteeondéd est peu colteuse. En ce qui concerne le
fluorophore (motif choisi pour rapporter les prépéis de phase liquide-ordonnée des membranes) le
choix s’est porté sur motif pyrene fonctionnalisé pn groupement carboxaldéhyde capable de réagir
avec la cétone de la prégnénolone par une réastmmdard d’aldolisation-crotonisation basique
(condensation). On obtient ainsi le produ}, (un « pyréne-pregnénolone », portant I'hydroxgle
cholestérol et une cétone conjuguée au niveau @adéion entre le pyréne et le stérol. Cette jmmct
étant encore trop polaire par rapport au critexé, fla suite de la synthése vise a enlever la i@mct
cétone. Apres une protection fonctionnelle de lioxgle sous forme d’'un acétatd) (on procéde a
une réduction de I'énone pars&iH (5). Apres déprotection on obtient IB-Bydroxy-pregn-5-ene-21-
(1-méthylpyrényl)-20-one o®y-céto-chol(6), présentant une jonction moins polaire Queet qui
sera caractérisé par la suite. La silylation Gldrendement quantitatif) permet la protection de
I'hydroxyle. Une réaction de Wittig permet d'obtenin dérivé éthylénique8), beaucoup plus

satisfaisant au niveau du caractére polaire derlatipn cholestérol-pyréne et dont la résolution de
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structure par cristallographie des rayons X estégoen annexe (dansdapplementary materiale la
publication, page A26). La deuxiéme sonde est albtesnue apres déprotection, c’est ffehydroxy-

pregn-5-éne-21-(1-méthylpyrényl)-20-méthylideneRyumet-chol (9).

EtOH, EtOK
CH,Cl,, 5, 72h

Me

Ac,0, DMAP TiCly, Et3SiH
CH,Cl,, 1t, 1h CHZCl, 1t, 1h
AcO AcO
4 5

MeOH, MeONa TBDMSCI, imidazole
CH2C|2, rt, 5h CH2C|2, rt, 12h
HO TBDMSO
6 7
PhgP=CH, TBAF
THF, 65C, 12h THF, 65C, 12h
TBDMSO

Figure 2.2 . Schéma de la synthése des sondes pyréne-cholestérol : 6 et 9.
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Caracteérisation des sondes pyrene-cholestér 3

3.1Etudes préliminaires des potentialités des sondes

3.1.1 Rappels sur la spectroscopie d’absorption dtémission du pyréne

Globalement les spectres d’absorption et

d’émission de fluorescence du pyrene monosubstitué

a.)

(u

(cas du Py-céto-chol et du Py-met-chol) sont

escence

comparables a ceux du pyrene (fig. 3.1). Cependant,

de fluor

comme cela a été observé pour le 1-méthyl-pyréne

te

(Lianos et Georghiou 1979) ou pour diverses autres

ensi

Int

substitutions en position 1 (Yao et al. 2005), ils

355 380 405 430 455 480

subissent un Iéger décalage de longueur d’onde vers ,
Longueur d'onde (nm)

le rouge (effet bathochrome). Ce phénoméne edtgure 3.1. Spectre de fluorescence du pyréne a 1
UM dans du cyclohexane a 25C. Excitation a 330

; L nm, BPe: 5 nm, BPen: 2 Nm.
exacerbé lors d'une double substitution avec, par

exemple, deux chaines aliphatiquegHz; en positions 1/6 ou 3/8 (Brown et al. 2003). Diauart le

spectre d’émission de fluorescence de ces dériymnigues a une structure vibronique moins fine

que celle du pyrene. Les spectres d’absorptionéetidsion de fluorescence de la sonde Py-met-chol

dans du dioxane sont illustrés dans la figure 3.2L.és bandes vibroniques des trois transitions

électroniques des états singulets excitgs, S->S; et $->S;) sont représentées, toutefois I'échelle

d’intensité de la transition,$S; est multipliée par 10 afin de la mettre en éviderien effet cette

transition électronique est interdite pour desamgsde symétrie moléculaire, mais est néanmoins

observable car les vibrations moléculaires provatjaes écarts par rapport a la symétrie parfaite.

L’intensité des bandes vibroniques de cette trimmsiést d’ailleurs augmentée par les évenements

perturbant la symétrie du pyréne, telles les int@was avec des solvants polaires (effet Ham) ou la



substitution d’'un groupe fonctionnel (Lianos et @gdou 1979). Par conséquent le pyréne et ses
dérivés sont généralement excités au niveau d’esebdndes vibroniques de la transitigreS,, ce

qui donne un déplacement de Stokes d’au moins 30 nm

A [—psess
So->S; So->S: 11
o
5 |
E
IS
\g |
‘@
c
Q
=}
250 300 350 400 450 500 550 600
Longueur d'onde (nm)
Figure 3.2 A.

z . Figure 3.2. (A) Allure des spectres d’absorption (noir) et
B Etats SlﬂgUletS d'émission de fluorescence (gris) du Py-met-chol & 1
mM dans du dioxane et a température ambiante. Le
spectre d'absorption entre 353-389 nm (pointillé) est
amplifié 10 fois. (B) Diagramme de Jablonski des états

2 électroniques singulets a I'état fondamental (Sp) et
S excités (S; a S,). Les différents niveaux d'énergie
- Sy vibrationnels sont notés vy a v,.
S
Y

S1

Temps caractéristiques

Conversion interne
(10 -107s)

Relaxation vibrationnelle
(10" -10"s)

T Absorption

Vv 3 (10" s)
2 \ _g_ Fluorescence

1 S (10 -10"s)
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Le spectre d’émission de fluorescence des sondené¢holestérol, au méme titre que celui du
pyréne, consiste en différentes bandes vibronigoaggspondant aux désexcitations radiatives eatre |
premier état singulet excité et I'état fondamemtalmonomére de pyrene {8, et ses niveaux
d’énergie vibrationnels (fig. 3.2 A et B). Plus de 16 bandes ont été reéea dans ce spectres du
monomére mais seules quelques unes sont suffisadmrésolues et ont été notées de | a V
(Kalyanasundaram et Thomas 1976). Dans le casomeles Pyrene-cholestérol je parlerai des bandes
11 (~376 nm), 12 (~384 nm), I3 (~388 nm), 14 (~38M) et I5 (~399 nm). On remarquera que les
spectres d’excitation et d’émission ne sont pasadie miroir 'un de l'autre comme le prévoit le
principe de Franck-Condon, selon lequel une tremsiélectronique se produit sans changement des
positions des noyaux dans la molécule et son emwinment (une transition électronique est un
événement qui prend 10s alors que les vibrations moléculaires se fonides temps plus longs de
l'ordre de 10° & 10" s). Cette exception est due & la longue duréeielede I'état excité du
monomére de pyréene (plusieurs centaines de nanudex)) ce qui permet des réarrangements
géomeétriques des noyaux pendant I'état excité dengy(Lakowicz 1999).

L'intensité de la bande de plus haute énergie wordscence 11 (transition radiative'$2>S0'™°
ou 0-0) qui coincide avec la bande de la plus béseegie en absorption (Bree et Vilkos 1964), est
€galement sensible a la polarité du microenvirorerertNakajima 1974, 1976). Kalyanasundaram et
al. ont montré que la structure vibronique du spedie fluorescence subissait des perturbations
d’autant plus significatives que le solvant utilé&téit polaire (moment dipolaire p grand). lls ooté
que la bande I1 subissait la plus grande variatiomensité alors que la bande I3 (transition rtdéa
S1"%->S0'*? ou 0-2) était relativement insensible a la natlee 39 solvants utilisés. Pour ces auteurs,
I'effet dominant ces variations sont les interatsigoluté-solvant de type dipble-dipble a I'étatitex
qui perturbent la symétrie de la molécule et dorurassent l'intensité de la bande I1. Les mémes
comportement spectraux ont été rapportés pouré&wgd du pyrene, tel le 1-méthylpyréne (Lianos et
Georghiou 1979a). Depuis il a été montré que cemmsements d’intensité de la bande I1 étaient la
conséquence d'un couplage vibronique entre I'éait@ faiblement autorisé S1 et I'état excité

fortement permis S2 (Karpovitch et Blanchard 199%hsi la mesure du ratio d'intensité 11/I3 est
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utilisée dans de nombreuses études pour rendreteatapa polarité de I'environnement du pyrene ou
de ses dérivés dans des solvants ou des membialoggdues.

Certains fluorophores peuvent s’auto-associertatl@xcité pour former une nouvelle entité, et le
pyréne en est un bon exemple. A forte concentratmomique ou surfacique (respectivement en
solution ou dans une bicouche lipidique) le pyrenheses dérivés émettent de la fluorescence aux
alentours de 475 nm (fig. 3.2 et 3.3 B). Cette mlevbande mal résolue, notée IE, est due a la
désexcitation radiative d'un dimére excité. Pluécjgément, I'association de deux monoméres de
pyréne, I'un & I'état excité et l'autre a I'étatnftamental forment ce que I'on appelle un excimere
(excimere dynamique) : ce terme est I'abréviatierdiinere a I'état excité (excited-state dimer) KBir
1970). L'analyse poussée des durées de vie deeluence de I'excimére dans des liposomes de
DODAC (chlorure de distearyldimethylammonium) a tménque le processus de formation était
assimilable a un phénoméne en deux dimensionssiiffonellement contrdlé (Pansu et al. 1993): plus
la concentration locale en pyréne augmente, plgsdbabilité de former des exciméres est grande et
plus lintensité de la bande IE est importante.n@sure du ratio IE/I3 dans des membranes permet
donc daccéder a une information diffusionnelle @yrene (la bande 13 est uniqguement
proportionnelle a la concentration en sonde, datimite des problémes de filtre interne). Pour gele
processus ait lieu il faut que les deux molécuepytene soient paralléles et a une distance d@mvi
0.4 nm l'une de l'autre (Winnik 1993), ce qui exple que les membranes soient un environnement
favorisant la formation d’exciméres. Par exempldecpropriété a permis de mesurer la diffusion
latérale et transversale du 1-palmitoyl-2-pyrénadégl-phosphatidylcholine et de I'acide pyrene-
décanoique dans des liposomes de phospholipides quie les températures de transition de phase
gel->fluide de ceux-ci (Galla et Hartmann 1980).alltre part I'excimére montre une certaine
sensibilité a la polarité de son environnement,caua déplacement vers le rouge du spectre
d’émission de fluorescence. Ce solvatochromisméuéviinéairement en fonction de la polarité du
solvant, mais reste trop faible pour pouvoir trigaidans des environnements plus complexes telles
gue les membranes biologiques (~7 nm au maximume dat n-heptane et le diméthylsulfoxide

(DMSO)) (Castanheira et Martinho 1994).
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3.1.2 Solubilité dans les membranes modéles de phpbslipides

Les sondes ont été synthétisées dans le but di#érées dans des membranes biologiques
naturelles (mais aussi modeles) afin de donnersa&da polarité du coeur de la membrane et dans la
mesure du possible, a la distribution latérale Halestérol. La sonde commerciale Py-ester-chol
(Lagane et al. 2002), dont la jonction entre lelest@rol et le pyréne est une liaison ester, était
faiblement soluble dans les membranes phosphdlipédi (< 7 mol%) et ne pouvait pas étre
incorporée dans les membranes naturelles. Lesgosaties deux nouvelles sondes contiennent aucun
(Py-met-chol) ou un (Py-céto-chol) hétéro-atome qigit d’'un oxygene). En fait, comme le
cholestérol est amphiphile et le pyréne hydrophohe diminué le caractere « polaire » de la joncti
et on a accentué le caractére amphiphile des sohdestait a vérifier ces propriétés de misctBili
dans un milieu structuré en bicouche lipidique.

On a donc commencé par vérifier leurs solubilitGsdéterminant leurs solubilités maximales
respectives dans des vésicules phospholipidiquesngd et al. ont déterminé que la solubilité
maximale du cholestérol dans des membranes phagiolgples dépendait de la nature de la téte
polaire des phospholipides utilisés, mais pas denigueur des chaines acyles (Huang et al. 1999). E
utilisant la technique de diffraction des rayonsil, ont pu détecter la présence de cristaux de
cholestérol anhydre se formant dans les échargilbenle cholestérol n’est pas totalement incorporé
dans les liposomes. Ainsi ils ont trouvé des stitébi maximales de 66 mol% dans des vésicules de
POPC et de 51 mol% dans des veésicules de POPE.

Les agrégats de pyréne ou de pyrene monosubstitwére appelés agrégats a I'état fondamental
ou excimeres statiques) ont des signatures spestcalractéristiques, ce qui permet de les détecter
avec une bonne sensibilité. En ce qui concernkidaielscence, il a été reporté une translation keers
bleu de la bande d’émission mal résolue de I'exoémet une translation vers le rouge du spectre
d’excitation lors d’agrégation du Py-ester-chol dhae 2001) et du pyréne-hydroxypropyl-cellulose
(Winnik 1993) dans l'eau et du pentiptycéne-bispyt&ans le dichlorométhane (Yang et al. 2001).
Un décalage vers le rouge du spectre d'émissiayakement été observé dans le cas du Py-ester-chol

dans l'eau, de I'acide 1-pyrénebutyrique dans taaiérile (Prodi et al. 2000) ou encore du 2’-O-(1-
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pyrenylméthyl)uridine, un ARN modifié, lors de pessus d’hybridation de 'ADN (Nakamura et al.
2005).

Les solubilités maximales des deux sondes ont étérrdinées dans des liposomes de POPC
(obtenus par sonication) en phase fluide (a tenip&rambiante). La concentration en phospholipides
est constante dans les suspensiond [M)) mais la fraction molaire en sonde croit demal% a 32
mol% pour le Py-met-chol et de 8 mol% a 28 mol% rpleuPy-céto-chol. Avant d’effectuer des
mesures d’absorption et de fluorescence, les aggréigaPyrene-cholestérol présents dans le tampon

sont éliminés par une centrifugation de 15 min ®AGx g (les agrégats sont plus denses que les
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Figure 3.3. Détermination de la solubilit¢é maximale du Py-met-chol dans des LUVs de POPC a température ambiante. (A)
Spectres d'excitation (Aem 476 nNm), (B) spectres d’émission de fluorescence (Aex 330 nm) et (C) spectres d’absorption dans
des LUVs de POPC contenant des fractions molaires croissantes de sonde. (D) Evolution de I'absorbance a 345 nm et du
ratio d'intensité de fluorescence de I'excimeére IE (476 nm) sur le monomere 13 (390 nm) en fonction de la fraction molaire
de sonde. La bande passante en excitation et en émission est de 2 nm. Les spectres d’émission sont normalisés a 390 nm.
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liposomes). Les résultats obtenus sont représelatgs la figure 3.3. Les spectres d’absorption et de
fluorescence donnent la méme indication sur labdiitt maximale du Py-met-chol : I'évolution de
I'absorbance a 345 nm du pyréne et du ratio dedkmence IE/I3 en fonction de la fraction molaine e
Py-met-chol est linéaire jusqu’a un plateau seasité environ 28 mol%. Cela signifie qu’au dela de
cette quantité critique, I'excédant de sondes (t&@3u des molécules qui ne peuvent plus étre
incorporées dans la membrane des liposomes) foeme@grégats dans le milieu aqueux. Comme les
agrégats sont éliminés par centrifugation on olgsarvplateau a partir du moment ou on a atteint la
limite de saturation en sonde des liposomes de PAB&moins les spectres d’excitations du pyréne
(fig. 3.3 A) révélent une faible présence d’agregat30.4 mol% et 32.3 mol% (Iéger décalage des
spectres vers le rouge) ce qui montre d'une pagtlgcentrifugation n'est pas entierement efficace
pour éliminer ces agrégats, et d’autre part qum@Bso est bien la limite de solubilité du Py-met-cho

On peut également envisager qu'a ces fortes cammtiomts, des agrégats de sondes soient piégés a
l'intérieur des liposomes. Il faut préciser quectefficient d’absorption molaire) du Py-met-chol
dans ces conditions est constant jusqu'a 28 molfoc& qui concerne la sonde Py-céto-chol la
solubilité maximale, déterminée selon le méme @it est Iégérement supérieure a 16 mol%. On
voit ici I'influence de la présence de la foncticarbonyle (entre le cholestérol et le pyréne) eau

de l'insertion de la sonde dans une bicouche lipii En effet les groupements cétone présentent des
moments dipolaires importants (car accentués addeiblets d'électrons appariés de l'oxygene) ce
qui leur confére une affinité pour I'eau et par s@guent rend la sonde moins hydrophobe. Ce
phénoméne est encore accentué dans le cas d'isenliester, d'ou la faible solubilité de la sonde

commerciale Py-ester-chol dans les bicouches (©l%in

3.1.3 Marquage des membranes plasmiqu@s vivo

Comme on vient de le voir les deux sondes pyreestérol s'inserent sans probléme dans les
membranes biologiques lors de la formation dessbptes a partir de solutions chloroformiques de
lipides. Mais étant donnée la trés faible solubilites sondes pyréne-cholestérol dans I'eau, cette

technique n’est pas applicable quand il s’agitadeimsérer directement dans des membranes nagurelle
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dans un environnement aqueux, telle que la membi
plasmique. Il faut alors faire appel a des méthodes
marquage membranaire indirectes faisant intervemir
« transporteur » de la sonde, entre le milieu dibation et
la membrane cible. Les transporteurs les plusséslia
I'hneure actuelle sont les cyclodextrines (fig. 3.4es

cyclodextrines forment une famille d'oligosacchesid
cycliques composés de sous unités glucopyranosg &g
a-(1,4) résultant de la dégradation de l'amidon (zar
bactérie Bacillus macerans Trois familles sont
principalement utilisées et étudiées: les B- et y-

cyclodextrines selon qu’elles sont formées de &u78

sous unités glucopyranose. Ces molécules en foenere

ont une cavité plus hydrophobe que I'extérieuraeneau,

toutefois sous leur forme naturelle les cyclodextsi sont MBCD : -OH = -OH ou -OCH3
peu solubles dans I'eau ; ainsi certaines ont édifiaes F19ure 3.4 . P-oyclodextine.

industriellement. C’est le cas des métfydyclodextrines (\BCD), desp-cyclodextrines méthylées

au niveau des groupements hydroxyle en positiéa2, 6 de I'ose. Elles possedent en moyenne 1.5 a
2 groupements méthyle par molécule @leyclodextrine. La taille de la cavité hydrophobe e
I'hydrophobicité du lipide a transporter sont lesur caractéristiques qui entrent en jeu dans la
capacité des cyclodextrines a incorporer des midéciPar exemple leg-cyclodextrines ont un
diamétre trop faible pour pouvoir transporter dwlektérol ou des phospholipides greffés avec un
fluorophore (elles ne peuvent contenir qu'une seliaine acyle). Leg-cyclodextrines ont été
utilisées pour marquer des membranes cellulaipesti de liposomes de POPC contenant des sondes

Pyro-PC ou diPy1-PC (Tanhuanpaa et Somerharju 1999; Tanhuanpda 2004), cependant elles

s’accordent mal au transport du cholestérol. Eanmelie les méthy-cyclodextrines ont une affinité
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plus forte pour le cholestérol que pour les autres

lipides (Christian et al. 1997) et elles ont étérités
pour favoriser [l'efflux du cholestérol des

biomembranes lors d’utilisation & une concentration

—_

intensité de fluorescence (ua)

supérieure a 10 mM (Masserini et al. 2005; Huang e

al. 2007). Elles jouent plutét un réle de navette

(mouvements de cholestérol entre les vésiculesset |

cellules) si elles sont utilisées a des concenirati

de l'ordre de 1 mM (Atger et al. 1997). Il semblera
360 410 460 510 560

que les cyclodextrines « capturent » Longueur d'onde (nm)

s . . . . Figure 3.5. Spectre d’émission de fluorescence (Aex
préferentiellement, par un simple mécanisme= 330 nm) de la solution de MBCD/Py-met-chol

(75:1) a 70 mM dans de I'eau. BPem: 4 nm / BPg:

collisionnel, les molécules de cholestérol °™

membranaire en cours de désorption naturelle (Stec. 2002). Enfin, il a été montré qu'il était
possible d’enrichir les membranes plasmiques erdest&ol en utilisant une solution deplD
chargées en cholestérol. En effet la teneur erest@bl des membranes plasmiques de cellules CHO
est augmentée de 17 % en les incubant 1 heure & 3avec une solution a 5 mM de
MBCD/cholestérol (8:1) (Christian et al. 1997; Lag@®®1). Si le choix s’est porté sur le3®D

pour lincorporation des sondes pyrene-cholestéiest qu'elles sont également capables
d’incorporer les molécules de pyrene (Udachin @niRiester 1998; Suzuki et al. 2006), solubilisant
alors davantage les sondes dans les milieux aqueux.

La solution de marquage est préparée en dissolemtM3CD dans de I'eau a 70°C (la haute
température permet une meilleure solubilisation @etodextrines). Puis on y ajoute lentement une
solution de Py-met-chol concentrée dans du DMFn{padiébullition du DMF >> 70°C). Au final on
obtient une solution de BCD a 70 mM avec un rapport de 788D pour un Py-met-chol (plus tard
ce rapport a été descendu a 60:1 avec une eficdeimarquage identique). Le spectre d’émission de
fluorescence de cette solution est montré danglaef 3.5 : de part I'allure du spectre on voitilgu’

n'y a pas d’'agrégats ni d’excimeres et que le mrest complexé au BCD en tant que monomere

59



\

Figure 3.6. Microscopie en épifluorescence (fausse couleur) de différents types cellulaires a température ambiante. Les
cellules sont incubées 2 min dans une solution de MBCD/Py-met-chol (75:1) & 2.5 mM dans du PBS sans Ca®/Mg®". (A)
Cellules SHSY-5Y-hMOR-GFP (B) HEK-CD4-GFP et (C) CHO-mDOR-GFP. La barre d’échelle fait 10 pm.

(Yorozu et al. 1982). En considérant la longueéotique du Py-met-chol, on peut imaginer jusqu’a
quatre M3CD par molécule de sonde. Par la suite la soldmmarquage est diluée 30 fois dans un
tampon physiologique (PBS sans®@dg®*) & 37°C pour préserver les cellules : on obtiem u
concentration finale en BCD de 2.5 mM et moins de 0.03 % de DMF. Apres d&wages au PBS,

les cellules sont incubées pendant 2 minutes aveolltion de marquage (on est loin des 60 minutes
nécessaires a la déplétion des membranes en @rolgste milieu est alors rincé 6 fois avec du PBS
La figure 3.6 montre des images en microscopiepétuérescence en champ large observées avec un
objectif 63 a huile de différents types cellulaires traitédl®see protocole mais avec une incubation
de 5 minutes afin d’'observer le marquage au miomesdgcar les jeux de filtres ne sont pas optimisés
pour I'observation du pyrene). Les images corredpoha des lignées de cellules SHSY-5Y (lignée
de neuroblastomes humains) sur-exprimant le régeptembranaire p opioide fusionné a la Green
Fluorescent Protein (GFP), des cellules HEK (ligdéecellules rénales humaines) sur-exprimant le
co-récepteur membranaire CD4 et des cellules Clitfpéé de cellules d'ovaires de hamster) sur-
exprimant le récepteur membranalrepioide fusionné a la GFP. Dans ces trois syst@mibdaires

tres différents le marquage est intense et spéeificent membranaire, ce qui prouve l'efficacitéale |
méthode de marquage. A température ambiante trésdjigernalisation est observée, méme 45
minutes apres l'incubation. La quantité de sondsérée dans les membranes peut-étre contrblée en
modifiant la concentration en BCD/sonde du milieu d’incubation ou bien en jouamt & temps

d’incubation des cellules. Enfin, le taux de magpi&st quantifiable par spectrofluorimétrie (voir
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chapitre 3.3.1).

3.1.3.1 Test de toxicité cellulaire

Etant donnée [I'utilisation des sondes dans le sdéviprocessus biologiques sur des cellules
vivantes, il a été nécessaire de s’assurer de mataxicité cellulaire des molécules de Pyréne-
cholestérol au cours du temps. En effet le pyréomme tous les hydrocarbures poly-aromatiques, est
cytotoxique ¢€f. fiche INERIS DRC-02-25590-02DF51). L’ingestion Bapplication cutanée de
pyrene ont été étudiées a I'échelle de I'organishez de nombreuses espéces aquatiques, un milieu
subissant directement les pollutions industrielRes. exemple che2arcinus maenagun crabe marin)

il sS'avére que le pyréne s’accumule dans certaéssid (muscle, épiderme) alors qu'il est dégradé pa
le foie et le rein, des organes spécialisés dandétaxification et I'excrétion des toxines. Cette
accumulation (sur plusieurs jours) aboutie a latna@s crabes exposés (Dam et al. 2006). Des
résultats similaires ont été obtenus cRataemonotes pugida crevette des estuaires (Oberdorster et
al. 2000). Chez I'hnomme, et au niveau cellulaieepyréne est hydrolysé en 1-hydroxypyréne par les
différents cytochromes P450 (hydroxylases locatisée niveau de la membrane du réticulum
endoplasmique et des mitochondries) puis en 1,@8-dihydroxy et 4,5-dihydrodiolpyréne. Ces
dérivés hydroxylés sont des composés hydrosolythesfacilement excrétés par les cellules via des
protéines membranaires spécialisées comme la Bmlyeine. Ces enzymes de détoxification sont
présentes et actives a des degrés variables dadéfégents tissus.

Mais si le pyrene est capable de traverser le€rdifites membranes cellulaires, la nature
amphiphile des sondes Pyréne-cholestérol leur pedi@édre mieux ancrées dans la membrane
plasmique. Ainsi on peut supposer que ce sont ipatement les voies métaboliques classiques de
recyclage membranaire qui sont susceptibles d’ambkase sondes vers les différentes organelles
cellulaires. En ce qui concerne le cholestérol,connait relativement bien les principales voies
d’internalisation constitutive qui sont dépendardes vésicules lipidiques cytoplasmiques (vésicules
golgiennes et endosomes). Cependant I'inhibitios aks voies (par I'utilisation de drogues bloquant

le cytosquelette) n’empéche pas completement thialesation du cholestérol membranaire, ce qui
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suggere d'autres modes de recyclage, encore mésamujourd’hui. Dans tout les cas ces voies
convergent vers le réticulum endoplasmique ou lelestérol est estérifié et stocké dans des
gouttelettes lipidiques (Soccio et Breslow 2004gstérification est effectuée par une acyl-coenzyme
A:cholestérol acyltransférase (ACAT) qui catalyaedaction entre I'acide d’une chaine acyle saturée
d'une phosphatidylcholine et I'hydroxyle en positid3 du cholestérol. Ce processus permet
d’empécher I'accumulation cytosolique de cholestéitoe, toxique pour la cellule. On sait par
exemple que linhibition de I'ACAT dans des macraghs induit une accumulation de cholestérol
libre dans la cellule et la libération de lactatestidydrogénase et d'adénine, des marqueurs de
'apoptose (Warner et al. 1995). Parmi les conséces de la dérégulation des mouvements
rétrogrades du cholestérol, on observe généraleraanidéséquilibre membranaire du rapport
cholestérol/phospholipides (ce qui altéere les pédgs physiques de la membrane plasmique et donc
ses nombreuses fonctions) et I'apparition de aristde cholestérol provoquant des dommages
physiques aux organelles et favorisant la formatiomystérols toxiques (Tabas 2002).

S'il reste difficile de prévoir le catabolisme desndes Pyrene-cholestérol dans les cellules, il est
clair gu’il y a peu d’internalisation des ces samddempérature ambiante dans les cellules euearyot
a I'état basal, méme 45 minutes aprés leur incatfmor dans les membranes plasmiques. Néanmoins
nous avons menés des tests de survie cellulaiverrh & moyen termes sur des cellules CHO a I'aide
de bleu Trypan, un colorant traversant les memisrarglulaires qui est expulsé par les cellules
viables et accumulé par les cellules en apoptosevé@nent, différents lots de cellules (un lot par
condition) cultivés a 37°C dans du milieu de c@fwsubissent un traitement de 5 minutes avec une
solution de MBCD/Pyréne-cholestérol (75:1) a 2.5 mM dans du PBS cellules sont alors rincées et
remises en culture. Pendant la premiére heuregtuttel cellules est incubé avec une solution de bleu
Trypan toutes les 10 minutes puis rincé de nouv@aucompte alors le nombre de cellules ayant
incorporé le colorant dans leur noyau et on comp@amec un lot témoin non incubé avec les
MBCD/Pyréene-cholestérol. Ensuite le test se pouEsu4 et 48 heures plus tard. Les résultats n'ont
montré strictement aucune différence entre lesileslitraitées et les témoins au niveau du nombre de

cellules totales, du nombre de cellules en apopbosencore de la forme des cellules, les criteres
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classiques dans ce genre d’approche. On peutansiure que les sondes Pyréne-cholestérol ne sont

pas toxigues pour les cellules a court ou & mogend.

3.1.4 Sensibilité du groupement pyréne a la polaétde I'environnement

3.1.4.1 Qu’est ce que la polarité ? Les différente&chelles de mesure.

Il est bien connu que le solvant a une grandeenfte sur la vitesse des réactions, la position d'un
équilibre chimique ou encore les bandes spectraéssirées par diverses techniques spectroscopiques
(UV-visible, infrarouge, RMN, déplacements solvdmamniques...). Ces phénoménes sont la
conséquence des interactions soluté-solvant, niettajeu des interactions de type Van der Waals ou
des interactions spécifiques comme les liaisonsdgghe (Valeur 2004). Ainsi I'état fondamental ou
excité d’un chromophore/fluorophore est plus ounadstabilisé par les molécules de solvants qui
I'entourent. Mais que représente la polarité d'aivant ? Pour répondre a cette question il faut
considérer les interactions non-spécifiques tetlae celles générées par les moments dipolaires
(somme vectorielle de tous les moments dipolaies lthisons d’'une molécule). En solution, les
interactions résultent non seulement des momeptdailies permanents des molécules de soluté ou de
solvant (interaction dip6le-dipdle), mais aussleles polarisabilités (interaction dipole-dipdl@lirt).

La polarisabilité correspond a l'induction d'un memt dipolaire « temporaire » d’'une molécule par

une autre molécule ayant un moment dipolaire ndn De plus le caractere donneur/accepteur de
liaisons hydrogéne est une composante a prendreospte pour certains solvants/solutés. Par
conséquent le terme polarité refléte toutes legactions soluté-solvant spécifiques et non sppeEs

et ne peut étre caractérisé par un seul paraméts. il existe une multitude d’échelles de mesdee

la polarité d’'un solvant, selon que le critere sha@aractérise le solvant (par exemple la constante
diélectrique, le moment dipolaire des moléculesagants, la polarisabilité réorientationnelle...) ou

I'influence du solvant sur une propriété physiguendsoluté particulier (cas du solvatochromisme).

On va s'intéresser plus particulierement a la duaei approche, qui a permit aujourd’hui de
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construire différentes échelles empiriques de félae basant sur des parameétres d’absorption et de
fluorescence de chromophores.

Le parametre Z de Kosower par exemple (Kosower 19988a) correspond a I'énergie de la
transition électronique (kdahol™*) de la bande d’absorption maximale du 1-alkyl-giyiium. En effet
cette énergie est proportionnelle au degré de ampbn de ce composé avec I'ion iodure dans les
solvants ou les mélanges solvant/eau. Cette éatedléte principalement le potentiel d’'ionisation d
solvant sur le complexe.

Une autre échelle communément utilisée est I'éehmlsée sur le paraméetrgd). Ce paramétre
représente I'énergie de transition électroniqual(ml™) de la premiére bande d’absorption d’une
bétaine (& 25°C, 100 kPa) dont le déplacement teallveomique négatif est exceptionnellement grand
(Reichardt et al. 1988). Cela s’explique par un mondipolaire trés élevé a I'état fondamental (ferm
zwitterionique) et quasi nul a I'état excité dut fdiun transfert d’électron intramoléculaire. Depui
d’autres bétaines plus hydrophobes ont été syaée&tidans le but d’étre utilisées dans des solvants
non polaires (Reichardt 1998, 2004) et ainsi d’aeiger le nombre de référencegdD). Selon les
auteurs cette échelle reflete préférentiellemenpdtarité/polarisabilité et la capacité a céder un
hydrogéne du solvant.

Une autre échelle qui reste une référence en le@mmaest I'échelle linéaire multiparamétrigue
de Kamlet et Taft (Kamlet et al. 1981; Kamlet et1#83). Cette échelle a la particularité d'avaé é
établie a partir de la moyenne d’'un trés grand mendle composés et de données spectrales et prend
en compte les interactions spécifiques et non Bgées entre le soluté et le solvant. La variation
d’'une quantité observable XYZ en fonction de laapitd peut étre mise sous la forme générale

suivante :

XYZ =XYZ,+sln*+d[6)+ala+b[B Eq.l

ou 1 exprime les effets de polarité/polarisabilité dalvant ;a et 3 reflétent respectivement les
caractéres donneur et accepteur de liaisons hyageog® est un terme de correction de polarisabilité

égal a 0 pour les solvants aliphatiques non chldyés pour les chlorés aliphatiques et 1 pour les
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aromatiques. Enfin s, a, b et d sont des coeffisi@ecrivant I'importance relative de chaque
contribution. La quantité observable XYZ peut é&re particulier l'intensité ou la longueur d’onde
d’'une bande d’'absorption ou d’émission de fluoresee ce qui permet de construire de nouvelles
échelles. Ainsi Dong et Winnik ont mesuré la valdurrapport d’intensité de fluorescence 11/I3 du
pyréne dans 94 solvants et établi une nouvellelléctle polarité appelée « échelle Py » (Dong et
Winnik 1984). Ces valeurs ont alors été comparégstahelles Z et #30) citées précédemment et il
s'avere que les corrélations sont excellentesori tonsidére deux populations distinctes de savant
les solvants protiques et aprotiques. De mémeude=ues ont obtenu de bonnes corrélations avec le
parametrat en introduisant le caractere aromatique des stdvdEnfin ils ont pu établir une relation
linéaire entre la valeur de 11/13 et la nature sidsants grace a I'échelle multiparamétrique de kam

et Taft.

3.1.4.2 Sensibilité de la sonde Py-met-chol a difédts solvants

Avant toute chose il est nécessaire de précisedajueesure du ratio 11/13 doit étre réalisée de
maniére a éviter certains artefacts expérimentBoxr commencer les solutions de Py-met-chol ont
une concentration d’au plus 1 uM (absorbance <)(Q06&r éviter les problémes de filtres internes (en
excitation et en émission) dus au soluté s'il @ésent en trop grande quantité. Ensuite le soldaint

avoir la méme absorption au niveau des longuewsd# de I1 et I3 pour éviter une réabsorption

Solvants 11/13  polaire protique hétérocyclique E+(30) Z 14
Cyclohexane 1.59 - - - 30.9 60.1 O
1-butanol 1.90 ++ ++ - 49.7 77.7 0.47
Chloroforme 2.02 - - - 37.4 63.2 0.58
Ethanol 2.03 ++ ++ - 51.9 79.6 0.54
Méthanol 2.11 ++ ++ - 55.4 83.6 0.6
Acétate d'éthyle 2.12 - - - 38.1 64 0.55
1,4 Dioxane 2.15 - - + 36 64.6 0.55
Tétrahydrofurane (THF) 2.22 - - + 37.4 58.8 0.58
Diméthyl Formamide (DMF) 2.38 ++ - - 43.2 68.5 0.88
Acétone 2.45 ++ - - 42.2 65.7 0.71
Acétonitrile 2.49 ++ - - 45.6 71.3 0.75
Diméthyl Sulfoxide (DMSO) 2.59 ++ - - 45.1 702 1

Tableau 3.1. Valeurs dans un ordre croissant des rapports de fluorescence 11/I3 du Py-met-chol dans différents solvants.
Pour chaque solvant sont donnés les caractéres protique, aprotique et aromatique ainsi que leurs valeurs sur les échelles
E+(30), Z et Tt*.
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différentielle (filtre interne du solvant) de laifirescence du pyréne. Ainsi tous les solvantssésli
dans mon étude sont dédiés a la spectroscopie &IM-gi largeur de la fente d’émission (BPdu
spectrofluorimétre a également une incidence swalaur du rapport 11/13: en régle générale en
spectroscopie de fluorescence, pour acquérir uatrgpénement résolu il faut une largeur de.BP
égale au dixieme de la largeur a mi-hauteur du quosidéré. Pour la bande I1 la largeur
recommandée, tout en gardant un bon rapport sigodl/est de I'ordre de 1 a 2 nm (Street et Acree
1986). Enfin le pyréne est excité a 330 nm pouteé¥a mesure d’'une bande Raman (déplacement
Stokes) au niveau de la bande I1 du spectre d'@nisie fluorescence dont la contribution seraip tro
grande comparée a la fluorescence du pyréne aitdssf concentrations.

Nous avons controlé la sensibilité du pyrene mobstiué du Py-met-chol a la nature de quelques
solvants protiques, aprotiques et hétérocycliques. rapports 11/13 ainsi calculés sont rassemblés
dans le tableau 3.1. Une premiere analyse révaldagurapports 11/I3 sont les plus faibles dans les
solvants apolaires avec une exception pour leastdprotiques (éthanol, butanol et méthanol) pour
lesquels les rapports sont assez faibles. On abskailleurs que 11/ ano < 11/13ethanoi< 11/13methanol
ce qui montre que pour les alcools la sonde Pyeinet-est sensible au caractére acide du solvant
puisque ce caractéere est inversement proporticiteellongueur de la chaine aliphatique de I'alcool
(Lianos et Georghiou 1979). Ce résultat est coltéresc le fait que le pyréne est une base faible et
par conséquent la perturbation de la symétrie dedigcule est plus grande avec le méthanol ce qui
engendre une plus grande augmentation de lintewlgtla bande 11. De plus on remarque que les

deux solvants hétérocycliques (dioxane et THF) dest solvants apolaires pour lesquels les

3 Figure 3.7. Evolution des
A B rapports de fluorescence 11/13
du Py-met-chol a température
ambiante  dans  différents
solvants en fonction de la
constante diélectrique (A) et du
moment dipolaire (B).
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valeurs 11/13 sont les plus grandes. Ces résusians en parfait accord avec les mesures de Dong et
Winnik pour le pyrene comme nous le montre la #38r8 C. On a d’ailleurs une relation linéaire
entre les valeurs de 11/13 du Py-met-chol (écHeyf&®) et I'échelle Py du pyréne (r2 = 0.95):

Py =0.73Py + 1.15 EQ.2

En tracant I'évolution du rapport 11/13 en fonctida la constante diélectrigue ou du moment dipslair
du solvant (fig. 3.7 A et B) on s’apercoit que Bl/&4 tendance a augmenter lorsque ces deux
parametres croissent, bien gqu'il soit difficile @Blir une corrélation nette. Donc ces deux pareesét
jouent un réle non négligeable dans la sensibilitéspectre d’émission de fluorescence du Py-met-

chol a la nature des solvants, comme I'avaient i#jgarqué Kalyanasundaram et al. pour le pyréne.

3 3
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Figure 3.8. Evolution du rapport d'intensité de fluorescence 11/I3 du Py-met-chol dans 12 solvants organiques a
température ambiante en fonction de I'échelle Z (A), de I'échelle E(30) (B), de la valeur 11/I3 du pyréne selon Dong &
Winnik (C) et de I'échelle multiparamétrique 1 (D). Solvants polaires protiques (blancs) ; solvants polaires aprotiques
(gris) ; solvants apolaires (noirs) ; solvants apolaires aromatiques (carrés noirs)
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Maintenant si I'on s’intéresse a I'évolution du papt 11/13 en fonction des échelles de polarité
usuelles telles que celle de Kosower ou de Reithard voit que l'influence du solvant sur la
fluorescence du Py-met-chol est bien fonction dexatare (fig. 3.8 A et B). On détecte ainsi trois
groupes : les solvants protiques, aprotiques enhatiques, ce qui est consistant avec la littérature
L'influence des solvants protiqgues a déja été déscet trés peu de données sont disponibles sur les
interactions spécifiques entre le groupement pyetes composés hétérocycliques d’autant que dans
notre cas précis les conséquences sur la valddrl8esont faibles. De plus Zou et al. ont obsamé
bonne corrélation entre les valeurs 11/I3 et ldse8les Z et E(30) en prenant en compte les solvants
aromatiques (Zou et al. 2001). De méme les solvamligchlorés (ici le chloroforme) ont été décrits
comme corrélant mal ces deux échelles (Dong et Wit@84; Catalan 1997), ce qui n'est pas détecté
ici. Ces différents résultats montrent bien qu'@peut pas caractériser un solvant en fonction d’'un
unique parametre et qu'il est nécessaire d'utilisee approche multiparamétrique (prise en compte
des interactions spécifiques et non spécifiquer)diétablir une relation linéaire entre I'écheftg’™™
(1213 du Py-met-chol) et les caractéristiques sig@gants. Pour cela on prend comme point de départ
la bonne corrélation observée entre les valeuts'Ryle paramétra* pour les solvants aprotiques (r2
= 0.87), ainsi on obtient:

Py =1.03 +1.58 EQ.3

Il suffit alors d'intégrer les autres termes deliélle de Kamlet et Taft prennant en compte d’une
part le caractére accepteur de liaisons hydrogélesssolvantso) et d'autre part leur caractére
aromatique § (dans notre cas hétérocyclique). Le pyrene ntéfas un donneur de liaisons
hydrogene, la variablb de I'équation {) est donc égale & zéro. Ainsi on peut obtenir nafetion
linéaire entre ces trois parametres et construireachelle de polarité apparentée a I'échelle Ry dé
existante. Les valeurs optimales calculées nousetdra relation suivante :

Py"' = 1.58 + 1.0 - 0.035) - 0.18at Eq.4
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Cette relation est représentée sur la figure 368 Bméliore le coefficient de corrélation (r2 =1).9
Les valeurs respectives des variatldest a (1) caractérisent bien la faible sensibilité du Pyt-otel
pour les solvants aromatiques/hétérocycliques gtdade sensibilité pour les solvants protiques. Ce
résultats concordent avec ceux de Dong et Winriéq lgue ces auteurs trouvent une valeudde
supérieure.

Enfin il faut considérer le cas d’un dernier solivaleau. Si le pyréne a une solubilité relatiand
l'eau, au voisinage de 4 x 10M (Stepanek et al. 1998) les sondes Pyréne-cléot#sy sont
guasiment insolubles, ce qui n'autorise pas de rassquantitatives en fluorescence (formation
d’agrégats). On doit alors se baser sur la valedtédhelle Py en utilisant la relation linéai® @fin
d’'obtenir une valeur calculée de 2.51 pour I'eau l&chelle Py™ ce qui place ce solvant entre
I'acétonitrile et le DMSO, conformément aux obséinvegs de Dong et Winnik.

La sonde Py-met-chol a donc la réponse adéquate =~

27
, . DMSO
sonder le cceur des membranes biologiques (cha
hydrocarbonées des acides gras des phospholipi 265
correspondant a un environnement apolaire alipheati N
= i
dans lequel on trouve les valeurs de 11/I3 les fdildes
. . , . 255}
et contenant plus ou moins de molécules d'eau Ul't
donne une des plus fortes valeurs de I[1/13). | 5,5
Cyclohexane
conséquent le Py-met-chol devrait étre trés semsibla i
1.65 |
perméabilité a I'eau des membranes biologiques. I
. . . . o] i
Pour terminer, un point important qu'il faut abarést 516 | &M‘
la question de l'influence de la température surafgort I
155 |
11/13. En effet il a été rapporté que la valeurlti#3 du
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pyréne diminuait quand la température augmentast.
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phénoméne semble plus prononcé avec les solv Température (°C)

Figure 3.9. Evolution du rapport 11/13 du Py-

polaires, avec une légére diminution de 11/I3 e@6%C et  Metchol & 1 uM dans du DMSO et du
cyclohexane en fonction de la température. Les
symboles blancs représentent les mesures a

37°C (température physiologique) de I'ordre de 2184s 15T apreés passage & 55T.
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du DMSO et 1.4 % dans du dibutyle éther (Warislel@88). L'influence de la température sur la
fluorescence du Py-met-chol a donc été menée dars®luant polaire (DMSO) et dans un solvant
apolaire (cyclohexane): le rapport 11/13 du Py-rclet! a une concentration de 1 uM en solution est
mesuré en augmentant la température de 15 a 55RC deunouveau a 15°C pour veérifier la
réversibilité du processus (fig. 3.9). On retrodaetendance observée par Waris et al. avec une
diminution plus importante du rapport 11/I13 dansDMISO (-1.15 % entre 25 et 37°C) que dans un
solvant apolaire comme le cyclohexane (seulemeBt%) entre 25°C et 37°C). On peut considérer
gue l'augmentation de la température de I'échamtitliminue quantitativement les interactions entre
le groupement pyréne et les molécules de solvaatsiaduisant par une diminution de l'intensité de
fluorescence de la bande 11. Ce phénomene a atersamnplitude plus grande dans les solvants ou
11/13 est grand. La diminution de la constanteatirique des solvants avec la température peut auss
expliquer ces observations : la constante diétpatridu cyclohexane étant déja faitde=(2.02) on

comprend pourquoi le rapport 11/13 du Py-met-cholidue trés peu dans ce solvant.

3.2 Comportement des sondes vis-a-vis du cholestédans des milieux modéles

Il est évident que la présence méme de moléculssmtte Pyrene-cholestérol dans les membranes
phospholipidiques perturbe les propriétés physhimiques de celles-ci et le fait que les sondes
soient solubles dans de tels milieux ne donne padichtion sur la nature des interactions Pyréne-
cholestérol-phospholipides, autrement dit sur latupkation qu’elles induisent. Une facgon
d’appréhender ce phénoméne est de faire des étodgzaratives entre les sondes et le cholestérol,
dont le comportement dans les membranes est toggégtnotamment dans des travaux sur des
monocouches lipidiques, de calorimétrie différdigié balayage (DSC) ou de RMN-2H dans des
mélanges binaires avec des phospholipides. Airssdeex dernieres techniques ont été utilisées avec
la sonde Py-met-chol (la plus soluble des deux egndans des suspensions multilamellaires (MLV)
de DPPC. De plus I'analyse de la distribution Etedes deux sondes dans la membrane a été menée

dans des suspensions unilamellaires (LUV) composisedifférents phospholipides selon une
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approche originale mise au point par I'équipe d’#ntopez et utilisée dans I'étude de la sonde Py-

ester-chol (Lagane et al. 2002). Les différentaltés obtenus sont présentés dans la partie gui su

3.2.1 Mesure de la perturbation de phase du DPPCaduite par la sonde Py-met-chol

L’influence du cholestérol sur les différents édgsphase du DPPC a été intensivement décrite ces
vingt-cing derniéres années, c’est la raison paguélle ce phospholipide a été utilisé pour I'étude

comparative Py-met-chol et du cholestérol en DSRMN-2H.

3.2.1.1 Etude par calorimétrie différentielle a badyage

La DSC est une technique thermodynamique non ineases utilisée dans la détermination des
diagrammes de phase des lipides dans les membrertgdes et naturelles. On trouve ainsi beaucoup
de données sur des mélanges binaires stérols/phipsges. D'un point de vue général, la
température de transition de phase rend comptémlerdiie qu'il faut fournir pour rompre la cohésion
moléculaire caractéristique d’'un systéme membrardans un état ordonné tel que la phagptase
gel). Cette cohésion est entre autre assurée pdimisons de faibles énergies au niveau des chaine
hydrophobes (liaisons de Van der Waals). Brievemanéchantillon d'une suspension de MLVs d'un
phospholipide donné est placé dans une capsulésetimise dans un des deux fours du calorimétre.
Une capsule de référence contenant de I'air egpldans I'autre four et les deux fours sont mairgen
a la méme température. Ainsi lorsque qu’une transition exothermigue ou endothermique (c’est le
cas de la transition de phase gel-fluide @diol, une transition du premier ordre correspondard a |
fusion des phospholipides) se produit dans I'édami la chaleur du four est ajustée afin de
compenser la variation d'énergie. La différenceslitdeur apportéeAl), proportionnelle a I'énergie
de fusion des phospholipideH;), est alors directement recueillie en fonctionaléempérature. On
obtient ainsi des endothermes tels que ceux pe&saains la figure 3.10 pour des MLVs de DPPC

contenant différentes fractions molaires de chétestou de Py-met-chol. En ce qui concerne les
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suspensions multilamellaires de DPPC et de
Cholestérol Py-met-chol ]
DPPC/cholestérol, les endothermes enregistrés
sont en accord avec ceux trouvés dans la

littérature (McMullen et McElhaney 1995;

Mannock et al. 2006) et présentent une pré-

R J 5 transition a 36°C et une transition de phase gel-
10— N

N 15 ~ fluide vers 41.7°C pour le DPPC seul.

Cependant le manque de sensibilité de I'appareil

30 35 40 45 5030 35 40 45 50 , " , R
fait que la transition de phase semble disparaitre

Temperature (T) Temperature (C)
10 a 20 mol% en cholestérol alors qu'on devrait
s | encore I'observer. Néanmoins la comparaison
E
=6l relative entre le cholestérol et le Py-met-chol par
< | .
o cette technique reste pertinente.
o
g
E,| = Cholestral Les résultats montrent que I'augmentation de
A Py-met-chol . ;
0 la concentration en stérols provoque une

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

% molaire de stérols dans les MLVS diminution de la température de transition et la

) disparition de la pré-transition (fig. 3.10). Cet
Figure 3.10. Etude comparative de DSC sur des

suspensions de MLVs de DPPC contenant 0, 2.1, 5, 10, ,
15 et 20 mol% de cholestérol ou de Py-met-chol. En effet est plus marque dans le cas du Py-met-chol,

haut : thermogrammes, en bas : évolution de I'enthalpie

de la transition gel-fluide du DPPC. avec une température de transition observée a

39.3°C contre 40.3°C pour le cholestérol (a 10 mel¥stérols). Cela s’explique par le fait que ces
deux molécules sont plus miscibles dans la phagdeflque dans la phase gel. D’autre part la
transition disparait plus tot dans le cas de lalsdPy-met-chol (& 15 mol% contre 20 mol% pour le
cholestérol) ce qui montre qu’elle favorise légéeanplus la fusion des chaines acyles. Enfin lex de
stérols diminuent I'enthalpie de la transition dermére similaire bien que la coopérativité soit
diminuée plus significativement dans le cas delijprogressif de Py-met-chol (élargissement plus
important de la transition).

Ces résultats montrent que la sonde Py-met-cHel @tolestérol ont des effets assez comparables

sur les différents états de phase du DPPC, maitacggende perturbe Iégerement plus la membrane en
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inhibant plus efficacement la transition de phase e le fait le cholestérol. Par conséquent on peu
dire que la présence de la double liaison en posR0 du cholestérol et du groupement pyréne ne
perturbe pas autant qu’on pourrait le penser Uifice du coeur stéroide sur les bicouches lipidiques
Des résultats similaires ont été trouvés en DS@ &vestigmastérol, un stérol naturel différant du

cholestérol de part la présence d’'une double lagans la queue aliphatique (Wu et al. 2006). On
peut ainsi conclure que le cholestérol et le Py-chel ont un comportement membranaire trés proche

pour des concentrations faibles (typiqguement esalesde 5 mol%).

3.2.1.2 Etude par RMN 2H

Les phospholipides peuvent étre sélectivement d&igur une ou plusieurs positions le long de
'une ou des deux chaines hydrocarbonées. La rasemaagnétique nucléaire du deutérium (RMN-
2H) de ces lipides marqués fournit des informatisns le degré d’organisation moléculaire des
chaines acyles via les éclatements quadrupolairde paramétre d’ordre. Il a été montré que
l'introduction de 2H le long des chaines ne pesdunmas la structure et la dynamique des
phospholipides et augmente l'intensité du signaintédonné la trés faible abondance naturelle du 2H

(0.016%).

Figure 3.11. Principe de I'éclatement quadrupolaire d'atome de spin 1 tel que les 2H incorporés dans des
phospholipides organisés en liposomes. B, représente le champ magnétique de I'aimant du spectrometre, Avg est
I’éclatement quadrupolaire et  I'angle entre les chaines acyles des phospholipides et le champ By.
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Le deutérium a un spin nucléaire égal a 1, paréguent I'application d'un champ magnétique sur
celui-ci donne naissance a 3 niveaux énergétiggegliétants non dégénérés (-1, 0, +1), autorisant
ainsi 2 transitions (+1- 0 et 0~ -1). Les atomes de 2H possedent un moment quaditgoda a la
distribution asymétrique (non sphérique) des cladgmns le noyau. L’interaction quadrupolaire, qui
est prédominante, correspond a linteraction entre
ce moment et le gradient de champ électrique local
au niveau du noyau. Il en résulte que les trois

niveaux d’énergie ne sont plus équidistants et on

observe ainsi deux raies de résonances dans le r|| |r1

spectre RMN. L’écartement de ce doublet est M “ i.IH

appelé écartement quadrupolaite) (fig. 3.11). DPPCas UWIM l‘“l Wi'
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multilamellaires en phase fluide, les Figure 3.12. Spectres RMN-2H de MLVs de DPPCqe,
DPPCgs./5 mol% de cholestérol et DPPCgs./5 mol% de

.. , Py-met-chol en phase fluide (50°C). Chaque échantillon
phospholipides exécutent des mouvements |Ocauxcé/ntient 10 mg de phospholipides. Les MLVs sont dans
du tampon MOPS préparé avec de I'eau déplétée en

symétrie axiale telle qu'une rotation autour dedia deUtem-
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long de la molécule et une oscillation de cet akewr de la normale de la bicouche. Ces mouvements
affectent les écarts quadrupolaires. La diffusiatérle n’intervient pas dans la réorientation
moléculaire pour ce genre de vésicules (diametpgrgeur & 200 nm). La grandeur de ces écarts
dépend de la mobilité de liens C-?H : ils sont lfeslpour les liens mobiles en bout de chainesust pl
grands pour les lipides a mobilité restreinte sitoies de la téte polaire.

La figure 3.12 montre les spectres RMN-2H acqus®3C de MLVs de DPPg, (les deux chaines
acyles sont deutérées) et de DRPContenant 5 mol% de cholestérol ou de Py-met-chatette
température les MLVs sont en phase fluide puisguPPPGs, a une température de transition de
phase inférieure au DPPC, soit d’environ 36°C (Kuet al. 1981). On sait que le cholestérol a la
propriété d'ordonner les chaines acyles des phdipples, ce qui se traduit par un élargissement du
spectre RMN (Sankaram et Thompson 1990; Vist etidDa990) car la mobilité des liaisons C-2H
d’'une partie des chaines acyles diminue. Dans wagecet effet est visible (et du méme ordre) aussi
bien avec 5 mol% de cholestérol qu'avec 5 mol% genBt-chol (fig. 3.12) ce qui montre qu'a ce
taux d’'incorporation dans les membranes phospldidjpes la sonde influe sur son environnement de
la méme maniére que le cholestérol. Un tel effelég été observé par RMN-2H dans le cas de
I'ergostérol, un analogue naturel du cholestérékentant des différences au niveau du cceur stéroide
et de la queue aliphatique (présence de doubiesris), dans du POR{ (Hsueh et al. 2007) ce qui

montre la « robustesse » de ce genre de chasssulate dans I'organisation des chaines acyles.

3.2.2 Effet du taux d’insaturation des chaines acgb des phospholipides sur la distribution

latérale des sondes dans des LUVs.

Connaitre la distribution latérale de I'ensembks donstituants des membranes naturelles, et
notamment des lipides, reste un enjeu de tailleuadjhui. En effet les distributions des différente
espéces dans le plan de la membrane résultentedsgmble de contraintes dont certaines sont bien
identifiées, comme les mésappariements hydrophdbssliaisons hydrogénes, la température, la
ségrégation latérale de phase et dans le cas dbnaess cellulaires, les processus dynamiques tels

gue les interactions protéines-lipides, l'interventdu cytosquelette... Malheureusement il est a
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I'heure actuelle impossible d’appréhender la distibn de la totalité des constituants membranaires
compte tenu de la trés grande quantité et divedst® molécules présentes dans les membranes
naturelles. Méme en ne considérant que les lipitedoit souvent se restreindre a I'étude simultanée
d’'un ou deux composés dans des contextes bierigidéim ce qui concerne la distribution latérale des
lipides présents dans les membranes d’eucaryatgmgréculier les phospholipides, la sphingomyéline
et le cholestérol, les études menées jusqu’a présen basées sur des approches macroscopiques
utilisant les propriétés de miscibilité des lipides membrane modéle, telles que : les études de DSC
montrant I'existence de phases fluides enrichiesauen cholestérol (McMullen et McElhaney 1995)
ou encore l'association préférentielle du choledt@vec la sphingomyéline plutét qu’'avec les
phosphatidylcholines (Demel et al. 1977); l'utitisa d’'imagerie en fluorescence dans des GUVs
montrant la préférence du cholestérol pour desgshdites « rafts » (sphingomyéline/phospholipides
saturés) plutét que « non raft » (phospholipidsatinrés) (Bacia et al. 2005) ; ou enfin les preasier
études de monocouches phospholipides/cholesténalramt des structurations latérales ordonnées du
cholestérol (Weis 1985). Cependant peu d’infornmetisont disponibles sur I'organisation latérale a
une échelle nanométrique. D’autres approches arilisdes sondes fluorescentes dérivées du
cholestérol (DHE) (Chong 1994; Chong et Sugar 2@02)e phospholipides (diPyr-PC) (Somerharju
et al. 1985; Virtanen et al. 1995) ou encore dasikstions numériques (Huang et Feigenson 1999;
Huang 2002) ont révélé que le cholestérol se négait dans une membrane phospholipidique en un
maillage hexagonal dit « super-réseau ». Il sembéele cholestérol ait la capacité de s’auto-ogni
dans les membranes d’autant plus que cette molétilpart son coeur stéroide, peut s’empiller pour
former des cristaux (Norton et Ohrt 1966). Cettgtriiution du cholestérol est tres dépendante de
'environnement lipidique et notamment du degré siduration des chaines d'acides gras des
phospholipides. En effet le cholestérol se répaltitmaniere d’autant plus hétérogéne (formation
d'iléts) dans une membrane phospholipidiqgue que d¢baines d'acide gras sont insaturées
(Pasenkiewicz-Gierula et al. 1991). Cependantupat de ces études ne donnent acces qu’a un état a
I'équilibre de la distribution des lipides. Il es¢anmoins possible, en ce qui concerne le chotéstér

dans des environnements simples, d’accéder a Entlgne de sa distribution latérale.
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L’étude de la distribution latérale du cholesté&lahs différents environnements lipidiques a été
menée en utilisant la sonde commerciale Py-esw@r{tiagane et al. 2002) dans des liposomes en
faisant appel a la propriété hypochromique du geawgnt aromatique lors d’'un processus d'auto-
association (Rodriguez 1995) de cette sonde dapkiede la bicouche. Cependant I'extension des
résultats au cholestérol est limité par la relatigat faible miscibilité de cette sonde dans les
membranes (<7 %mol), due en partie a la présenda ligison ester. C’est la raison pour laquelle
nous avons étudié la distribution latérale des ssndly-met-chol et Py-céto-chol, beaucoup plus
soluble que le Py-ester-chol. Pour cela jai réalies LUVs par sonication en utilisant différentes
phosphatidylcholines (téte polaire neutre a pH filggique) au degré de saturation des chaines
d’acide gras croissant: mon choix s’est portélsubMPC (C14:0), le POPC (C18:1, C16:0) et le
DOPC (C18:2) contenant des fractions molaires samites de sondes Py-met-chol ou Py-céto-chol
(de 0.1 a 5 mol% de sondes par rapport au nombraddes total de phospholipides). Afin d’avoir
acces a I'absorption des trés faibles fractionsaimesd de sondes j'ai utilisé des suspensions desLdJV
trois concentrations lipidiques différentes (0.15 @t 1 mM) et au total plus d’'une trentaine de
suspensions par condition ont été utilisées afiptithiser les calculs de régression (décrits phirs) |
et d’obtenir les valeurs de paramétres les plesfihes spectres d’absorption ont été enregistrités e
280 et 500 nm pour permettre une bonne extractobatisorption du groupement pyréne et a 30°C

(au-dessus de la température de transition de plessghospholipides utilisés).
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3.2.2.1 Mesures de I'absorbance du chromophore pyme dans des LUVs

Pour avoir acces a I'absorption propre des songesnB-Cholestérol dans des LUVs il a fallu
pallier la contribution de la diffusion de la lureéegénérée par les suspensions de liposomes Isrs de
mesures (turbidité). En effet la lumiere est foremdiffusée dans la gamme de longueurs d’'onde
d’absorption du pyréne (300-380 nm), ce qui seuitagar une augmentation de I'absorption
apparente de I'échantillon a mesure que la longd&ande de la lumiére incidente diminue et rend
difficile I'exploitation des résultats. La diffusiode la lumiere par de tels échantillons est
principalement liée a la taille des particules & éoncentration en lipides (Pozharski et al. 200h
estime généralement la turbidité d’'une suspensiobléV/s par une mesure au-dela de 500 nm afin de
se placer dans des conditions de régime de Rayl&gbgue la longueur d’onde de la lumiere

incidente }) est supérieure a la taille des objets observéi, larsque le parametre de taille
a:(Zn DT)/X << 1 (Matsuzaki et al. 2000) avec r le rayon moyes vésicules. Dans ce cas,

'absorption apparente A}, due a la diffusion de la lumiere par I'échaptil] est inversement
proportionnelle a la puissance quatrieme de la Ueng d'onde de la lumiere incidente et est

communément décrite par la loi :

A(L)=A() le“ +A(0) , A(n)OO Eq.5 (Bullova et Balgavy 2005).

Ou AQA) est la turbidité et A(1) et A(0) sont des contganCependant dans mon étude I'estimation
de la turbidité a été nécessaire a une longueurdd’'ale 346 nm (longueur d’onde d'absorption
maximale du pyrene de la transition-S82). Sachant que dans mes suspensions le rayomrdege
LUVs (obtenu par sonication et apres relaxation3un& par la technique de DLS est det&nm, on
aa = 1.63, ce qui nous place dans un régime de dbffiude Mie ou la relations] n’est plus valable.
Ainsi jai d0 adapter de maniére empirique I'éqaati() pour représenter plus correctement la

diffusion de la lumiére par les suspensions de LUMsaboutit & la relation suivante :

AQW)=AQ)E-1_+A(0) , A()OD  Eq6

A2
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Ou AQA) est la turbidité et A(0), A(1) et A(2) sont desnstantes. J'ai développé un programme en

Visual Basic sous Microsoft Excel permettant I'sfusent des parametres A(n) des équatidhef(

(6). Il est basé sur l'algorithme de Levenberg-Marquardt (Lé&eeg 1944; Marquardt 1963)

nécessitant que les équations soient dérivableguicest le cas iciLa figure 3.13 illustre la qualité
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Figure 3.1 3. Représentations des ajustements des
spectres  d'absorption de suspensions de
liposomes de POPC a 0.1, 0.5 et 1 mM (courbes
vertes) et de POPC/Py-met-Chol (99:1) a 0.1 mM
(courbe bleu) par le programme de minimisation
basé sur I'’équation (5) (courbes rouges) ou (6)
(courbes noires).

des ajustements des équatiob} €t 6) lorsqu'on y
injecte les valeurs expérimentales d’absorption de
suspensions de LUVs de POPC pour trois
concentrations lipidiques différentes : 0.1, 0.9 etM
(courbes vertes). On voit clairement que I'équat@n
donne les meilleurs ajustements des données
expérimentales quelle que soit la concentration en
phospholipides de I'échantillon (courbes noiresg. L
programme développé a donc permis de calculer la
composante diffusionnelle de toutes les suspensiens
liposomes contenant une certaine fraction molage d
sonde Pyrene-cholestérol en se basant sur lesryaleu
d’absorbance en dehors de la gamme d’absorption du
pyréne, soit a 290 nm (entre les 2 spectres d’pbiear
correspondant aux transitions électroniques & et

S— S3) et de 385 & 500 nm. S’étant auparavant assuré
que l'on a pas de décalage de la longueur d'onde
d’absorption maximum du pyréne en fonction de
I'échantillon et connaissant la concentration dedso
Pyréne-cholestérol dans [I'échantillon, on extrait
'absorbance du pyréne a 346 nm, afin de calcder |
coefficient d’absorption molaire (M*6m™) grace a la

loi de Beer-Lamber €yeas= Ai=a46/ C x | 0U C est la
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concentration en sonde de I'échantillon (md), | le chemin optique de la cuve (cm), et-Ae

I'absorbance du pyréne dans I'échantillon & 346 nm.
3.2.2.2 Présentation du modéle isodesmique.

Dans le cas d'un phénomene d’agrégation multipleaddéle le plus simple consiste en un schéma
additif : un monomere donné; peut s'associer a n'importe lequel des compleXga fbrmés parmi
les A molécules présentes. Les espécas A, As... A, correspondent aux différents états
d’agrégation des molécules de I'espéce chimiquesolt,: des monoméres, dimeres, trimeres... n-

méres (on parlera de stack ou d’empillement arpe**

. ~ K2 \
du dimére). AL+ A @_ A,
Ks

Chaque équilibre est décrit par une consta
q a P AL+ A, ﬁ As

d’équilibre thermodynamique (d’association), K, Ky >[An] =n-K"™.[A1]"
. AL+ A ﬁ. Az

Ks; ... K, Etant donné le nombre important ¢ , : Eq.7

paramétres utilisés dans ce modéle dagrégat ' ' K,

, . . , . . . AL+ Ang Anj
moléculaire, il est nécessaire d'introduire ul

simplification : c’est la raison pour laquelle lodgle '\ )
bicouche

dit «isodesmique » a été utilisé (Rodriguez 199 \ lipidique

c’est un modele auto-associatif qui pose le postt

que l'association des molécules entre elles (datre n

cas les sondes Pyrene-cholestérol) se fait de near

linéaire et indéfinie. Chaque événement d'assasiat

est caractérisé par la méme constante d’associktic

(M™?). Trois contributions sont suffisantes pol

prendre en compte Il'ensemble des proprié

d’absorption des sondes Pyréne-cholestérol: |,

1 1

coefficient d’absorption molaire des monomer Figure 3.14. Modéle d'auto-association des sondes
Pyréne-cholestérol dans des membranes de LUVs.
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libres €mong €t les coefficients d’absorption molaires deséunales qui constituent les stacks, a savoir
les n-2 sondes a l'intérieur d’un staek) et les 2 sondesd) aux extrémités du stack (fig. 3.14). En
considérant les fractions molaires respectivele ces trois entités, on a la relation suivante :
€meas Omono * €mono + Oext * €extT Uint * Eint Eq8
aveCUmono + Oext + Qine = 1 EQ.9
Soit G la concentration molaire totale en sondes dawhdigtillon (cf. chapitre 3.2.2.3 sur l'unité de

Cr), selon la loi de conservation de masse on peireéc
n
Cr=>[A;]0 Eq.10
i=1

ou [A] est la concentration en n-meéres constitués dalécules de sonde Pyrene-Cholestérol. Ainsi,

si [A{] est la fraction molaire en monomeéres, on a :

mono

_[Al] _3-20A] _(-27A]
= Eq.11 ,aext—; o Eq.12 et a, -ZZZT Eq.13

A partir des équationg) et (L0) on tire une équation reliant K et [Ay] :

[A 1 1 \/4CTDK+1 14
K 2K? [Cr

Alors on injecte les relationg) et (14) dans les équationdl) a (13) et on obtient les expressions des

fractions molaires des trois entités décrites panddéle:

1 +1_\/4CTDK +1

a
moro K [(Cr 2K? [Cr?

Eq.15

o :_CT_[Al] + 2K l:ﬁ'Al]z Eq16

" Cr orifi-kda,]y

— ZDCT _[Al] _ 2K |:ﬁAl]z Eq17

T o ort-kda)P

Ainsi, connaissant la concentration totale €h sonde Pyrene-cholestérol de chaque suspension d

o

LUVs et leur coefficient d’'absorption molaire respa 346 nm, on aboutit & une relation a quatre
inconnUes Emeas= [ K, €mono Eexts Eint (Cr). J'ai pu déterminer ces parametres en utilisaptraéthode

de calcul de régression non linéaire itérative basg I'algorithme VAOA4 (Powell 1964) implémenté
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dans une macro en Visual Basic sous Microsoft Ex&®ur limiter l'impact des erreurs
expérimentales dues a la manipulation de tresesibbncentrations de lipides introduisant une plus
grande incertitude sur la quantité de sonde présdgams ces échantillons, la somme des carrés des
écarts (SCE) est pondérée en 1/Y2, soit eg,L)2. Les bornes de chaque parametre sont calculées
comme suit : on fixe la valeur de trois des paragsed la solution et on fait varier le quatriemerno
détecter les valeurs limites (bornes supérieursfétieure) pour lesquelles on ne s’écarte paslae p

de 5 % ¢ = 0.05) de la somme des carrés des écarts dautooadSCE,). On se base pour cela sur la

loi de Fisher-Snedecor (comparaison des variances):

_ f g
SCEorme = SCEqy| [E(mj +1} Eq.18

ou N est le nombre de points expérimentauxglgs), k le nombre d’inconnues (k = 1), q le nombre
de combinaisons linéaires indépendantes reliamdesmetres (q = 1), et f le paramétre de Fistfer (

table de Fisher avec= 0.05, ddi = g et dd} = N-Kk).
3.2.2.3 Présentation du modele dimérique

Le modéle dimérique peut étre vu comme un casqodidi (et restreint) du modéle isodesmique.
En effet, on considére dans ce modéle que l'agsatiales monomeéres aboutit uniqguement a la
formation de diméres. La philosophie générale denodele étant tres similaire a celle du modéle
isodesmique, les équations ne seront pas développéea ainsi :

€meas Amono * €mono T Odim * Edim qug

aveCOmono + Ogim = 1 EQ.20

_A8CrK+1-1
Oy = Eq.21
4K [Cr

Toutes les données expérimentales présentéestid@téranalysées selon les deux modeles. La
comparaison des valeurs des S§éntre les deux modéles a montré dans tous legueate modele
isodesmique était le plus apte a décrire I'évotutiol coefficient d’absorption molaire lors de l'aut

association des sondes Pyrene-cholestérol danmdethranes. Le tableau 3.2 met en évidence la

82



moins bonne efficacité du modéle dimérique a remtmapte de I'auto-association du Py-met-chol
dans trois environnements lipidiques différents.voi que SCE, -iso est toujours inférieur a SGE
-dim, ce qui montre que le modéle isodesmique tdéugux la réalité expérimentale que le modéle
dimérique. De plus, dans le cas de ce dernier reptes valeurs calculées pour certains parameétres
n'ont pas de réalité biologique, c’est notammertde diemn, dans des LUVs de DMPC ou de DOPC

ou encore de K dans les LUVs de DMPC.

SCEg, -iso SCEg, -dim K (MY € mono Edim n
E DOPC 2.246 10 2.647 10 2448 247280 31330 33
(@]
E POPC 3.557 10 3.962 10° 821 145430 31700 31
% 2 2
o DMPC 1.155 10 1.291 10 210620 1406550 31180 66

Tableau 3.2. Comparatif entre les sommes des carrés des écarts solutions calculées en fonction du modele isodesmique
(SCEsq -iso) et dimérique (SCEs, -dim) et des paramétres issus des régressions non linéaires des données d'absorption de la
sonde Py-met-chol dans des LUVs de phospholipides. n correspond au nombre de données expérimentales.

3.2.2.4 Analyse des résultats

Pour les sondes Py-met-chol et Py-céto-chol lesfficmmts d’absorption molaires€gead
diminuent de maniére non linéaire lorsque la faactinolaire en sonde augmente, et ce dans les trois
environnements lipidiques, pour finalement atteendes valeurs plus stables de I'ordre de 32000 cm
LM™ & partir de 1 mol% (fig. 3.15 et 3.16). Ces évohg non linéaires, caractéristiques de
I'empillement des chromophores dans les différestespensions, révélent un hypochromisme du
chromophore qui est la signature d'un processus-aagociatif du pyréne, comme cela a été révélé
par I'étude du comportement d’absorption du pobi(idpyrene) dans du tétrahydrofurane (Todesco
et al. 1986) ou du pyrene-hydroxypropyl-cellulosngl I'eau (Winnik 1993). Ces comportements
auto-associatifs avaient également été mis en dstdgrace au Py-ester-chol dans des LUVs d’egg-
PC et de DOPC (Lagane et al. 2002) alors qu'ilsor@ pas observés lorsque I'on utilise des sondes

pyréne-PC ou pyrene-PG dans des LUVs d’'egg-PC (Mazet al. 2001). Cela laisse a penser que
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Figure 3.1 5. Evolution du coefficient d’absorption molaire du Py-met-chol en fonction de sa fraction molaire dans des
LUVs de DMPC (n = 66), POPC (n = 31) et DOPC (n = 33) a 30T. Les courbes représentent les régressions non
linéaires calculées selon le modeéle d’auto-association isodesmique dont les valeurs des paramétres sont récapitulées
dans le tableau 3.3.

c’est la moitié cholestérol des sondes Pyréne-shin@ qui est a I'origine de I'auto-associationcgs
sondes dans les membranes et non le groupemeniepyre

Lorsque I'on compare les valeurs &gaspour les plus faibles quantités de sondes (0.3-6d41%)
dans les LUVs on se rend compte qu'elles sont togjoplus grandes dans les LUVs aux
phospholipides les moins saturése.{ DOPC) >€,..{POPC) >£.,..{ DMPC). Des études menées sur
des sondes ayant un noyau azote (avec un éleatroappari€) greffé a différents niveaux ont révélé,
par résonance de spin électronique, que les meedbramstituées de phospholipides insaturés avaient

un cceur plus hydrophobe que celles constituéepéties saturées (Subczynski et al. 1994). Cela est
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Figure 3.1 6. Evolution du coefficient d’absorption molaire du Py-céto-chol en fonction de sa fraction molaire dans
des LUVs de DMPC (n = 30), POPC (n = 47) et DOPC (n = 37) a 30C. Les courbes représentent les régress ions
non-linéaires calculées selon le modéle d'auto-association isodesmique dont les valeurs des paramétres sont
récapitulées dans le tableau 3.3.

du a la présence des doubles liaisons en configareis qui limitent la pénétration de I'eau a travers
la membrane. Nos observations pourraient alorbtger par un effet de solvatation (ici les chaine
d’acide gras) jouant sur la structure vibroniquegdaupement pyréne et aboutissant a une plus grande
absorption dans les LUVs les plus hydrophobes. Barsles cas, a mesure que la fraction molaire en
sondes augmente, leg..sconvergent vers des valeurs trés proches (~32006nvt) ce qui indique

que l'auto-association des sondes est plus impertdans les environnements aux phospholipides

insaturés.
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Les données ont été analysées plus finement ésaatile modéle isodesmique afin de déterminer les
constantes d’association des deux sondes dansolestypes d’environnements phospholipidiques
ainsi que les contributions d’absorptiamn. €ext €t €. LES valeurs obtenues sont présentées dans le
tableau 3.3. Les valeurs des constantes d’assmtiktconfirment que le processus d’auto-association
des sondes Pyreéne-cholestérol est plus efficace ldarenvironnements insaturés avegds > Keopc

> Kpupc €t avec des constantes d’association supérieanes lé cas de la sonde Py-céto-chol. Ce
dernier résultat est cohérent avec le fait queecgihde est celle qui a la plus faible miscibilités

constantes d'association du Py-ester-chol, domtis&ibilité est encore plus faible, étaient supégs

epsilon(M™ x cm®)

K (MY [K £SD] € mono [ € mono2 SD] € oxt [ € ext 2 SD] Eint[€ int 2SD] n
— 669 143510 70750 31360
= DOPC [609-739] [126700-160310] [68260-73240] [30850-31860] O
(&)
= 281 77270 61860 31020
g POPC [230-346] [64080-90470] [58710-65010] [30140-31010] o1
& pMpc 93 77470 37960 31550 4
[84 to 103] [74260 to 80690] [36750 to 39170] [31030 to 32070]]
o 785 127410 95470 31590
% DOPC [712-868] [109870-144960] [92310-98630] [3076032420] o'
_,Clj 338 93770 72570 30180
Q PORC [268-435] [69230-118310] [67430-77720] (28470-31880] '
>
89 92590 41080 32950
o
DMPC [79-100] [87730-97450] [39270-42880] [32240-33660] 30

Tableau 3.3. Récapitulatif des paramétres issus des régressions non linéaires des données d'absorption des sondes Pyrene-
cholestérol dans des LUVs de phospholipides calculés selon le modéle isodesmique. Les écarts types sont calculés comme
décrit dans la section 3.2.2.2. n correspond au nombre de données expérimentales.

et elles aussi fonction des phospholipides utili&@@&c Kopc > Kegg-rc > Kowrc). On peut donc
supposer que le cholestérol a des constantes diagen Iégerement inférieures a celles appréhendée
par la sonde la plus miscible : le Py-met-chol. @siltats prouvent donc que les sondes Pyrene-
cholestérol sont plus idéalement miscibles (distidm latérale plus homogéne) dans les
phospholipides aux chaines d'acide gras saturéesiguos les espéces insaturées, comme cela a été
montré dans de nombreuses études pour le cholle@é@senkiewicz-Gierula et al. 1991; Brzustowicz

et al. 2002). En d'autres termes les sondes PyrBalestérol ont plus d'affinité pour les chaines
acyles en configuratiotrans-gaucheque pour elles-mémes, ce qui n'est pas vrai pesirchaines

acyles présentant une double liaison en configamatis. Ce phénoméne est une conséquence directe
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de la capacité du cholestérol a condenser les ehaicyles saturées (Silvius 2003; Aittoniemi et al.
2006). D’autre part on obtient tOUjOUESno > €ext > €, iNdiquant que I'on a bien formation
d’empillements de sondes ou le pyrene absorbeatiantoins les photons a 346 nm que ses électrons
1T sont impliqués dans les associations avec &Jf) Ou deux §.) autres groupements pyrene.

D’ailleurs plus les sondes s’auto-associent et plus

la proportion de chromophores ayant une
contributiong;,, est importante, d’ou les valeurs de
€meas QUi tendent vers celles de, pour des
fractions molaires supérieures a 1 mol%.

Le modéle isodesmique permet également,

aprés avoir expérimentalement déterminé les

constantes d’association, de prédire I'évolution de
la distribution et de la taille des n-meres en
fonction de la fraction molaire de sondes présentes
dans la membrane (Rodriguez 1995). Ainsi
différentes distributions sont représentées paair le

n-meres (jusqu’a I'’hepta-meére) avec les constantes

d’association du Py-met-chol de 93'M281 M* et

Fraction molaire des n-mers de cholestérol

K=669M™
0.8 669 M' correspondant respectivement aux valeurs
—— mono-mére mesurées dans des LUVs de DMPC, de POPC et
06 f ——di-mére
trrmere de DOPC (fig. 3.17). Etant donné que le processus
tetra-mere
04 } —— penta-mere Lo .,
——hexa-mére d’auto-association des sondes est dominé par la
—— hepta-meére
0.2 partie  cholestérol, ces distributions sont
0 transposables dans la gamme étudiée (entre 0.1
0.01 0.1 1 10

mol% et 5 mol%) a la distribution latérale du
Log(mol% de Py-met-chol dans les LUVS) 0 )

Figure 3.17. Evolution de la distribution des n-méres cholestérol lui-méme dans les membranes. Comme
de Py-met-chol dans des LUVs (jusqu’a I'hepta-mére),

selon le modéle isodesmique, pour des constantes . . .

d'association de 93 M?, 281 M' et 669 M’ le montre le modéle isodesmique, pour une
correspondant a celles calculées dans des

membranes de DMPC POPC et DOPC.
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fraction molaire en Py-met-chol donnée (ou en dtélel), plus la constante d’association est grande
et plus on est en présence de n-méres de grariltes &u détriment des monomeres. Ainsi a 5 mol%
en sonde il faut tenir compte des [1 a 7]-meresdarDMPC, [1 a 15]-méres dans le POPC et [1 a
24]-meres dans le DOPC pour décrire le comportem@ut-moins 90 % de la population de sondes
dans ces membranes. Cette description est donccendaavec le fait que le cholestérol a tendance a
former des oligomeres en présence de phospholipiglast des doubles liaisons en configuraticmn
(Pasenkiewicz-Gierula et al. 1991; Miao et al. 200 plus il est connu que le cholestérol forme de
complexes « condensés » avec les phospholipidesesdte que I'on observe avec le Py-met-chol en
RMN-2H) pour générer des phases lo au sein deephidsce qui explique la distribution hétérogene
de la sonde méme dans le DMPC (Silvius et al. 1988anmoins ces résultats ne sont pas
compatibles avec une distribution homogéne dansswper-réseau hexagonal. Cela s’explique
simplement par le fait que dans ce modele lesdntiems cholestérol-cholestérol sont considérées
comme inexistantes. Enfin on verra que la connagsale la distribution du Py-met-chol dans les
membranes est une information utile dans I'anafiesemesures de fluorescence dans des membranes

modeles ou naturelles.

3.3 Mesure de I'influence du cholestérol sur les ppriétés physiques des membranes

3.3.1 Distribution latérale des sondes en fonctioahe la fraction molaire de cholestérol

Dans la continuité des résultats précédents, liarfte de la présence de cholestérol dans la
membrane des LUVs sur la dynamique d’auto-assoadiatu Py-met-chol a été mesurée. Cela a été
réalisé en phase fluide (37°C) dans des liposoneeDBIPC contenant 0, 15 ou 30 mol% de
cholestérol soit respectivement, considérant Igrdiame de phase du DMPC (Almeida et al. 1992),
dans des membranes en phase liquide désordonrgenatebranes présentant une coexistence de
phase Id-lo et enfin dans des membranes entiereemephase liquide ordonnée. L'intérét d’'une telle
démarche est de déterminer la miscibilité relativePy-met-chol en fonction de I'état de phase de la

membrane, grace a la mesure de la constante diasodK et ainsi de connaitre la partition de la
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Figure 3.1 8. Evolution du coefficient d’absorption molaire du Py-met-chol en fonction de sa fraction molaire dans
des LUVs de DMPC (n = 66), DMPC contenant 15 mol% de cholestérol (n = 36) et DMPC contenant 30 mol% de
cholestérol (n = 34) a 30C. Les courbes représente nt les régressions non linéaires calculées selon le modéle
d’auto-association isodesmique dont les valeurs des paramétres sont récapitulées dans le tableau 3.4.

sonde lorsque différentes phases coexistent.

Les résultats d’absorption sont présentés dangueef3.18 et les valeurs des parametres calculés
sont rassemblées dans le tableau 3.4.

L’'analyse des données d’absorption par le modeldesmique a révélé quetec > K pvpc 15moioe
chol > K bmpe 30moios chol(Cf. tableau 3.4). Cela démontre que le processusadaasociation du Py-met-
chol est d’autant plus faible que la quantité delestérol est grande, avec une diminution sigrtifrea
de 53% de la valeur de K entre un environnemensgiialipidique saturé (donc en phase Id) et le

méme environnement contenant 30 mol% de cholestdonic en phase 10). Plus la valeur de K est
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epsilon(M™ x cm?)

K (M) [K £SD] € mono [ € mono SD] € ext [€ ext2 SD] Eint[€int 2SD] n

— 93 77470 37960 31550
8 DMPC [84 to 103] [74260 to 80690] [36750 to 39170] [31030 to 32070]] 66
o
?') DMPC/chol 68 74450 34940 31220 56
£ (85:15) [61 to 75] [71800 to 77090] [33800 to 36080] [30660 to 31780]
A DMPCchol 43 73070 33080 30790 44

(70:30) [38 to 49] [71350 to 73780] [32300 to 33870] [29360 to 31200]

Tableau 3.4. Récapitulatif des parameétres issus des régressions non linéaires des données d’absorption du Py-met-chol dans
des LUVs de DMPC avec 0, 15 et 30 mol% de cholestérol calculés selon le modéle isodesmique. Les écarts types sont
calculés comme décrit dans la section 3.2.2.2. n correspond au nombre de données expérimentales.

faible et plus la sonde est distribuée de maniéredgene dans la membrane. Ceci montre clairement
que la sonde Py-met-chol est davantage solvatégu@lle est dans un environnement enrichie en
cholestérol. On peut ainsi conclure que le Py-rhel-est plus idéalement miscible dans les phases lo
que dans les phases Id. C’est un résultat tresrtanptoqui montre la justesse du choix de I'utilisat

(et de la synthése) des sondes de la famille Pygiéolestérol comme rapporteur de phases lo. D'autre
part, le fait d’obtenir une valeur intermédiaireKléans le mélange DMPC/15 mol% chol est cohérent
avec la notion d’'une coexistence de phases Id @éahs ce type de membrane, comme cela a déja été
suggéré (Vist et Davis 1990; Sankaram et Thomps8®l;1 McMullen 1996). Les différents
parameétreSmona Eint €t Eext SONt quasiment invariants dans ces trois envinmenes, ce qui souligne la
finesse et la robustesse de cette approche.

Le modele isodesmique permet aussi d’avoir actaslgstribution latérale théorique des sondes au
sein de la membrane des LUVs pour une concentratiosonde donnée. On peut alors connaitre la
gquantité de monomeéres, le n-mére présent en parglgrquantité ou encore le n-mére le plus long
présent dans la membrardd. tableau 3.5). L’intérét de connaitre cette répartiest double : d’'une
part on peut estimer la quantité de monomeres dad¥ychol dans une membrane lipidique donnée,
ce qui est une information nécessaire si 'on veeher des études de spectrofluoriméfedhapitre
3.3.2) et d’autre part on peut corréler ces donadadistribution du cholestérol dans les memisane
Par exemple pour 2 mol% de Py-met-chol dans la mameh on voit que I'on trouve la plus grande
proportion de monomeres dans les phospholipidesésa{DMPC) contenant ou non du cholestérol.

D’ailleurs dans ces conditions le monomeére esotargj'espece majoritaire avec des empillements de
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KM™ Py-met-chol (mol %)

2 5 20 30

monomere (%)  [n-méres majoritaire* /plus grand n-mérep**

DOPC 669 5.7 [4/14] [6/22] [12/45]  [14/55]
POPC 281 12 [2/9] [4/14]  [8/29] [9 /36]
DMPC 93 26 [1/5] [2/8]  [4/16] [5 /21]
DMPC/chol (85:15) 68 68 [1/4]  [2/7]  [4/14] [5/17)
DMPC/chol (70:30) 43 93 [1/3] [2/5]  [3/11] [4 /14]

Tableau 3.5. Calcul théorique selon le modéle isodesmique et & partir des constantes d’'association, de la distribution des n-
méres de Py-met-chol dans des LUVs de différentes compositions. * le n-méres majoritaire correspond a I'espéce ayant la plus
grande fraction molaire parmi les différents n-meéres présents dans la membrane. ** Le plus grand n-méres représente le plus
long empilement de sondes que I'on peut trouver dans la membrane pour une concentration donnée en sonde.

sondes ne dépassant pas 5-meéres. Dans le POP@8osphplipide entrant dans la composition de la
membrane plasmique, on est majoritairement en pcésde diméres (12 % de monomeres) et dans
une membrane de DOPC la sonde est principalemestfeome de tétraméres avec seulement 5.7 %
de monomeres. Sachant que la partie cholestéral kstigine de I'auto-association du Py-met-chol
dans les membranes, les données confirment qubolestérol est capable de former des stacks,
comme cela a été montré dans differentes étudebct$uski et Kusumi 2003) et I'approche
isodesmique nous permet de déterminer finemenilla et la quantité de ces stacks. Ainsi une phase
lo (ici DMPC/30 mol% cholestérol a 37°C) comportermajoritairement des pentaméres de
cholestérol, ce qui va a I'encontre d’un modeledigribution réguliere du cholestérol dans les

membranes phospholipidiques proposé par certatesiduChong et Sugar 2002).

Les différents résultats d’absorption des sondesgrigycholestérol et notamment du Py-met-chol
nous montrent : d’'une part que ces sondes sontode kapporteurs de la distribution latérale du
cholestérol au niveau moléculaire dans les membrhisdogiques modeles et d'autre part le Py-met-
chol partitionne est plus miscible dans les phdse€umulés avec les données de RMN-2H et de
DSC, les résultats montrent que la sonde Py-mdta&hm comportement dans les membranes trés
similaire a celui du cholestérol. Cependant, si ltmnsidére les valeurs des constantes d’assatiatio

pour les trois sondes Py-met-chol, Py-céto-chétyeester-chol (pour cette derniarie (Lagane et al.
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2002)) on se rend compte que la nature des atomemposent la liaison entre le cholestérol et le
pyréne a un impact non négligeable. Par conséqlugtiiisation d’'une sonde avec une simple liaison
en position 20, plus proche de la structure du egtétol, permettrait d’appréhender encore plus
finement la distribution du cholestérol dans lesnbeanes modéles. La synthése d’une telle sonde est
cependant délicate car il faut réduire la douldis¢in de maniére a obtenir la bonne chiralité #wiss

du cholestérol).

3.3.2 Evolution de la polarité membranaire en fondbn de la fraction molaire de cholestérol

Comme on I'a vu au chapitre 3.1.4, la fluorescetegyrene et de ses dérivés en solution donne
acces a une information sur la polarité de sonoeitvironnement d’'une part (ratio 11/13) et sur sa
concentration (ratio IE/I3) d’autre part. Ces réstgl sont transposables aux bicouches lipidiques en
termes de perméabilité membranaire, puisque latig@ale molécules d’eau dans le cceur hydrophobe
en fonction de la quantité de cholestérol est téeré la polarité (Klymchenko et al. 2004). Ainisi i
devient possible de discriminer un environnement{deu polaire) d’'un environnement Id (plus
polaire) par spectrofluorimétrie sur des membraswgenant une sonde Pyréne-cholestérol. Enfin la
mesure du ratio d'intensité IE/I3 nous renseignelawlistribution latérale (concentration surfa@ju
des sondes Pyréne-cholestérol au sein d’'une membdiane composition lipidique donnée.

Ces deux parameétres ont été mesurés dans des LiJpisase fluide (contenant du Py-met-chol)
afin de caractériser spectroscopiquement la plthse Ia phase lo. Au niveau des phospholipides, le
choix s’est porté sur des membranes de phosphefipidix chaines acyles plus ou moins saturées
(DOPC, POPC et DMPC) mais contenant des quantitdéssantes de cholestérol de maniére a générer

une phase lo.

3.3.2.1 Détermination du taux de marquage des memdnes

Quand on augmente la concentration molaire de sodales la membrane, le modéle isodesmique

prédit que le monomere devient minoritaire au dwrit des autres n-meres. Par conséquent, dans
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I'optique de faire des mesures de fluorescenceddesiées d'absorption nous montrent qu'il faut se
placer dans des conditions ou la concentration ineodgn sonde est faible (classiquement au voisinage
de 1 mol%). Cependant, pour avoir acces a la faosmece de I'excimére il faut une quantité minimale
de pyréne dans la membrane. Afin de déterminee cetantité critique, différentes fractions molaires
de Py-met-chol (0.2, 0.5, 2 et 4 mol%) ont été riéeg dans des LUVs de DMPC contenant 0 a 55
mol% de cholestérol (incrément de 5 mol%). Les é@ohs des ratios de fluorescence 11/I3 et IE/I3
en fonction de la fraction molaire de cholestérohtsrapportés dans les figures 3.19 A et B,
respectivement. Pour 0.2 mol% et 0.5 mol% de Pyahel dans les LUVs, on voit que le ratio 11/13
diminue de maniere continue, montrant que la spedmet de détecter la diminution de la polarité de
la bicouche induite par I'augmentation de la quéntle cholestérol (génération d’'une phase lo).
Malheureusement aucune variation de IE/I3 n’esteoki® pour ces deux concentrations, tres
probablement parce que la concentration surfacéueonde est trop faible. En utilisant 4 mol% de
sonde on observe que l'intensité du spectre d'éomissde fluorescence est plus faible que pour des
concentrations inférieures en Py-met-chol, ce duit un phénoméne de quenching figure 3.19

C). Le meilleur compromis a été obtenu en utilisarnol% de Py-met-chol dans les LUVs. En
premier lieu on observe dans ces conditions lafoiis amplitude dans la diminution de 11/13 lorequ
I'on augmente la quantité de cholestérol, ce qrawge la meilleure sensibilité dans la détectiamd
modification de I'état de phase de la membranev@nen effet que jusqu’a 30 mol% de cholestérol,
soit lorsque que I'on génére une membrane entigresme phase lo, 11/13 diminue. Cependant pour
des concentrations plus fortes en cholestérol, at raugmente cf. chapitre 3.2.2.2 pour les
interprétations). On observe également dans ceditoms une variation significative du ratio IE/I3,
ce qui donne accés a des informations complémeant§iar rapport aux données d’absorption) sur la
distribution de la sonde en fonction de la quardiécholestérol dans la membrane. La figure 3.19 D
montre I'évolution de I'intensité des bandes I3 romére) et IE (excimére) dans des LUVs de DMPC
en fonction de la quantité de sonde Py-met-cholv@hque dans cet environnement les deux ratios
évoluent de maniére linéaire en fonction de la eatration en sonde jusqu'a 1 mol%. Au-dela (dés 2
mol% de Py-met-chol) on mesure I'apparition d’'exeigs et le comportement spectroscopique du

pyréne est différent. Par conséquent en choisissamharquer les membranes avec 2 mol% de Py-
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met-chol on se place a la limite des conditionscgpscopiques idéales tout en ayant acces a

l'information apportée par I'excimeére.
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Figure 3.1 9. Evolution du ratio normalisé 11/13 (A) et du ratio IE/I3 (B) du Py-met-chol incorporé & 0.2, 0.5, 2 et 4 mol%
dans des LUVs de DMPC contenant des fractions croissantes de cholestérol. (C) Spectres d'émission de fluorescence
du Py-met-chol 4 0.2, 0.5, 2 et 4 mol% dans des LUVs de DMPC. (D) Evolution des intensités de fluorescence 13 (387
nm) et IE (472 nm) en fonction du taux d’incorporation de la sonde dans des LUVs de DMPC. Les mesures ont été
effectuées a 37<C.

3.3.2.2 Résultats

Les ratios de fluorescence 11/13 et IE/I3 ont étesomés a 37°C dans des LUVs de DMPC, de

POPC et de DOPC contenant 2 mol% de Py-met-chfdregtion de la fraction molaire de cholestérol
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(de 0 & 55 mol%). L’évolution de ces ratios doitrpettre de discriminer une phase Id d’'une phase lo
induite par le cholestérol. Les résultats sontgmtss dans la figure 3.20. Dans les LUVs de DMPC,

11/I13 diminue jusqu'a 35 mol% de

0.02
cholestérol, puis augmente jusqu'a £

mol%. Dans ces mémes membranes,
_ , . -0.02 ]
ratio IE/I3 est constant jusqu’a 30 mol°

de cholestérol puis augmente de manie

significative jusqu’a 55 mol%.

1/13 normalisé

Considérant le diagramme de pha
du DMPC (Almeida et al. 1992) on sa

gua 30-35 mol% de cholestérol i

membrane est totalement en pha 014
liquide ordonnée. Ainsi entre 0 et 30-3
mol% de cholestérol dans le DMPC, |

Py-met-chol voit progressivement |

‘©
N2
] ‘T
membrane passer dans un état ordoni §
c
(avec la diminution de polarité qui y es =
corrélée) tandis que linvariance de |
quantité d’excimeres nous renseigne ¢
le fait que la sonde ne subie pas « 3

L , 0 10 20 30 40 50 60
redistribution latérale. En revanche ai

. ; Fraction molaire de cholestérol (mol %)
dela de 35 mol% de cholestérol |

L L. Figure 3.20 . Evolution des ratios normalisés 11/13 (A) et IE/I3 (B) du
guantité d’'excimére augmente, ce ( Py-met-cholincorporé & 2 mol% dans des LUVs de DMPC, POPC et
DOPC contenant des fractions croissantes de cholestérol. 11 (377

nm), 13 (387 nm) et IE (472 nm). Normalisation : pour une fraction

montre que la sonde se retrou\ donnée n en cholestérol, on a 11/I13 = [(11/13, — 11/13p) / 11/13].

Mesures effectuées a 37<C.
distribuée en flots (augmentation loca

de la concentration surfacique) ou bien que lesamtnes entre les molécules de sondes se fassesnt pl
efficacement (processus collisionnel). D’aprésrisultats d’absorptionc{. tableau 3.5) le Py-met-

chol est plus miscible dans les environnementsetamtt du cholestérol ou il forme davantage de
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monomeres. Cela montre que l'augmentation d’exa@seobservée est une conséquence de
I'augmentation de la dynamique du systeme, c'ebteagu’il y a plus de monomeéres disponibles pour
former des excimeéres. En d'autres termes, les exeinstatiques (ou stacks) ne participent pas
efficacement a I'émission de fluorescence du pyrénenme cela a déja été observé (Pansu et al.
1993).

Dans une membrane de phospholipides semi-satunémede POPC, il faut au moins 45 mol% de
cholestérol pour qu’'une phase lo soit générée (Eaad. 1998; de Almeida et al. 2003). Les réssiltat
de fluorescence du Py-met-chol dans ce type de mamabmontrent une diminution significative du
ratio 11/I3 entre 0 et 35 mol% de cholestérol sudiine légére remontée a partir de 45 mol%.
L'incertitude sur les mesures ne permet pas dindigtr clairement les limites de transition de ghas
dans cet environnement, mais on peut néanmoinsluwenque la sonde se comporte également
comme dans le DMPC, c'est-a-dire comme un rappodeuphase lo compléte. Le ratio IE/I3 est
constant jusqu’'a 35-40 mol% de cholestérol puisvarge significativement lors qu’on est dans une
phase lo.

Le DOPC a été choisi comme milieu modéle car ldestérol n'y induit pas de changement d’état
de phase vers une phase strictement lo, bien puidse augmenter légerement I'ordre des chaines
acyles (Warschawski et Devaux 2005b). Les résuttatfluorescence du Py-met-chol vont dans ce
sens, puisque le ratio 11/13 diminue faiblementfenction de la quantité de cholestérol présente.
D’autre part le ratio IE/I3 est constant quelle qodt la quantité de cholestérol, cela montre bien

gu’aucune phase lo ne se forme dans ces mélapigigies.

3.4 Conclusion

L'ensemble des résultats présentés dans ce chapimgent que les sondes Pyréne-cholestérol, et
notamment le Py-met-chol, ont un comportement sarffiment proche de celui du cholestérol dans les
membranes pour pouvoir étre utilisés comme rappode celui-ci. On peut dire que les résultats
d’absorption confirment que le Py-met-chol est or@écule de choix pour I'étude de la distribution

latérale du cholestérol dans les membranes modelesturelles, de part sa meilleure miscibilitédan
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les phases lo que dans les phases Id. Son utlisatipermis de mettre clairement en évidence le
processus auto-associatif du cholestérol dans lembranes lipidiques, une molécule dont la
distribution latérale a une incidence importante les propriétés physiques de la membrane et qui
joue ainsi un réle prépondérant dans les foncties protéines tels que les RCPGs. Ce processus
auto-associatif a d'ailleurs été finement quantii@ce a l'utilisation de I'approche isodesmique,
développée auparavant dans I'équipe. Enfin 'aggpaiation du cholestérol est dépendante du taux
de saturation des chaines acyles des phospholigéthssliequel il évolue.

En ce qui concerne la spectroscopie de fluoresceémd®y-met-chol dans les membranes modeles,
les mesures des ratios de fluorescence permetestidre I'évolution d’'une membrane en phase Id
vers une membrane en phase lo, de part la dimmut@ la polarité de la bicouche induite par le

cholestérol et par la distribution latérale difféieede la sonde dans les phases lo.
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Application : détection de I'activation de

récepteurs opioides 4

4.1 Etudes sur des suspensions cellulaires par spetiuorimétrie

Les propriétés spectroscopiques du Py-met-chol @Bt mises a profit pour détecter les
modifications des propriétés physiques de la meng@asmique de cellules eucaryotesivo, lors
de l'achevement d’'une fonction biologique. Le chalest porté sur la fonction de signalisation
accomplie par une famille particuliere de RCPGs,réxepteurs opioides. Certaines de ces protéines
transmembranaires, comme le récepteur humampioide (hDOR), sont capables d’induire une
augmentation de I'épaisseur de la bicouche lipigliqui les entoure lors de leur activation, c'edira-
lors de la liaison d’'un agoniste (Salamon et aDb@0Ce genre de perturbation méne a un systéme
hors équilibre qui engendre trés probablement uodifination de la composition lipidique autour du
récepteur, que ca soit par des processus de téculaire ou de relocalisation de la protéine. Dans
tous les cas la protéine activée va se retrouves da environnement lipidique a I'épaisseur plus
adéquate, tel que peut le proposer par exemplemambrane de type «raft », comme le montre
I'étude menée sur le récepteur hDOR dans des meedbraodeles phospholipidiques plus ou moins
enrichies en sphingomyéline (Alves et al. 2005). &ffet le récepteur hDOR se relocalise
préférentiellement dans la phase enrichie en sphiggline (phase 10) lors de la liaison d’un aganist

Sur la base d'une modification de I'environnemigpidique entourant la protéine (passage vers
une membrane plus « raft »), le Py-met-chol amtérporé dans la membrane plasmique de cellules
eucaryotes sur-exprimant le récepteur mDOR (de itypen) ou hMOR (récepteur p opioide humain)
et les ratios 11/13 et IE/I3 ont été mesurés aursalu temps en fonction de I'ajout de solutions
d’agonistes ou d’antagonistes. Le but des travauxsgivent est donc la détection de la liaison de
I'agoniste sur le récepteur par la diminution dtiordl/I3 (diminution globale de la polarité de la
membrane corrélée a un déplacement de I'équilibre un état de phase davantage liquide-ordonné).

Les résultats sont présentés dans les sectioransesy
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4.1.1 Présentation du systéme

Afin d'acquérir des spectres d'émission de
fluorescence avec une bonne résoluticinfig. 4.1 B)
et garantir la meilleure sensibilité, il a été dhalans
un premier temps d'utiliser un spectrofluorimetre
classique, et de placer les échantillons dans aessc

de mesures en quartz. Ainsi les données ont été

7 B acquises sur des suspensions cellulaires (environ
500.000 cellules par cuve) a 37°C dans un tampon
physiologique. Le Py-met-chol a été inséré dans la

membrane plasmique de cellules CHO grace a un

protocole basé sur l'utilisation de @@D décrit au

Intensité de fluorescence (u.a.)
AL

' chapitre 3.1.3. La figure 4.1 A montre une image de
360 410 460 510 560

Longueur d'onde (nm) microscopie de fluorescence en champ large du
Figure 4.1. (A) Image de microscopie photonique
en champs large de cellules CHO sur-exprimant marquage obtenu. On voit dans la figure 4.1 B gse |

de maniére stable mDOR et dont la membrane

plasmique est marquée par la sonde Py-met-chol. L ; ; . .
Barre d’échelle: 10 pm. (B) Spectre d’émission spectres ainsi mesures ont une résolution com[meabl
de fluorescence du Py-met-chol dans les mémes

cellules, mais en suspension dans un tampon N ) .
hepes (ex : 330 nm). celle obtenue dans les membranes modeles. L'itnéensi

de la bande de I'excimére (et IE/I3) est comparabtelle mesurée dans les LUVs contenant 2 mol%
de Py-met-chol, ce qui est un critere de contr@dadquantité de sonde insérée dans la membrane
plasmique. Nos tests préliminaires ont montré ¢ohsité des spectres d’émission de fluorescence
du Py-met-chol dans la membrane plasmique a I'b&sal se stabilise quatre minutes apres le
marquage de la membrane plasmique. Cependant ingtaime de minutes plus tard on observe une
déviation significative de l'allure des spectresrifiation d’agrégats, perte de la résolution fine du
spectre) due a la mort des cellules (testé au Tigpan) provoquée par I'excitation de I'échantillon
dans I'UV. Par conséquent les stimulations (ajeusalutions d’agoniste, d’antagoniste, de tampon...)
commencent quatre minutes apres le marquage (hin)et le spectre d’émission de fluorescence de

la suspension est acquis toutes les minutes jusgul® min.
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4.1.2 Effet de ligands sur des cellules sur-exprimale récepteurd opioide murin

4.1.2.1 Effet du NaCl sur la liaison d’agonistes

P

Les mesures préliminaires des ratios

fluorescence au cours du temps ont ¢

effectuées sur des cellules CHO sur-exprim 0.01 f
de maniére stable mDOR (CH¥p-apres ajout ol
: { {
de Deltorphine II, un agoniste peptidique. L § { {
o
o -0.01 |
tampon de mesure est un tampon Hep 3

classique contenant du sodium. Les résult ., |
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concerne le ratio IE/I3 (fig. 4.2 B) on obsen =B
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que la sonde Py-met-chol est de plus enp 035}

diluée dans I'échantillon. A moins qu'il ne % 03|
s’agisse d'un effet spécifique de I'agonisté. ( 025
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02 |
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membrane plasmique qui internalisent d Temps (min)

pOl"[iOl’]S de la membrane plasmique et ¢ Figure 4.2. Evolution des ratios 11/13 normalisé (A) et IE/I3
bruts (B) sur des cellules CHO-d en suspension aprés

. . I'ajout (fleche) de Deltorphine Il (agoniste). Mesures
provoquent la fusion de nouvelles vésicul effectuées a 37C dans du tampon Hepes contenant 13 7
mM de NaCl. Les barres d'erreur correspondent a la SEM.

T . y Les ratios 11/I3 sont normalisés par rapport & la valeur
lipidiques avec celle-ci. Lors de lI'ajout de | avant rajout des différentes solutions. La ligne est Ia pour

guider les yeux.
solution de Deltorphine Il dans la suspensi
cellulaire (1uM, conditions saturantes) on n’obseaucune variation significative du ratio 11/13 dan

la fenétre d'observation (fig. 4.2 A). Le fait de pas observer de diminution de 11/13 laisse sugpos

que la liaison de I'agoniste sur le récepteur mtupee pas la membrane plasmique ou alors que cette
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perturbation n’est pas détectée par la sonde. iBestdonnées de la littérature montrent que leusodi

peut se comporter comme un inhibiteur compétitiflaldiaison d’un agoniste au récepteur hMOR

(Yabaluri et Medzihradsky 1997; Lagane 2001) et agiable d’augmenter I'affinité d’agonistes

inverses pour les réceptewrsd et | opioides (Statnick et al. 2003). Par consétges ratios 11/13 et

IE/I3 ont été suivi sur le méme systéme mais epsBace de sodium, remplacé par du chlorure de

choline (Yabaluri et Medzihradsky 1997) afin d'opiser I'efficacité de liaison de la Deltorphine II

sur mDOR et ainsi d'augmenter I'effet de I'augmeiot d'épaisseur de mDOR sur la membrane

plasmique.

0.45

A O CHO-& +tampon
A CHO-wt + agoniste

O CHO-& + antagoniste
® CHO-& + agoniste

IE/13

0.15 ‘

0.01

-0.01

11/13 normalisé

-0.02

-0.03 b—
?12345678910

Temps (Min)

Figure 4.3. Evolution des ratios de fluorescence 1E/I3 bruts
(A) et 1113 normalisés (B) du Py-met-chol dans la
membrane plasmique de cellules CHO-6 et CHO-wt en
suspension. La fleche indique [I'additon dans les
suspensions de CHO-6 d'une solution tampon (n=9), de
Diprénorphine (n=10) et de Deltorphine Il (n=11) et dans la
suspension de CHO-wt d'une solution de Deltorphine II
(n=10). Les ratios 11/I3 sont normalisés par rapport a la
valeur avant I'ajout des différentes solutions. Les barres
d’erreur correspondent aux SEM de n échantillons. Les
mesures ont été faites a 37<C. Les lignes sont la p our guider
les yeux.

4.1.2.2 Résultats

L’évolution des ratios 11/13 et IE/I3 a donc
été suivie sur des suspensions de cellules
CHO sur-exprimant ou non mDOR.
Différentes conditions ont été testées, a savoir
I'activation du récepteur par la liaison de la
Deltorphine I, et trois contrdles négatifs :
I'effet de la Diprénorphine (un antagoniste
alcaloidique) et l'effet d’'une solution tampon
sur des cellules CH®O- et leffet de la
Deltorphine Il sur des cellules CHO sauvages
n'exprimant pas le récepteur mDOR (CHO-
wt). Les résultats sont présentés dans la figure
4.3.

En ce qui concerne les rapports IE/I3 (fig.
4.3 A), on mesure des valeurs initiales

moyennes de 0.33+0.05 comparables aux

valeurs obtenues dans les LUVs contenant 2
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mol% de Py-met-chol, ce qui est en accord avecitere de marquage fixé. D’autre part on observe
gque quelles que soient les conditions, les valdartE/I3 diminuent de maniére linéaire au cours du
temps. Cela montre que cette diminution n'est gecifique, mais correspond bien a une dilution
membranaire de la sonde Py-met-chol, probablemenbpuée par les mécanismes de recyclage de la
membrane plasmique (exocytose et endocytose). Uine explication a cette dilution pourrait étre le
passage de la sonde sur le feuillet interne deelmbnane plasmique, vu que l'utilisation defGD
permet de marquer uniqguement le feuillet exterrepeBdant dans le cas de I'ajout de 'agoniste la
diminution de IE/I3 est plus prononcée, ce qui me’un processus supplémentaire a lieu au niveau
de la membrane plasmique. Ce processus est profatid’internalisation du récepteur mDOR
provoqué par la liaison de la Deltorphine Il (Chuaé 1997). La désensibilisation du récepteur,
intervenant dans des temps tres court apres $aifiad’'un agoniste, peut étre une autre explication.

En ce qui concerne les ratios 11/13 (fig. 4.3 B¥s valeurs brutes moyennes mesurées sont
comprises entre 2.15 et 2.30, ce qui est supéaiexivaleurs obtenues dans les LUVs (typiquement
entre 1.75 et 1.95 pour les membranes phosphajigdi contenant 30 mol% de cholestérol). Cela
montre que I'environnement a l'intérieur de la meama plasmique est plus polaire qu'a l'intérieur
des LUVs. Cela peut étre la conséquence de la rmprésdans la membrane plasmique d’atomes
polaires au niveau des segments transmembranaisgzotéines.

La cinétique des ratios 11/13 révéle des compoetas différents en fonction de la stimulation
cellulaire (fig. 4.3 B). Lorsque I'on ajoute I'agste dans la suspension de Cld0Oen observe une
diminution significative du ratio 11/I3 pendant lgsate premiéres minutes puis un retour progressif
pour atteindre les valeurs initiales apres seputemsuivi d’'un plateau. On peut déja conclurelaur
base des expériences précédentes qu’en I'absersmliden dans le tampon de mesure et en présence
d’agoniste, on observe une variation du ratio l1@&la montre I'effet inhibiteur de cet ion sur la
famille des récepteurs opioides. De plus dans fleis tconditions contrdles, aucune variation
significative n’est observée, ce qui montre la dp#e de I'effet de la liaison de la Deltorphitiesur
mDOR. Ces résultats permettent de conclure queelabrane plasmique, vue par la sonde, devient
globalement moins polaire lors de I'activation dB@R (c'est-a-dire un changement d'épaisseur de la

protéine) qui semble étre une force suffisante podwire une variation locale du contenu lipidique
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autour des protéines activées, et notamment destéobl. L'aspect biphasique de cette cinétique, et
en particulier la remontée du ratio est compatiblec les mécanismes de recyclage membranaire de
mDOR (Marie et al. 2003) qui vont modifier 'envimneement de la sonde, au point de ne plus détecter
la liaison de I'agoniste. On note que I'amplitude ld diminution du ratio 11/I3 est inférieure d'un
facteur cinq a celle mesurée dans les membraneslesodela peut se comprendre part le fait que les
régions de la membrane plasmique qui subissentrémrganisation lipidique ne recouvrent pas la
totalité de la surface cellulaire, mais correspomdmiguement aux zones ou mMDOR est exprimé. De
plus les variations de la concentration localeamigiue en cholestérol dans la membrane plasmique ne
sont pas aussi importantes que celles que 'omargés dans les milieux modéles. On peut ainsi se
demander quelle est I'influence du taux d’exprassie MmDOR sur 'amplitude de la variation du ratio

11/13.

4.1.2.3 Effet du taux d’expression du récepteud sur I'amplitude du signal mesuré

Les ratios 11/I3 et IE/I3 ont alors été mesuré®rsde méme paradigme, aprés ajout d’agoniste
(Deltorphine 1) ou d’antagoniste (Diprénorphingdnd la suspension cellulaire, mais sur des cellules
HEK sur-exprimant de maniere stable le récepteuORDHEK-0). Le taux d’expression a été évalué
au préalable a ~4 picomoles de récepteurs par npgadéines. Il était de I'ordre de ~18 picomoles de
récepteurs par mg de protéines pour les cellule®-8H.es résultats des mesures sont illustrés dans
la figure 4.4. Concernant I'évolution des ratiogl35fig. 4.4 A), on observe toujours une diminutio
constante des valeurs, avec une diminution plusgorcée en présence d’agoniste que d’antagoniste
montrant que la liaison de [I'agoniste déclenche de&nements biologiques particuliers
(internalisation). Pour les ratios 11/I13 (fig. 483, I'ajout d’antagoniste ne provoque aucune vaoat
alors que l'ajout d’agoniste provoque la méme vemmbiphasique que celle observée pour les
cellules CHO$, avec également un minimum atteint quatre minafgés la stimulation suivie d’'un
retour vers des valeurs stables proches des vadldtisdes dés la septieme minute. L'amplitude de

cette variation est 1.8 fois plus faible que pag CHO8&. On remarque qu’il n'y a pas de stricte
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Figure 4. 4. Evolution des ratios de fluorescence 1E/I3 bruts (A) et
, . n 11/13 normalisés (B) du Py-met-chol dans la membrane plasmique
I'agoniste par rapport au controle. On pe de cellules HEK-3 en suspension. La fléche indique I'addition dans
les suspensions d'une solution de Diprénorphine (n=10) ou de
Deltorphine Il (n=11). Les ratios 11/I3 sont normalisés par rapport a
la valeur avant I'ajout des différentes solutions. Les barres d'erreur
correspondent au SEM de n échantillons. Les mesures ont été

cellulaires sans sur-expression d’L faites a 37C. Les lignes sont la pour guider les y eux.

cette approche pour comparer l'effet ¢

supposer qu’une étude sur des syster

récepteur d'intérét (avec des taux d’expression anogle récepteurs endogenes de l'ordre de 0.5

pmoles/mg de protéines) nécessiterait une amébardt protocole.

4.1.3 Effet de ligands sur des cellules sur-expriméale récepteur p opioide

Le comportement de hMOR, un autre récepteur déandalle des récepteurs opioides proche

structurellement de mDOR, a été analysé par la mé@mpeoche. Ce RCPG n’est pas connu pour
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Figure 4.5. Evolution des ratios de fluorescence
IE/I3 bruts (A) et 11/13 normalisés (B et C) du Py-
met-chol dans la membrane plasmique de cellules
SH-SY5Y-6 et SH-SY5Y-wt en suspension. La
fleche indique I'addition dans les suspensions de
SH-SY5Y-6 d'une solution tampon (n=10), de
DAGO (n=10) ou de CTAP (n=10) et dans la
suspension de SH-SY5Y-wt d’'une solution de
DAGO (n=10). Les ratios 11/13 sont normalisés par
rapport a la valeur avant l'ajout des différentes
solutions. Les barres d’erreur correspondent aux
SEM de n échantillons. Les mesures ont été faites
a 377C, sauf pour une des conditions avec
I'agoniste sur les cellules SH-SY5Y-6 (rond plein)
qui a été faite a 20TC. Les lignes sont la pour
guider les yeux. Les ratios 11/I3 sont présentés
dans deux figures distinctes pour une plus grande
clarté.
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modifier sa conformation ou ségréger dans les nsgimembranaires de type «raft » lors de son
activation, bien qu'il se relocalise dans des dowside tailles de plusieurs centaines de nanometres
de diamétre lors de la liaison d’agoniste, tel gUBAGO (Sauliére et al. 2006).

L’étude comparée de ce récepteur avec mDOR est mdéressante. Le systeme utilisé est une
lignée de neuroblastomes sur-exprimant de mantabdesle récepteur hMOR (SH-SY5Y-|1) avec un
taux d'expression de l'ordre de 3 picomoles de ptm@s par mg de protéines. Les suspensions
cellulaires marquées avec le Py-met-chol ont étdugdes avec un agoniste de hMOR (DAGO), un
antagoniste (CTAP) et une solution tampon. Uneéligde SH-SY5Y sauvages (SH-SY5Y-wt) ne
possédant que le récepteur hMOR endogéne (0.2 piesnde récepteurs par mg de protéines) et
stimulée avec l'agoniste a été utilisée comme téanmmdgatif supplémentaire. Les résultats sont
présentés dans la figure 4.5.

Les évolutions des ratios IE/I3 ont la méme allgue pour les lignées cellulaires CHO et HEK
marquées au Py-met-chol, a savoir une diminutiorstamte des valeurs, synonyme d’une dilution de
la sonde dans la membrane plasmique, provoquépdrbcessus de recyclages de cette membrane.
Pour toutes les conditions mesurées a 37°C, lessdts de décroissance sont les mémes (fig. 4.5 A).
La liaison de I'agoniste sur hMOR ne provoque paes accélération de la dilution de la sonde comme
c'était le cas pour le récepteur mDOR (HEK et CHRYut-étre que les processus d’internalisation de
hMOR sont différents de ceux de mDOR dans ce dapagsent majoritairement par les puits de
clathrine (Daumas et al. 2003) dont I'environnemigritique est différent. Néanmoins on observe
que les valeurs brutes initiales sont comparableslla mesurées pour les deux autres lignées ét son
conformes au critere de marquage fixé.

En ce qui concerne les évolutions des ratios Kfid3 4.5 B et C) pour les trois conditions ténwin
(ajout d’antagoniste ou de tampon sur les suspesisle SH-SY5Y-u et ajout d’agoniste sur les SH-
SY5Y-wt) les valeurs des ratios restent constaaf@®s la stimulation. Par contre la liaison de
I'agoniste au récepteur hMOR provoque une dimimusignificative de 11/13 au bout de six minutes.
Cette diminution d’'une grande amplitude est monejhee et se poursuit jusqu’a dix minutes. En
dehors de la fenétre d’observation les mesuresmomitré que les valeurs continuent de fortement

diminuer, montrant que le processus suivi ne pastéire seulement dd a la liaison du ligand sur le
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récepteur p (d’autant plus que les cellules comeren& rentrer en apoptose). Le DAGO étant connu
pour faire internaliser le récepteur i au bout delques minutes seulement (Sauliere et al. 2086), |
suivi des ratios de fluorescence a été effectu@°&€ afin de ralentir drastiguement ce processus. La
figure 4.5 A montre que la dilution de la sondecaurs du temps est bien ralentie par I'abaissement
de la température (diminution plus lente du rafif3). En ce qui concerne le ratio 11/13, on vait ta
figure 4.5 C que les valeurs restent constantedgerie temps d’observation (considérant les barres
d’erreur), ce qui montre bien que la diminution evgée a 37°C est principalement due a
I'internalisation du récepteur, par un processabablement différent que celui du récepteur mDOR.
Il est difficile de savoir précisément dans qugetyd’environnement membranaire se trouve la sonde
Py-met-chol quelques minutes aprés la stimulationjs les puits de clathrine sont un candidat
potentiel.

Pour conclure, on a montré que la sonde Py-mdi-ttrsqu’elle est insérée dans la membrane
plasmique de cellules eucaryotes en suspensiomepetfappréhender le comportement de phase de
celle-ci dans différentes conditions. Cela nousanis de détecter I'activation du récepteur mDOR
par spectrofluorimétrie. Dans tous les cas il dfficle de décrire davantage les mécanismes
membranaires qui provoquent les variations desuvsldes ratios, et on doit se limiter a faire des
hypotheses, et le but de ces expérimentationsvast tout d'observer une différence significativee d
I’évolution des ratios 11/I3 entre I'agoniste edrdtagoniste (ou autre condition témoin). Ainsi eutp
dire que dans le cas de hMOR, on est a méme detelétactivation du récepteur puisque I'on peut
« voir » l'internalisation provoqué par I'agoniste, critére de détection restant le méme que dans |

cas de mDOR (diminution du ratio 11/13).

4.2 Microspectrofluorimétrie sur des cellules sur-gprimant le récepteur  opioide

4.2.1 Présentation de la chaine de mesure

Dans le but de développer un systeme de cribladigateds a plus haut débit, pouvant par exemple

étre appliqué sur des plagues multi-puits contedastcellules adhérentes, des essais d’acquisition
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spectre d’émission de fluorescence du Py-m

. 1 Spectrofluorimeétre
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3
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systeme est basé sur un microscope utilis 0

une source d’excitation laser (excitation de 370 390 410 430 450 470 490
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sonde par des bandes multiples entre 33:

Figure 4.6. Spectres d’émission de fluorescence du Py-

363.8 nm) et sur lequel est branché | met-chol & 20 pM dans du chloroforme acquis en cuve
avec un spectrofluorimétre (gris) et entre lame et lamelle

. . au microspectrofluorimétre (noir). Mesures effectuées a
détecteur commercial, a savolr U température ambiante. L'intensité des spectres est
arbitraire.

monochromateur et une caméra CCDf. (
chapitre 6 pour plus de détails). Les premieresunessde calibration ont révélé une excellente
sensibilité du systeme sur des échantillons de &yemol dissous dans du chloroforme entre lame et
lamelle (temps d’acquisition d’une seconde) et miokd faisabilité de cette approche (fig. 4.6). Les
bandes vibroniques 11 et I3 sont aussi bien défirdeec le microspectrofluorimétre qu'avec le
spectrofluorimétre. Cependant I'ensemble du syst&est pas trés sensible en intensité en-dessous de
390 nm, ce qui engendre une plus faible intensitégistrée au niveau de la bande I1. On ne pourra
donc pas strictement comparer les ratios 11/I3 des@xpérimentations effectuées sur les cellules e
suspension. On remarque également un léger décatelgmgueur d’onde vers le rouge de I'ordre de
1.5 a 2 nm du spectre acquis au microspectroflgran(les mesures des ratios se feront a ces
nouvelles longueurs d’onde).

Dans des conditions de marquage membranaire idestig celles utilisées pour les campagnes de
mesures en suspension, les spectres d’émissidnatedcence du Py-met-chol ont été acquis sur des
cellules CHO8 et CHO-wt isolées et adhérentes. La source dabmit laser garantissait

lillumination que d'une partie de la membrane phigue de chaque cellule excitée. La figure 4.7

compare un spectre d’émission acquis dans cestamrglet un autre acquis précédemment pour les
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cellules en suspension. On voit que comme danaseale la solution chloroformique de Py-met-chol,
les résolutions vibroniques des deux spectres somparables (on retrouve un léger décalage de
longueur d’onde vers le rouge), ce qui va permgitairela suite de suivre I'évolution du ratio 1148
cours du temps aprés stimulation par différentsnés de ces cellules. Cependant les bandes I3 et 14
sont tres rapprochées. La courbe noire en poirttdléespond au spectre d’émission de fluorescence
d’'une cellule CHO3 (non marquée au Py-met-chol) acquis au microspibodrimetre, et représente
I'auto-fluorescence cellulaire. On se rend comptee da lecture de la bande d’émission de
fluorescence des exciméres est rendue difficiles dmtte campagne de mesure, car comprise dans le

bruit de fond. Ainsi les ratios IE/I3 ne seront paglysés par microspectrofluorimétrie.

18
Figure 4.7. Spectres
d’émission du Py-met-chol
16 | CHO-6 + Py-met-chol (MSF) | dans la membrane

plasmique d’'une suspension
14 | CHO-6 + Py-met-chol de cellules CHO-5 acquis au

spectrofluorimétre en cuve
———-CHO-6(MSF) (gris) ou d’une cellule CHO-3

]
=]
\q‘; 12 isolée adhérente acquis au
e microspectrofluorimétre
S 10 | (MSF) (noir). La courbe noire
%) en pointillé correspond au
g spectre d’émission de
> 8} fluorescence d’'une cellule
z CHO-d isolée adérente non
g 6 marquée au Py-met-chol
= i acquis au MSF. Les
c mesures ont été effectuées a
% 4 température ambiante.
- L'intensité des spectres est
arbitraire.
2 L
0 — — — — —— — — — —— e
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4.2.2 Effet de ligands

L'effet de l'ajout de différents ligands sur leelloles CHO& adhérentes a été suivi par

microspectrofluorimétrie. La membrane plasmique cebiles est marquée avec le Py-met-chol en

utilisant le protocole décrit précédemment. Letutet sont alors montées entre lame et lamelleisur
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microscope droit. Les spectres sont acquis rapidefes uns a la suite des autres sur des cellules
différentes. Les ratios 11/I3 sont alors calculésimpchacun des spectres et moyennés environ toutes
les minutes. Il y a ainsi une incertitude d’'unegtaine de secondes pour chaque valeur. Les ligands
choisis sont deux agonistes de mDOR (la DeltorpHinet le DPDPE) et un antagoniste, la
Diprénorphine. Chaque condition est reproduite feis (2 fois 3 lames sur 2 jours différents).

L’ensemble des résultats est illustré dans la &gus.

0.02

. Figure 4. 8. Evolution des ratios 11/13
#— CHO-& + Deltorphine I mesurés au microspectrofluorimétre
—&— CHO-&+ DPDPE de cellules CHO-wt aprés I'ajout de
L . Deltorphine 1l (agoniste) et de
—0— CHO-6 + Dipréenorphine cellules CHO-8 aprés lajout de
e— CHO-wt+ Deltorphine i Deltorphine JI, de DPDPE (agonjste)
et de Diprénorphine (antagoniste).
La fleche marque [l'ajout des
différents ligands. Les mesures sont
effectuées a température ambiante.
Chaque point correspond a une
moyenne d’environ 25 spectres sur
25 cellules différentes. Les barres
d'erreur en Y correspondent aux
SEM. Les barres d’erreur en X sont
représentées pour les courbes
Deltorphine 1l et DPDPE sur CHO-9
seulement.

0.01 |

11/13 normalisé
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Dans le cas de I'ajout de I'antagoniste, on n'obse@ucune variation significative du ratio 11/k3 a
cours du temps, comme cela était le cas pour |#sle en suspension, ce qui montre que
I'antagoniste n’induit pas de perturbation de lambeane par le biais du récepteur. On n’observe
également aucune variation pour l'autre témoin tiggasavoir I'ajout d’agoniste sur des cellulas q
n'expriment pas le récepteur mDOR (CHO-wt). En revee la Deltorphine Il et le DPDPE
provoquent tous les deux une diminution spécifitpa@sitoire du ratio 11/13, dont la cinétique et
'amplitude sont proches de celles observées pesrcellules CH® en suspension. Apres la

stimulation, les valeurs de 11/13 diminuent jusqu& 4-5™ minute puis remontent un peu plus

lentement vers les valeurs initiales. La cinétigeda courbe de la Deltorphine 1l semble retardse p
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rapport a celle du DPDPE, mais les incertitudesxsat Y ne permettent pas la comparaison fine de
ces deux comportements. D’ailleurs ces deux agemigse sont pas connus pour engendrer des

cinétiques de liaison et d’'internalisation difféesisur le récepteur hDOR (Marie et al. 2003).

4.3 Conclusion

La mesure des ratios 11/I3 du Py-met-chol, qui nerseigne sur les changements de propriétés
physiques de la membrane plasmique (variation gmlarité du coeur de la bicouche lipidique), est
une méthode directe et non invasive efficace peurdétection de la réalisation de fonctions
biologiquesin vivo au niveau de la membrane plasmique. On a ainsjueusuite a la liaison d'un
agoniste, les récepteurs mDOR et hDOR provoqueatvaniation de la polarité membranaire apres
seulement quelques minutes. Si dans les deux saadeanismes membranaires engendrés semblent
différents, la détection de l'activation du réceptest efficace. Cependant cette approche ne permet
pas de connaitre avec exactitude les mécanismescuoiaires qui se produisent au niveau de cette
membrane (tri moléculaire, génération de raft...).

De plus il est possible de faire ces mesures rétiogues du Py-met-chol cellule par cellule avec
une bonne sensibilité (intensité et résolution idna suffisantes). Cela est rendu possible péaite
que cette technique permet de mieux cibler la mamdplasmique de la cellule. Il est néanmoins
nécessaire de moyenner les ratios d’une vingtatnm@sures pour obtenir un bon rapport signal sur
bruit, ce qui expérimentalement se fait de mantéke rapide (environ un spectre toutes les trois

secondes).
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Conclusion et perspectives

5

L'objectif de cette thése a été d’évaluer le cortgraent dans les membranes lipidiques des deux
sondes Pyrene-cholestérol synthétisées et d’évaleiepotentiel de ces sondes sur le plan
spectroscopique. Tout d'abord, les résultats d'gitem ont permis de mieux comprendre la
distribution latérale des sondes, et par extendiocholestérol, dans les membranes modeéles. Par la
suite les propriétés unigues de fluorescence ddesedeux sondes, le Py-met-chol, ont été mises a
profit pour développer un nouvel outil de criblade ligands sur deux récepteurs aux opioides, des

RCPGs.

Pour mener a bien ces travaux les sondes devaieintcquelques pré-requis, qui ont influenceés le
choix de la synthése, et qui devaient étre validé@st d'abord ces sondes montrent une bonne
miscibilité dans les membranes lipidiques composkeephosphatidylcholines (16 mol% pour le Py-
céto-chol et 28 mol% pour le Py-met-chol) ce qupeamis d’effectuer les études de spectroscopie
d’absorption en milieu modele et de fluorescence les cellules. Ce paramétre faisait partie du
« cahier des charges » de la synthése des deuellesugondes, afin d’améliorer la miscibilité de ce
type de molécule. Rappelons que la sonde commerBiglester-chol a une miscibilité maximale de
seulement 7 mol% dans les membranes de phospltaiidiyles, ce qui est probablement la raison
pour laquelle elle ne peut pas étre incorporée tmsnembranes plasmiquisvivo. La synthése
d’'une nouvelle sonde, sans double liaison entremetifs cholestérol et pyréne, permettrait trés
probablement d’augmenter davantage la solubilittsdes membranes lipidiques et de mimer encore
mieux le cholestérol. Néanmoins les données de RNINt de DSC montrent que ces sondes ont une
influence sur les propriétés collectives des pholgpides déja proche de celle du cholestérol, une
condition nécessaire au sondage de membranes raafelghase liquide-ordonnée ou des domaines

de la membrane plasmique de type « raft ».
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L'utilisation des propriétés hypochromiques du gng dans les membranes lipidiques dans
I'analyse de I'absorption des sondes par le moideesmique s’est révélée une approche sensible et
robuste dans la mesure de la distribution latédale sondes Pyrene-cholestérol. Plus la sonde est
miscible dans les membranes de phosphatidylcholmess elle s’auto-associe. Ainsi c’'est le Py-
met-chol qui se distribue de la maniere la plus dgéme dans la membrane, avec les constantes
d’association les plus faibles quelle que soitdenposition phospholipidique de la membrane. Cela
montre encore une fois I'intérét de synthétiser nmévelle sonde, encore plus proche structurellémen
du cholestérol. Les valeurs des constantes d’agsmtimontrent que la nature des chaines acyles des
phospholipides a une influence sur la distributi@s sondes. En effet pour une téte polaire donnée,
plus les chaines acyles des phospholipides souatégat et moins les sondes s’auto-associent. Ce
résultat est comparable a ceux trouvés dans éadittre pour le cholestérol (Pasenkiewicz-Giertila e
al. 1991). De plus, Sachant que des travaux antésgLagane et al. 2002) ont montré que les sondes
Pyréne-PC n’avaient pas ce comportement auto-aggatans ce type de membrane, on peut conclure
gue c’est uniquement la partie cholestérol des emmi est a I'origine de I'auto-association. Cela
montre encore une fois que ces sondes gardentstdese propriétés du cholestérol. Ainsi, par
extension, I'analyse fine des données d’absorptions a renseigné sur la distribution latérale du
cholestérol dans les membranes modeéles : le chobbstauto-associe, méme quand il est présent en
faible quantité dans des phospholipides saturés. éRample on observe seulement 26% de
monomeéres lorsque I'on a 2 mol% de Py-met-chol darisSMPC. Un autre résultat trés important
pour la sonde Py-met-chol est le fait que la vatlula constante d’association diminue en fonatien
la quantité de cholestérol présent dans la mempraoetrant sans équivoque que cette sonde est plus
miscible dans les membranes en phase liquide-o&#or®ela justifie le choix du motif cholestérol de
ces sondes pour pouvoir sonder des membranes eleaffpUne étude du comportement du Py-met-
chol dans du DMPC contenant du cholestérol et ifftes quantités de sphingomyéline permettrait
d’apprécier le comportement associatif de ces dieuriéres molécules, qui est encore sujet a débat a

I'heure actuelle.
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Dans un deuxiéme temps, ces sondes ont été wilefe de caractériser par spectroscopie de
fluorescence I'état de phase des membranes liggdigtace au groupement pyrene. Comme le pyréne,
le spectre d’émission de fluorescence de ces sostEd révélé sensible a la polarité de
I'environnement de part la variation de I'intengila bande 11 (377 nm) et l'invariance de cedidad
bande 13 (388 nm) dans différents solvants. Unltgsimportant est le fait que la valeur du rata d
fluorescence 11/13 de la sonde Py-met-chol évolekrs une relation linéaire principalement en
fonction de la polarité de I'environnement. Aineslmesures de polarité ont été effectuées dans des
membranes modéles en fonction de la quantité déaulels d’eau présente au sein de la bicouche,
phénomene corrélé a la quantité de cholestéroldotrette bicouche. L'évolution des ratios 11/13 du
Py-met-chol permet de caractériser spectroscopignetas membranes en phase liquide-désordonnée
(polaire) et les membranes en phase liquide-ordor(néoins polaire) dans différents mélanges
binaires. Les résultats les plus significatifs ét# obtenus dans le DMPC ou le cholestérol a le plu
grand effet d’ordre sur les chaines acyles. La needes ratios |E/I3, représentatif de la distributie
la sonde, a également permis de discriminer lesgshdiquide-désordonnée des phases liquide-
ordonnée, avec une forte augmentation des valeans a@es derniéres. Corrélée aux résultats
d’absorption, on se rend compte que cette augnmentast en fait due & un plus grand nombre de
monomeéres dans la phase liquide-ordonnée, quidsmmt disponibles pour la formation dynamique
d’excimeéres. Ces résultats obtenus dans les meedrandeles montrent qu'il est possible de sonder
des membranes biologiques avec la sonde Py-metechtdrme de phase lo et Id. Il serait intéressant
de mesurer les ratios de fluorescence du pyreredissmmembranes modéles « raft » plus pertinentes,
tels que les mélanges ternaires DOPC/DPPC/chatésteéDOPC/sphingomyéline/cholestérol afin de
mieux caractériser la réponse de la sonde damhbkeses lo que I'on est susceptible de retrouves dan
la membrane plasmique (domaines « raft »). D’apén¢ des mesures de durée de vie du pyréne sur
nos membranes modéles apporteraient une meilleanpréhension de la distribution de la sonde Py-
met-chol (identification des différentes populatote sonde) quand on passe d’une membrane en

phase Id & une membrane en phase lo.
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Enfin, l'utilisation de M3CD chargées en Py-met-chol s’est révélée un magenefficace pour
marquer la membrane plasmique des cellules toeétamt sain pour celles-ci. On a vu que lintensité
de fluorescence de la bande de I'excimére permgudatifier la quantité de sonde incorporée dans la
membrane. Ce marquage a permis le suivi par speopee de I'évolution des ratios 11/13 du Py-met-
chol sur les cellules CH®4n vivo en suspension. Les résultats ont révélé une iaride la polarité
de la membrane plasmique synonyme d’une perturbatiembranaire engendrée par la liaison d’'un
agoniste sur le récepteur mDOR. Cette diminutiofadeolarité est compatible avec un processus de
tri moléculaire (recrutement de cholestérol) autes récepteurs activés pour générer une membrane
(de type raft) ajustée a la nouvelle épaisseur BOR. En ce qui concerne le récepteur hMOR, le
suivi des ratios de fluorescence permet de déteptmifiguement la liaison de I'agoniste, bien tpse
mécanismes cellulaires mis en jeu soient différeDés résultats sont trés prometteurs dans I'optiqu
de développer un systéme de criblage de ligandslesimrécepteurs de ce type et montrent que la
liaison de I'agoniste sur le récepteur d’intérétdetectée en quelques minutes seulement. Les esesur
de 11/13 menées sur des cellules adhérentes awspiectrofluorimétre confirment le comportement
de mDOR avec deux agonistes différents, et somasnsupplémentaire vers un systéme efficace de
criblage de ligands utilisant la spectroscopie gurfet-chol.

Sur la base de ces travaux, une collaboration miite pour étudier la variation de la polarig d
la membrane plasmique de macrophages lors de dtinfe par Mycobacterium tuberculosisun
phénomeéne qui serait dépendant du cholestérol.

Enfin, si les sondes Pyrene-cholestérol présentaenfort potentiel en spectroscopie, elles se
révelent moins intéressantes en microscopie phaguenide part leur longueur d’'onde d’excitation et
d’émission dans I'UV. Ainsi la synthese d'une ndisresonde Pyréne-cholestérol, présentant un
groupement cétone conjugué au pyréne, a été débutée telle sonde devrait avoir un spectre
d’émission de fluorescence fortement décalé verples grandes longueurs d’onde, comme c’est le
cas pour les sondes céto-anthracéniques par rapplanthracéne. Un autre moyen de pallier le
probléme de l'excitation de ces sondes en imagesie d'utiliser la microscopie biphotonique,
idéalement en utilisant un laser configuré auta6€80 nm (ce qui correspond & une excitation réelle

autour de 345 nm, le maximum d’absorption du pyrémees travaux préliminaires d'imagerie
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biphotonique ont déja démarré en collaboration awveréquipe de physiciens de la National Taiwan
University. J'ai pu me rendre sur place pendankdeais afin de réaliser les premiéres mises autpoin
d’'un microscope confocal bi-photonique capable aleefde I'imagerie ratiométrique du pyrene au

niveau des bandes I1 et I3.
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Matériels & Méthodes

6.1 Produits chimiques.

Les phospholipides 1,2-DimyristoghkGlycero-3-Phosphocholine (DMPC), 1,2-Dioleayl-
Glycero-3-Phosphocholine (DOPC) et 1-Palmitoyl-2&lsn-Glycero-3-Phosphocholine (POPC)
proviennent de chez Sigma-Aldrich (St Louis, MO, A)S Le 1,2-DipalmitoylsnGlycero-3-
Phosphocholine (DPPC), le 1,2-Dipalmitoyl-D82Glycero-3-Phosphocholine (DPRg et le
cholestérol proviennent de chez Avanti Polar Ligigbaster, Al, USA). Ces composés (en poudre)
sont stockés a -20°C. Les solutions sont prépaggzesant les lipides au millionieme de gramme
(Sartorius super-micro balance) qui sont ensuiealis dans un mélange chloroforme/méthanol (9:1)
et stockés a 4°C. La concentration des solutiohggalement vérifiée par un dosage du phosphore
pour les phospholipides (dans une solution sulfgritgs ions orthophosphates forment avec les ions
molybdates I'acide phosphomolybdique. Celui-ci e&tluit par l'acide ascorbique en bleu de
phosphomolybdéne qui est dosé par photométrie @Raetsal. 1970)) et un dosage colorimétrique
pour les stérols (Zak et al. 1954). La pureté adstisns est testée par chromatographie sur couche
mince de silice (Merck, Darmstadt, Germany) aveamdtange chloroforme/méthanol/eau (65:25:4,
viviv) comme éluant. La détection est basée suvalation au réactif de Dittmer (Dittmer et Lester
1964) pour les lipides phosphorés (taches bleuds)lp plaque est chauffée pour détecter les stérol
(taches noires). L’agoniste [D-AlaN-Me-Phé, Gly>-ol]-Enkephalin (DAMGO) et I'antagoniste H-D-
Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Arg-Thr-Pen-Thr-NH(CTAP) du récepteur p opioide proviennent de chez
Sigma. Les agonistes Deltorphine 1l et [Tyr-D-Pdg-@Chloro-Phe-D-Pen]-Enkephalin (DPDPE) et

I'antagoniste Diprénorphine du réceptéwpioide proviennent de chez Reckitt & Coleman (UK)
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6.2 Préparation de liposomes.

Les liposomes sont préparés en mélangeant les wesluappropriés de solutions meéres
chloroformiques de lipides dans des tubes a hémagsverre dél = 13 mm (6.8 mL). Le solvant est
évaporé a température ambiante sous flux d’azédeufie pipette pasteur introduite dans le tubehet
agitant le tube a la main de maniere a déposeilraripidique sur les parois du tube. L'évaporation
est complétée en placant les tubes sous vide ¢dassiir relié a une pompe a palette ; 1 Torr) pgnda
au moins 2 heures. Les lipides sont ensuite hyslrateec 3 mL de tampon MOPS (10 mM 3-
morpholino-propanesulfonic acid, 100 mM NaCl, 0.02% NaN;, pH 7.4 ajusté avec une solution de
NaOH a 1 M) pendant 30 minutes a une températugekude la température de transition de phase
(Tm) des phospholipides utilisés. Les tubes sont agits avec un vortex pendant 4 minutes pour
former des MLVs (Multilamellar Vesicles). Pour Iésudes de calorimétrie différentielle a balayage
(DSC) ou de spectroscopie RMN ces MLVs (a une aunaton finale de 30 mM et 12 mM
respectivement) sont homogénéisés par 3 cyclesragtation (-4°C) / décongélationTm °C).Pour
les études d’absorption et de fluorescence on fodee SUVs (Small Unilamellar Vesicles) en
immergeant une sonde a ultrasons en titane darghastillons (¥m °C) La sonication (Vibracell)
délivre 12.5 watts pendant 10 minutes. Les échansilsont ensuite centrifugés a 20600 pendant
20 minutes pour culoter les résidus de titane geakss par la sonde (Lorin et al. 2004). En effet ces
résidus sont des éléments qui diffusent fortemeemtirhiere et sont des quenchers de la fluorescence
(Lakowicz 1999). Les échantillons sont stockés pen@6 heures (a 4°C) afin de permettre la fusion
des vésicules entre elles. Apres relaxation, leetdes liposomes est mesurée par DLS (dynamit ligh
scattering) sur un appareil Dynapro Protein SotuflYyatt Technology Corporation, Santa Barbara,
CA, USA): 100 pL de suspension de liposomes satiepés est centrifugés a base vitesse (3060
pendant 5 minutes pour enlever toute bulle d’aifé@ghantillon. La suspension est alors placée dans
une cuve de mesure thermostatée a 20°C. Les desyalitenus pour les liposomes, et ce quel que soit
les mélanges lipidiques utilisés, sont de I'ordeel@0 nm ce qui correspond bien & des LUVs (Large

Unilamellar Vesicles) plus stables dans le tempseeme de taille (entre 4 et 5 semaines selon mon
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expérience). La concentration en lipides totauxldé¥s utilisés oscille entre 1Det 10° M pour les

études de stacking et est d&® M pour les études de polarité dans différents phokpides.

6.3 Calorimétrie différentielle & balayage (DSC).

On dépose 45 mg de chaque suspension de MLVs (DB&) des capsules scellées en acier
inoxydable que I'on place dans un calorimétre Pyr{ferkin Elmer Corporation, Santa Barbara, CA,
USA) sous un flux constant d’azote pour éviter ¢oréaction de I'échantillon avec I'atmosphere du
four. Les mesures se font en montée et descertmrgr@rature (sur la plage 5-60°C) a des vitesses de
600, 300, 150, 105, 60, 45, 30 et 15°C/h. Cela peda mesurer les transitions et pré-transitions de
phase et les enthalpies de chaque échantillonrenida de la vitesse de mesure et ainsi d’extrapole

ces valeurs pour une vitesse nulle.

6.4 Spectroscopie RMN 2H.

Les suspensions de MLVs de DRESL DPPGelcholestérol et DPPRG/Py-met-chol sont
centrifugées 5 min & 40009 et les culots sont re-suspendus dans 200 plu diéplétée en O et
placés dans des tubes en verre de 20 mm de Idhgnat de diametre fermés aux extrémités par des
bouchons en caoutchouc recouverts d’'un film deméfLes acquisitions sont faites a 50°C (au-dessus
de la température de transition de phase du REPLTIr un spectrométre Avance 500 DMX (Bruker-
Biospin, Wissembourg, France) a une fréquence denr@nce de 76.77 MHz avec une sonde
solénoide statique simple résonance de 5 mm. Lkességuadrupolaires ont été obtenus avec la
séquence suivantes: on génere deux pulses de S£5100° a 40 psec d’intervalle puis I'acquisition
est effectuée 20 psec apres sur une fenétre deHe00 e temps de répétition est de 1 sec pour vite
I'échauffement de I'échantillon. Un millier de spes RMN-2H sont ainsi accumulés pour chaque

mélange lipidique.
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6.5 Préparation de la solution de méthyR-cyclodextrine/Py-met-chol.

Les membranes plasmiques des cellules sont marggée® a une solution de métify-
cyclodextrines MIBCD) (Sigma, Steinheim, Germany) chargées en sopdad®-chol (Christian et al.
1997; Lagane 2001). 10.9 mg de Py-met-chol sorgods dans 150 pL de DiméthylFormamide
(DMF) et chauffé a 70 °C. 683 mg de8lID sont dissous dans 7 mL d’eau milliQ dans umenkeyer
puis chauffée a 70 °C et mis sous agitation. Oneavaleur moyenne de 542 pmoles deéQW dans
la solution. En effet, le poids moléculaire d'un@d@D, du fait du nombre variable de méthylations
(de 10.5 & 14.7 par molécule), oscille entre 1282280 gmol™. Pour obtenir une solubilisation
optimale du Py-met-chol il faut un ratio molairg3®D/Py-met-chol au voisinage de 75:1. Ainsi on
ajoute lentement 50 pL de la solution de Py-met/EiMF dans la solution de BCD avec une
seringue en verre. Le ratio molaire réel est atorapris entre 73.2:1 et 76.7:1. On laisse la smiuti
revenir a température ambiante et on obtient utetiso translucide. On obtiendra une solution
d’autant plus laiteuse que la solubilisation esbmpléte (formation d’agrégats de Py-met-chol).rPou
enlever les éventuels agrégats de Py-met-cholegserient formés, on passe la solution a travers u
filtre (pores de 0.22 um) sur lequel les agrégaselubles se déposent. Cela permet aussi de stérili
la solution. La solution de MCD/Py-met-Chol est stockée a 4 °C dans des viads|ugs Vvissés. La
solution est utilisée au plus tard dans le moissyiti. Ultérieurement le ratio fCD/Py-met-Chol a

été ramené a 60 :1 avec une efficacité de marcaeayee.

6.6 Lignées cellulaires utilisées et conditions amilture.

Les cellules CHO-wt (Chinese Hamster Ovary - wigel) utilisées sont issues des souches
cellulaires CHO-K1 qui n’expriment pas de récepgeaux opioides de maniére endogéne. Les cellules
CHO- sont des cellules CHO-wt transfectées de mantaldesafin de sur-exprimer le récepteur delta
aux opioides murin (expression ultérieurement @eku18 picomoles de récepteurs/mg de protéines).

Les cellules SH-SY5Y-u sont des cellules SH-SY5Y{meuroblastomes) transfectées de maniére
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stable afin de sur-exprimer le récepteur p auxidphumain fusionné a la Green Fluorescent Protein
(& hauteur de 3 picomoles de récepteurs/mg deipes)é Ces cellules expriment naturellement le
récepteur Y aux opioides humain avec un taux désegion de l'ordre 0.23 picomoles de
récepteurs/mg de protéines. Les cellules HE$GNnt des cellules issues des souches cellulaiEss H
293T transfectées de maniére stable afin de suiregple récepteud aux opioides humain fusionné

a la GFP et au tag T7 en C-terminal (a hauteur gecdmoles de récepteur/mg de protéines). Les
étiquettes GFP et T7 n’ont pas eu d'utilité darssdgpériences menées. Les cellules sont cultivées
dans des boites de petri de= 60 mm a 37 °C sous une atmosphére saturée eet @ab% de CO
Pour les CHO-wt, le milieu de culture consiste emdlieu Ham F12 (Gibco-BRL, Cergy-Pontoise,
France) supplémenté avec du sérum de veau fcetdd)(ldu glutamate de sodium (2 mM), un
mélange pénicilline/streptomycine (50 U/mg) commibdotiques et, uniquement pour les cellules
transfectées, de la généticine (0.8% v/v) pourctiélener les cellules exprimant le réceptduPour

les HEK? et les lignées SH-SY5Y, le milieu de culture estRlulbecco’s Modified Eagle Medium
supplémenté avec du sérum de veau foetal (10%)utkngate de sodium (2 mM), de la gentamycine
(0.5% v/v) comme antibiotique et de la généticindg% v/v) pour sélectionner les cellules exprimant
le récepteurd. Tous les constituants nommeés ci-dessus ont ététés chez Gibco (Invitrogen,

Germany).

6.7 Marquage des membranes plasmiqués vivo.

Toutes les solutions utilisées sont préparées g@dmmément et placées dans une étuve pour étre
utilisées a 37°C. On prépare une solution de mgejea diluant une solution def@D/Py-met-Chol
au 1/30° dans du Phosphate Buffered Saline (PB®)c¢® sans Ca/Mg>*. On utilise des cellules
adhérentes et au moins a 90% confluentes pourelirtés éventuelles fixations non spécifiques de
sondes Py-met-chol sur le fond de la boite et/olarf@elle en verre. Pour les mesures en cuve au
spectrofluorimétre on utilisera du PBS san$'(Gg** pour favoriser le décollement des cellules alors

que pour les mesures sur lame de verre au micrioefieorimétre on utilisera du PBS avec
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Cd&*/Mg**. Le milieu de culture est retiré et les cellulestdavées avec 2 1 mL de PBS C&/Mg®*

puis incubées 2 minutes avec 1 mL de solution dejmage. Les cellules sont alors lavées 6 fois avec
1 mL de PBSt C&*/Mg** et mises en suspension avec 600 uL (ou montédaraardans 60 pL) de
tampon Hepes sans sodium (20 mM Hepes, 118 mMrnehohloride, 10 mM glucose, 3mM MggO

1.5 mM CaCl}, pH 7.4 ajusté avec du KOH).

6.8 Test de toxicité cellulaire du Py-met-chol.

Les cellules sont cultivées dans des plaques 2&,pde @=12mm (surface=113 mm?). Le
comptage des cellules se fait au microscope a étaidéquipé d’'un objectif x32 et d'un réticule, ce
qui donne un champ de 0.05 mm2. On compte 5 cpuiés/(2 puits par condition). Apres une
incubation de 2 ou 5 min avec 400 pL d'un mélan@&BVPy-met-chol (75:1) au 1/30° dans du PBS
sans C&/Mg®" (méme protocole que le marquage des membranasiglass), on rince avec 400 pL
de PBS puis on incube dans 400 pL d'une solutioBlde Trypan 0.4% (Sigma) diluée 2 fois dans du
PBS pendant au moins 5 minutes: le Bleu Tryparetse/la membrane plasmique. On rince 2 fois
avec du PBS et on compte les noyaux bleus, comegmb aux cellules en apoptose qui ne peuvent
plus expulser le Bleu Trypan du cytoplasme, lunpettant de traverser I'enveloppe nucléaire. Ce test
permet de dénombrer les cellules mortes, en phaa& il faut également observer la dissociation des
cellules (espaces intercellulaires plus importaatdp perte de cellules par décollement (dimimutio

du nombre total de cellules).

6.9 Spectroscopie d'absorption.

Les spectres d’absorption mesurés afin de déterntsecoefficients d’absorption molaire des

sondes Pyréne-cholestérol ont été acquis sur dpestrephotomeétres différents, un Uvikon 923

(Kontron Instrument, Milan, Italy) et un Specord52nalytik Jena, Jena, Germany) tous les deux

thermostatés a 30°C.
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6.10 Spectroscopie de fluorescence.

Les spectres d’'excitation et d’émission de fluoeese des sondes Pyréne-cholestérol ont tous été
enregistrés sur un spectrofluorimétre Quanta MaktefPhoton Technology International,
Birmingham, NJ, USA) thermostaté a 37°C. Pour lespsensions de liposomes la longueur d’onde
d’excitation est de 346 nm, le temps d’intégratilen100 ms et les bandes passantes pour I'excitation
et I'émission sont respectivement de 5 nm et 2 lreB. spectres sont enregistrés entre 300 et 360 nm
pour I'excitation (émission & 390 nm pour les mopoes ou 470 nm pour les excimeéres) et entre 365
et 600 nm pour I'’émission. Pour les suspensiorislagkes la longueur d’onde d’excitation est de 330
nm afin de ne pas mesurer la bande Raman du tamepes dans le spectre d’émission des sondes
Pyréne-cholestérol (elle apparait 35 nm décalés \errouge par rapport a la longueur d’onde
d’excitation), le temps d’intégration de 200 mdest bandes passantes pour I'excitation et I'émissio
sont respectivement de 5 nm et 2 nm. Les specegsittion sont enregistrés entre 300 et 360 nm et

les spectres d’émission entre 370 et 480 nm.

6.11 Microspectrofluorimétrie.

Le microspectrofluorimétre a été mis en place parg& Mazeres, ingénieur de recherche. I
consiste en un microscope Axioplan (Carl Zeiss Mioaging GmbH, Goéttingen, Germany) équipé
d’un objectif a contraste de phase au grossissedext0 et d’'ouverture numérique 1.3. D’autre part
il est relié a une source d’excitation laser Inn@@&-A4 a argon (Coherent, Santa Clara, CA, USA)
configuré, par un jeu de miroirs interne, en modé pdur exciter le pyrene (bandes multiples entre
333.6-363.8 nm). Le laser délivre une puissanceemog de 55 mW atténuée 100 fois par un filtre
neutre placé directement a la sortie du faisceaue lntille amovible est positionnée a I'entrée du
microscope afin de permettre, le cas échéant, Ummination en champ large de I'échantillon
(ilumination d’environ 80% du champ). L’'acquisitiales spectres d’émission de fluorescence se fait
par un systeme (Horiba Jobin-Yvon, Longjumeau, €earmplacé sur la sortie caméra au-dessus du

microscope et est composé d’'un monochromateur d&ri@ microHR, d'une caméra CCD série
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Synapse et du contrbleur Symphony piloté par leicielg SynerJY installé sur un PC. Le
monochromateur est configuré pour utiliser le résgmdiffraction d’'une résolution de 600 gr/mm qui
permet I'éclatement d’'un spectre (jusqu’a 280 nnhadge) sur le capteur CCD de la caméra (refroidie
par un systeme Peltier couplé au capteur CCD) ayaetrésolution de 1024 256 pixels et une
efficacité quantique de 40% sur la plage 200-900 Fimalement on a une résolution spectrale de 0.6
nm. Les spectres sont enregistrés de 372 a 600vamua temps d’exposition de 1 sec et un gain de

4%.

6.12 Microscopie photonique.

Les images des différents marquages des membrdasmigues ont été acquises sur un
microscope Axioplan Il (Carl Zeiss) équipé d’'un etijf x63 & immersion a huile au d’une lampe a
vapeur de mercure a température ambiante. Les filtbes utilisés sont le bloc DAPI (ex. BP365-12 /
dic. FT395 / em. LP 397) pour les sonde Pyréneestéiol et FITC (ex. BP450-490 / dic. FT510 /
em. LP 515) pour les récepteurs membranaires faé®a la Green Fluorescent Protein. Les images
sont acquises via une caméra CCD C2400-75i (HansanRitotonics, Hamamatsu city, Japan) pilotée

par Labview.
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Changes of the Membrane Lipid Organization Characterized by Means
of a New Cholesterol-Pyrene Probe
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ABSTRACT We synthesized 3B-hydroxy-pregn-5-ene-21-(1-methylpyrenyl)-20-methylidene (Py-met-chol), consisting of
cholesterol steroid rings connected to a pyrene group via a linker without polar atoms. This compound has interesting
spectroscopic properties when probing membranes: 1), The pyrene has hypochromic properties resulting from probe self-
association processes in membranes. Using liposomes of various lipid compositions, we determined the association constants
of the probe (K): Kbopc > Krorc > Kompc > Kbmpc/is mol % chol = Kbmpc/ao mol % chol- This indicates a better probe solvation in
saturated than in unsaturated lipids, and this effect is enhanced as the cholesterol concentration increases. 2), The pyrene
fluorophore is characterized by monomer (/1—I5) and excimer (/g) emission bands. In model membranes, /;/ls and Ig/l; ratios
revealed a correlation between the polarity of the lipid core of the membrane and the amount of cholesterol. 3), Using this probe,
we monitored the first steps of the signaling pathway of the mouse §-opioid receptor, a G-protein-coupled receptor. The
thickness of the membrane around this receptor is known to change after agonist binding. Fluorescence spectra of living
Chinese hamster ovary cells overexpressing mouse §-opioid receptor specifically revealed the agonist binding. These results

indicate that Py-met-chol may be useful for screening ligands of this family of receptors.

INTRODUCTION

The plasma membrane is a complicated mixture of lipids and
proteins, organized into various specialized microdomains
(1), which differ in their composition, their physical proper-
ties, and, consequently, their biological functions (2,3). These
distinct microdomains cannot be directly identified in living
cells by noninvasive approaches. However, numerous studies
of detergent-resistant membrane fractions and of reconsti-
tuted model membranes of comparable lipid compositions
(4,5) indicate that some lipids have the propensity to associate
with each other and to promote lateral segregation (6). This
is the case for mixtures of cholesterol, sphingolipids, and sat-
urated glycerophospholipids, which generate a liquid-ordered
(lo) fluid phase (2). This phase is characterized by more
tightly packed hydrophobic moieties, lipids having a weaker
translational diffusion and no rotational diffusion (2,3,7,8),
and a thicker membrane than the liquid-disordered (Id) phase
composed of unsaturated glycerophospholipids with the same
acyl chain lengths (9). Such lipid effects may occur in plasma
membrane; indeed, some G-protein-coupled receptors (GPCRs)
change the thickness of the membrane after ligand binding,
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as reported by Salamon et al. for the mouse d-opioid receptor
(mDOR) in reconstituted membranes (10).

All of the biophysical approaches for quantifying these
general properties use model membranes with simple lipid
mixtures, whereas investigations on in vivo cell membranes
require indirect methods. Various fluorescent membrane
probes, for example, the 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene de-
rivatives (11) or prodan/laurdan probes (12), have been used
to determine membrane structure and lipid molecular orga-
nization. Another family of probes based on pyrene allows
the investigation of the lateral distribution and the dynamics
of membrane compounds (13). Indeed, the monomer (M)
and the excimer (E) species have different fluorescence signals
(Iv and Ig, respectively) (13), and the ratio of fluorescence
intensities (Ig/lyy) is directly related to the probe distribution
in the lipid membrane network (14). Moreover, pyrene is an
effective spectroscopic sensor of the polarity of the mem-
brane’s hydrophobic core (15): the monomer fluorescence
spectrum consists of five emission bands, where [; is a
function of the polarity of the probe’s surroundings and /5 is
mainly proportional to the probe’s concentration. Thus, the
ratio I/l is of particular interest for membrane studies, be-
cause an increase in the mole fraction of cholesterol is cor-
related with a decrease of the membrane’s permeability to
water (16). Since the polarity within a lipid membrane is mostly
determined by the number of internal water molecules pres-
ent (17), the pyrene probe should report the cholesterol-
induced lo phase with respect to the 1d phase.

In a previous study (18) of a cholesterol-pyrene-based probe
(1-pyrenemethyl-(33)-3-hydroxy-22,23-bisnor-5-cholenate
(Py-ester-chol)), we identified several interesting properties

doi: 10.1529/biophysj.107.112821
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of this probe family, but its low miscibility in lipid bilayers
made labeling living cell plasma membranes impossible. This
low miscibility was attributed to the polar atoms present in
the linker between the cholesterol moiety and the pyrene
moiety. To avoid this problem, we synthesized 33-hydroxy-
pregn-5-ene-21-(1-methylpyrenyl)-20-methylidene (Py-met-
chol), a new probe designed without polar atoms in the linker.
We first characterized its membrane behavior, and then used
absorbance measurements to study its lateral distribution in
model membranes. The fluorescence experiments, carried out
with model membranes of various compositions, allowed us
to characterize changes in the core polarity and lipid organi-
zation, since both of these features are correlated with changes
in the membrane thickness. Finally, we used the probe to
label living cell plasma membranes and their fluorescence
properties to detect the first steps of a cell signaling pathway,
triggered by the thickness change associated with mDOR
binding its agonist (10).

MATERIALS AND METHODS
Organic synthesis of Py-met-chol

The scheme and the detailed description of the chemical synthesis, the
infrared, NMR 'H and *C characteristics, the analytical characterizations,
and the RX molecular structure of tert-butyldimethylsilyl-(Py-met-chol) are
described in the Supplementary Material.

Lipids and other reagents

Cholesterol, 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DMPC), 1-pal-
mitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (POPC), and 1,2-dioleoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine (DOPC) were purchased from Sigma (St Louis,
MO), and 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC) was pur-
chased from Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL). The purity of phospho-
lipids and sterols was confirmed by thin-layer chromatography on silica-gel
(Merck, Darmstadt, Germany) using chloroform/methanol/water (65:25:4,
v/v) as the elution solvent. The detections were performed with the Dittmer’s
reagent for phosphorus compounds (19) and then heated to detect sterols.
Lipids, dissolved in chloroform/methanol (9:1, v/v) were stored at 4°C be-
fore use. The concentrations of phospholipid solutions were determined by a
classical phosphate assay and by a colorimetric method (20) for cholesterol
and Py-met-chol. A gravimetric approach using a Sartorius (Goettingen,
Germany) super microbalance (1077 g) was also used. Diprenorphin and
Deltorphin II were purchased from Sigma. Water was purified through a
Milli-Q system (Millipore, Bedford, MA).

Preparation of lipid vesicles

Liposomes were prepared by mixing appropriate volumes of the stock
solutions of phospholipids, cholesterol, or Py-met-chol (mole fractions
were calculated according to the total quantity of lipids in a given sus-
pension). Solvent was evaporated under a nitrogen stream and samples
were desiccated under vacuum for 2 h (1 Torr). The dried lipid samples were
hydrated in MOPS buffer (10 mM 3-morpholino-propanesulfonic acid, 100
mM NaCl, and 0.02% w/v NaN3, pH 7.4) and heated to 60°C for 20 min
(this temperature is higher than the gel-to-liquid transition temperature
(T1). We immediately vortexed the sample for 4 min to allow the formation
of multilamellar vesicles (MLVs). For absorbance and fluorescence experi-
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ments, MLVs (at final concentrations of 0.1-1 mM) were sonicated for 10
min at a temperature above the Ty, using a VibraCell sonicator (Sonics &
Materials, Newtown, CT) with a titanium-plated tip delivering 12.5 W. The
samples, constituted of small unilamellar vesicle suspensions, were imme-
diately centrifuged for 25 min at 20,000 X g (5408R centrifuge, Eppendorf,
Hamburg, Germany) to remove any titanium particles. Small unilamellar
vesicle suspensions were stored for 36 h to allow vesicle fusion. The sizes of
relaxed large unilamellar vesicles (LUVs) were measured by dynamic light
scattering using a Dynapro device (Wyatt Technology, Santa Barbara, CA).
The LUVs in this study had a mean radius of 77 £ 6 nm.

Differential scanning calorimetry

MLVs (at a final concentration of 30 mM) were subjected to three cycles of
freezing and heating to 60°C for 10 min for MLV homogenization. The
samples were stored at 4°C for at least 24 h and then loaded into the sample
cell of the calorimeter; ~45 mg of each MLV suspension was sealed into a
stainless steel high-pressure capsule and scanned at rates of 600, 300, 150,
105, 60, 45, 30, and 15°C/h from 5°C to 60°C and from 60°C to 5°C on a
Pyris-1 calorimeter (Perkin-Elmer, Norwalk, CT) (the reference was an
empty capsule). The amount of probe was maintained below its maximum
solubility in all cases. For all samples, we analyzed the scans to assess the
maximum temperature and the enthalpy of the gel-to-liquid phase transition
for each scanning rate. By extrapolation to 0°C/h, we obtained the exact
melting enthalpy.

Absorption spectrometry

Absorption spectra were measured from 500 to 280 nm in a 1-cm path
length quartz cuvette using a Uvikon 923 spectrophotometer (Kontron
Instruments, Milan, Italy) equipped with a thermostated cuvette holder at
30 =+ 0.1°C (Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, France). We used air as
the reference to calibrate a zero baseline. The molar absorption coefficients
of the probe &y,c.s Were calculated from the absorbance at 345 nm of each
liposome suspension. This corresponds to the lowest energy-absorption
band of the monosubstituted pyrene. To eliminate the effect of liposome
light scattering at this wavelength, we used a homemade program calcu-
lating the contribution of the turbidity (7(A)) to the absorbance spectrum of
each sample. This program is based on an equation (Eq. 1) modified from
that described previously (21):

T(A):AX/\—IB+C, (1)

where A is the wavelength and A, B, and C are the parameters that have to be
fitted. Using nonlinear regression, we determined the parameter values from
experimental measurements of absorbance at 290 nm and from 385 nm to
500 nm in a given sample. Thus, the turbidity value at 345 nm was calculated
and allowed accurate measurement of the probe absorbance. We used the
Beer-Lambert law and these absorbance values to determine &, values for
all samples.

Fluorescence spectrometry

Emission spectra were recorded on a QuantaMaster-4 spectrofluorimeter
(Photon Technology International, Birmingham, NJ) monitored by FeliX32
software. The excitation wavelength (bandwidth 5 nm) was set to 330 nm to
avoid the Raman peak of water. The fluorescence emission (bandwidth 2
nm) was measured from 365 to 600 nm in 0.5-nm increments. The signal
integration time was set to 100 ms for vesicle suspensions and to 200 ms for
cell suspensions. Fluorescence spectra were recorded in 1-cm quartz
cuvettes thermostated at 37 + 0.1°C (Fisher Bioblock Scientific) for LUVs
and labeled Chinese hamster ovary (CHO) cells. 11, 15, and /g were measured
at 376, 388, and 475 nm, respectively.
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Determination of the maximum solubility of
Py-met-chol in liposomes

We prepared POPC liposomes at a final concentration of 0.1 mM with a
series of mole fractions of the probe (0.15-0.35 mol %). All probe molecules
not incorporated into liposomes formed aggregates in the buffer with a
specific spectral response. These aggregates were eliminated by centrifuga-
tion for 25 min at 20,000 X g (5408R, Eppendorf). We then measured
(at 20°C) the absorbance of each suspension at 345 nm as a function of
the mole fraction of the probe. The Py-met-chol mole fraction for which
the absorbance reached a plateau was taken as the maximum solubility.

Isodesmic model

Calculations were performed using the isodesmic model (18) described in
the Appendix. This model accounts for changes in the absorption (hypo-
chromism) of the probe’s pyrene moiety due to a self-association process in
membranes where the association constants, K, are equivalent for each
association step. The pyrene probe absorbs light as a monomer (&y0n0) and as
n-mers, where the two pyrene molecules at the ends absorb light as half-
stacked mers (&) and n-2 pyrene molecules inside an n-mer absorb light as
fully stacked mers (&;,). For a given liposome suspension, the overall ab-
sorption (&c,c) corresponds to the sum of these three contributions weighted
by their respective mole fractions. Parameter fitting (K, €monos €exts €int) 1S
performed by minimizing the sum of the squares of weighted residuals
1/ sileas) between &cqs and &qqc to account for the increased experimental
error as the probe concentration decreases.

Labeling mixture preparation

Methyl-B-cyclodextrin (MBCD, Sigma) was dissolved in water (683 mg in 7
mL) and heated to 70°C under agitation. To obtain a 1:75 molar ratio (Py-
met-chol/MBCD), 50 uL of a solution of Py-met-chol in dimethylforma-
mide (138 mM) was added slowly. This solution was sterilized through a
0.22-pum-pore filter and stored for up to several weeks at 4°C. The in-
cubation medium consisted of 1 mL of this solution diluted (1:30, v/v) in
phosphate-buffered saline (PBS) (Gibco-BRL, Cergy-Pontoise, France) and
warmed to 37°C. The final dimethylformamide concentration was <0.05%.
The final concentration of MBCD was 2.5 mM.

Cell culture and in vivo plasma membrane labeling

We used CHO cells stably transfected (CHO-8) with the gene for the mouse
d-opioid 7-transmembrane receptor (mnDOR), which was produced at a rate
of 10 = 1 pmol receptor/mg protein. CHO wild-type cells (CHO-wt) were
used as controls. Cells were grown in culture flasks in supplemented HAM-
F12 nutrient mixture (10% fetal calf serum, 2 mM sodium glutamate, 50 ug/
mL penicillin and streptomycin) at 37°C under a 5% CO, atmosphere.
Geneticin (0.8%, v/v) was added for selection of transfected cells. The cells
were plated on coverslips, washed twice with 1 mL of PBS without calcium
at 37°C, and incubated with 1 mL of labeling mixture for 2 min at 37°C. The
inoculum was removed and cells were washed six times with PBS without
calcium and then suspended in HEPES buffer (20 mM HEPES, 118 mM
choline chloride, 10 mM glucose, 3 mM MgSO,, 1.5 mM CaCl,, pH 7.4).
Four minutes later, we added an mDOR agonist (Deltorphin II) or antagonist
(Diprenorphin) to a final concentration of 1 uM to the CHO or CHO-6 cell
suspensions. All products were purchased from Gibco-BRL, Invitrogen.

Fluorescence imaging

Cells were covered with 60 uL of HEPES buffer and mounted on the
microscope. A Carl Zeiss Axioplan II microscope (Carl Zeiss Micro-
Imaging, Gottingen, Germany) equipped with a 63X magnification oil-
immersion objective lens and a CCD camera C2400-75i (Hamamatsu
Photonics, Hamamatsu City, Japan) was used for wide-field fluorescence
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imaging. The Zeiss Filterblock No. 01 (UV) was used. All measurements
were carried out at room temperature.

RESULTS

Py-met-chol was obtained by the condensation of
1-pyrenecarboxaldehyde and pregnenolone according to Scheme
1 in the Supplementary Material, which also describes the
organic synthesis and characteristics of all intermediary prod-
ucts, as well as the crystal data for tert-butyldimethylsilyl-
(Py-met-chol) (Supplementary Material, Fig. S1). The struc-
ture and the emission and excitation fluorescence spectra of
Py-met-chol are shown in Fig. 1. All emission spectra re-
corded during this study were similar to the spectrum shown
in Fig. 1 b. The resolution and the wavelengths were un-
changed: I; = 376 nm, I35 = 388 nm and /g = 475 nm,
respectively.

To characterize the behavior of the pyrene probe in mem-
branes, we studied vesicles composed of phosphatidylcho-
lines (PC) with different acyl chains (DMPC, POPC, DOPC),
mixed with a series of mole fractions of cholesterol.

Py-met-chol maximum solubility

We measured the maximum solubility of Py-met-chol in LUV
composed of POPC at room temperature and compared it to

a

Fluorescence intensity (a.u.)

L L L A . n

300 350 400 450 500 550
Wavelength (nm)

FIGURE 1 (a) Chemical structure of Py-met-chol (33-hydroxy-pregn-5-
ene-21-(1-methylpyrenyl)-20-methylidene). (b) Emission (right) (Agm =
330 nm, bandwidth 2 nm) and excitation (left) (\gx = 388 nm, bandwidth 2
nm) fluorescence spectra in a bilayer: /4, I3, and /g were measured at 376,
388, and 475 nm, respectively.
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Py-ester-chol solubility and published results for cholesterol
(22). The saturation of phospholipids with Py-met-chol was
detected in absorption and fluorescence spectra: Py-met-chol
aggregates in the buffer and leads to red-shifted absorption
and excitation spectra (23,24) (data not shown). These
aggregates were easily removed by centrifugation. Py-met-
chol inserted into POPC LUVs was thus quantified by
absorption measurements. We found that POPC LUVs are
saturated with 28 = 2 mol % of Py-met-chol at 20°C, a much
higher value than for Py-ester-chol (~6 = 1 mol %) (18).

Comparison of the effects of cholesterol
and Py-met-chol on DPPC endotherms

We investigated by differential scanning calorimetry (DSC)
the effect of cholesterol and Py-met-chol on the modification
of the phase physical properties of saturated-PC MLVs.
Representative DSC heating scans of aqueous multilamellar
suspensions of DPPC containing 0, 2.1, 5, 10, 15, and 20 mol
% of cholesterol or Py-met-chol are shown in Fig. 2, @ and b.
Pure DPPC exhibited a classical endotherm similar to that
described in the literature (25): an endothermic pre-transition
at 36°C followed by the main transition at 41.5°C. The main
transition was abolished by 20 mol % of cholesterol and
by 15 mol % of Py-met-chol. The variations of the main tran-
sition melting enthalpies as a function of sterol contents
(0-20 mol %) revealed that the disturbance of the DPPC
melting enthalpy was similar for the two sterols (Fig. 2 ¢).

Self-association of Py-met-chol in
model membranes

We exploited the hypochromic behavior of pyrene to deter-
mine the lateral distribution of the ground-state Py-met-chol
in fluid-phase LUVs according to the isodesmic self-associative
model (see Appendix) (18). The molar absorption coeffi-
cients €, Were determined from the maximum absorption
wavelength (corresponding to the lowest-energy band of the
allowed Sy — S, pyrene transition: 345 nm) as a function of
the probe to host lipid mole fraction (0.01-5 mol %). Mea-
surements were made at 30°C in DMPC, POPC, and DOPC
vesicles (characterized by different degrees of acyl-chain
unsaturation) and LUVs constituted by two DMPC/choles-
terol mixtures (85:15 and 70:30). Data and isodesmic fits are
illustrated in Fig. 3. The ¢y, values for all liposome sus-
pensions were ~32,000 M~' cm™" at 1 mol % of Py-met-chol
and were little different at a probe mole fraction of 5 mol %.
However, when we lowered the probe mole fraction the e,
values increased, indicating a hypochromic effect of the probe.
This effect was observed more sharply in LUVs composed of
unsaturated phospholipids. No shift of the maximum wave-
length of pyrene absorption was detected.

To quantify this phenomenon, we used the generic Eq. A12
of the isodesmic model to fit the data and then determined the
self-association constant, K (Mfl) and the molar absorption
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FIGURE 2 (a and b) Representative raw DSC scans at 30°C/h of DPPC
MLVs with various cholesterol (a) or Py-met-chol (b) mole fractions. DPPC
vesicles contained, from top to bottom, 0, 2.1, 5, 10, 15, and 20 mol %. The
stars indicate the pretransition peak of the pure DPPC MLVs. (¢) Effect of
increasing amounts of cholesterol or Py-met-chol on the main-transition
chain melting enthalpy.

coefficients £y0n0, &int, AN Eexy (M7l cmfl) corresponding
to the overall absorption process of these LUV suspensions
(Table 1). In each case, the self-association process led to the
formation of oligomers (n-mers) whose distribution and size
were calculated according to Egs. A7 and A8 for a given K
value and various probes to host lipid mole fractions (Cr).
This is illustrated in Fig. 4 using an association constant of
93 M~ !, corresponding to LUVs composed of pure DMPC:
the calculated distributions for n-mers up to heptamers are
shown. In Table 2 are reported, for the LUV suspensions
studied, 1), the calculated size of the most abundant n-mer
and the largest n-mer size (90% of probe molecules are
expected to be in n-mers of this size or smaller), for 2, 5, 20,
and 30 mol % of Py-met-chol; and 2), the percentages of the
monomers for 2 mol % Py-met-chol. We noticed that the
more the phospholipids are saturated, the more the probe was
distributed as monomer. Similarly, the amount of monomer
increased with the amount of cholesterol in DMPC.
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FIGURE 3 (a—c) Experimental data (dots) and corresponding isodesmic-
based fits (/ines) of Py-met-chol molar absorption coefficient as a function of
probe mole fraction in LUVs of DMPC (a), POPC (b), and DOPC (c¢). (d)
Superimposition of fitting curves. All measurements were performed above
Tm (30°C). Error bars represent standard deviations of two independent
experiments.
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Fluorescence of Py-met-chol in model membranes

As cholesterol is able to induce a lo phase in some lipid
membranes, thereby increasing the membrane thickness, we
measured the fluorescence emission spectra of Py-met-chol
in LUVs composed of DMPC, POPC, or DOPC with a series
of amounts of cholesterol.

The percentage of probe labeling

Fig. 5 a shows I3 and I intensities as a function of the probe
mole fraction. A linear correlation between the probe quan-
tity and /3 was found in the concentration range of 0—1 mol
% when there were few excimers. For LUVs containing
>1 mol %, I diverged from the linearity as /g increased. We
then tested 0.2, 0.5, or 2 mol % of Py-met-chol in DMPC
with 0-55 mol % of cholesterol. The fluorescence intensities
1, Iz, and Iz were measured and the ratios /,/I5 and Ig/I;
calculated (Fig. 5, b and c). The sample with 2 mol % of Py-
met-chol exhibited the maximum decrease of I,/I5 (30-35
mol % of cholesterol; Fig. 5 b), greater than that found for
higher probe concentrations (data not shown). Above this
mole fraction, /;/I3 increased with increasing cholesterol
mole fractions and joined the other //I5 values (0.2—0.5 mol
%). Similarly, Ig/l; only showed changes with the 2 mol %
sample (Fig. 5 ¢): a constant and low value of Ig/l; was
measured for mole fractions of cholesterol <30 mol %, but a
steep continuous increase was observed between 30 and 55
mol %. The sudden variations of /;/I3 and Ig/I; at probe
concentrations >30 mol % are due to the efficiency of the
excimer’s formation (see below). As excimer species are
only detected at >1 mol % of probe, 2 mol % of Py-met-chol
was used in the following experiments.

mono-mer
e f-rMIEF
tri-mer
tetra-mer
— penta-mer
hexa-mer
hepta-mer

0.8

0.6

0.4

n-mers mole fraction

0.2

0.01 0.1
Log [Py-met-chol mole fraction (mol %)]

10

FIGURE 4 Calculated evolution of monomer to heptamer species as a
function of Py-met-chol concentration in LUVs. We used an association
constant value of 93 M’l, which corresponds to a DMPC environment.
Calculations were performed using the isodesmic model (see Appendix).
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TABLE 1 Parameter values determined after data fitting according to the isodesmic model
€ (M71 Cmf')

K M) (95% CIy* € mono (95% CI)* Eext (95% CI)* &int (95% CI)* n
DOPC 669 (609-739) 143,510 (126,700-160,310) 70,750 (68,260-73,240) 31,360 (30,850-31,860) 33
POPC 281 (230-346) 77,270 (64,080-90,470) 61,860 (58,710-65,010) 31,020 (30,140-31,910) 31
DMPC 93 (84-103) 77,470 (74,260-80,690) 37,960 (36,750-39,170) 31,550 (31,030-32,070) 66
DMPC/chol (85:15) 68 (61-75) 74,450 (71,800-77,090) 34,940 (33,800-36,080) 31,220 (30,660-31,780) 36
DMPC/chol (70:30) 43 (38-49) 73,070 (71,350-73,780) 33,080 (32,300-33,870) 30,790 (29,360-31,200) 34

*Values in parentheses represent the 95% confidence intervals (CI), calculated as follows: for a given parameter (K, €monos &ints OF €ext), With all others fixed
equal to the solution. Consequently, the 95% CI value corresponds to the range where the given parameter reduces the error by <5% (according to Fisher’s

test) on the 1 /Yz—weighted residual sum of squares compared with the solution. ¢ values are rounded to the nearest tenth. 7, number of samples.

Comparative study of DMPC, POPC, and DOPC
LUVs with various concentrations of cholesterol
and 2 mol % of Py-met-chol

In model membranes, cholesterol induces various lipid
organizations (lo versus 1d phases), so we verified that the
probe was sensitive to these distinct membrane organiza-
tions. The normalized fluorescence ratios I,/I5 and Ig/I5 are
plotted against the mole fraction of cholesterol in Fig. 6, a
and b. Only DMPC showed a significant decrease of I,/I3
until the mole fraction of cholesterol reached 30-35 mol %;
this was followed by a partial recovery for higher concen-
trations of cholesterol. In DOPC and POPC there was less of
a decrease. Ig/I; was unchanged in a range of 0-25 mol % of
cholesterol (Fig. 6 b), but showed a considerable increase
from 30 mol % in DMPC, a small increase from 45 mol % in
POPC, and no variation in DOPC. The main difference
between these LUV containing 2 mol % of probe was that at
30 mol % of cholesterol and beyond, only DMPC is in lo
phase, whereas >45 mol % of cholesterol is needed for
POPC to display a lo phase. The lo lipid phase, its polarity
decrease (due to its being less permeable to water than the 1d
phase), and the thickness increase were correlated (see
below).

Fluorescence of Py-met-chol in
plasma membranes

Py-met-chol was introduced into the plasma membrane of
living CHO cells using a MBCD-based protocol. This

protocol is easy to use, fast, and minimally disruptive.
Trypan blue was used to measure cell viability from 2 to 24 h
after cell labeling. Control and labeled cells multiplied and
survived similarly (data not shown), indicating that Py-met-
chol displayed no significant toxicity for living cells. Fig. 7 a
shows a wide-field microscope image of Py-met-chol-
labeled CHO-0 cells. The corresponding cell suspension
fluorescence spectrum is illustrated in Fig. 7 b and shows a
resolution comparable to that of LUV spectra. As deduced
from model membranes, a qualitative analysis of the amount
of inserted probe in the membrane is possible by considering
I and Ig/I; values. Hence, the incubation time was adapted
to give cell fluorescence spectra similar to those of liposomes
composed of POPC/30 mol % cholesterol and containing
2 mol % of Py-met-chol. Indeed, the initial /g//5 value mea-
sured was 0.33 = 0.05 for all cell suspensions (Fig. 8 a)
close to the 0.30 = 0.01 obtained with POPC/30 mol % of
cholesterol LUVs (see Fig. 6 legend for other data values).
We monitored the plasma membrane thickness change
induced by agonist activation of mDOR (10). Fig. 8, a and
b, shows the variations of Ig/l; and I,/Iz for CHO-wt and
CHO-6 cells as a function of time after addition of buffer,
Deltorphin II (mDOR agonist), or Diprenorphin (mDOR
antagonist). With CHO-§, a transient decrease of I,/I3 was
observed 2 min after agonist addition, reaching a maximum
magnitude after 4 min. Then, 2 min later, it had returned to
its initial value and remained constant. /,/I5 did not change
either in CHO-0 cells after addition of antagonist or buffer in
CHO-wt (without mDOR) after agonist addition, showing
the specific Deltorphin II-induced effect. This result is

TABLE 2 Calculated n-mer distributions for various probe mole fractions and association constants in liposomes

Probe mole percentage (mol %)

KM 2
Monomer (%)
DOPC 669 5.7
POPC 281 12
DMPC 93 26
DMPC/chol (85:15) 68 68
DMPC/chol (70:30) 43 93

2 5 20 30
(Majority n-mer*/largest n-mert)
(4/14) (6/22) (12/45) (14/55)
2/9) (4/14) (8/29) 9 36)
175 2/8) (4/16) (5/21)
1/4) @/ (4/14) (5/17)
173 215 (3/11) (4/14)

*The majority n-mer is the one with the highest mole fraction in the liposome.

tThe largest n-mer size, describing 90% of probe molecules.
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FIGURE 5 (a) Fluorescence intensities of the monomer (/3, 388 nm) and
the excimer (/g, 475 nm) as a function of Py-met-chol mole fraction, in
LUVs of DMPC. Fluorescence ratios I,/I; (b) and Ig/I5 (c¢) of Py-met-chol
incorporated at 0.2, 0.5, or 2 mol % in LUVs composed of DMPC as a
function of cholesterol mole fraction. Ratios are normalized taking ratio
values for suspensions without cholesterol as the reference, which
corresponded to /,/I; and Ig/I3 values of: 1.82 and 0.06 with 0.2 mol % of
Py-met-chol, 1.89 and 0.15 with 0.5 mol %, and 1.99 and 0.27 with 2 mol %.
Error bars represent standard deviations of two independent experiments. In
all cases, the temperature was 37°C.
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FIGURE 6 Fluorescence of Py-met-chol incorporated at 2 mol % in
LUVs of DMPC, POPC, and DOPC as a function of cholesterol mole
fraction. Evolution of I;/I5 (a) and Ig/I5 (b) ratios of Py-met-chol are shown.
All measurements were performed at 37°C. Ratios are normalized taking
ratio values for suspensions without cholesterol as the reference, which
corresponded to the following values for /;/I3 and Ig/l5: 1.98 = 0.01 and
0.27 = 0.01 in DMPC, 1.99 = 0.01 and 0.30 = 0.01 in POPC, and
2.02 = 0.01 and 0.35 = 0.01 in DOPC.

strengthened by the observation of an absence of change
of I/I5 and Ig/I; after addition of 1 uM of these ligands in
LUV suspensions of DMPC containing 0 or 30 mol % of
cholesterol and labeled with 2 mol % of Py-met-chol.

DISCUSSION

We report that Py-met-chol, owing to its structure, is much
more soluble than Py-ester-chol in model membranes.
Although this solubility is lower than that of cholesterol in
POPC (66 mol % (22)), our probe is able to label natural
membranes using MBCD. The low MBCD concentration
used (2.5 mM) is not sufficient to induce cholesterol
depletion from the plasma membrane (26). Moreover, the
labeling conditions (only 2 min at 37°C) are safe for living
cells. First, we compared the behavior of Py-met-chol and
cholesterol.
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FIGURE 7 Fluorescence of Py-met-chol in living cells. (¢) Wide-field
microscope fluorescence image of plasma membranes of CHO-6 cells
incubated with Py-met-chol/MBCD for 2 min at 37°C. The samples were
observed at room temperature. Scale bar, 10 um. (b) Emission spectrum
of a CHO-6 cell suspension at 37°C labeled with Py-met-chol.

Biophysical behavior and absorbance properties
of Py-met-chol in model membranes

The effects of cholesterol and Py-met-chol on saturated
phosphatidylcholine MLV endotherms were determined.
DPPC was selected for the abundance and diversity of the
data in the literature. Ty, (Fig. 2, a and b) changed slightly
when Py-met-chol replaced cholesterol (AT ~ —4°C and
—1°C, respectively, at 10 mol %). These decreases indicated
better sterol solubility in the fluid phase than in the gel phase.
The broadening of the main transition peak revealed a lesser
DPPC melting cooperativity for Py-met-chol than for
cholesterol. The melting enthalpies of this transition de-
creased in a comparable way to, and linearly with, the mole
fractions of both cholesterol and Py-met-chol. These results
suggest that Py-met-chol/DPPC interactions are likely to be
determined by the cholesterol moiety of the probe. The
DPPC endotherms with 2.1 mol % of Py-met-chol were
comparable to those of DPHpPC, a probe known for its
limited disruptive effect on saturated PC (27). These various
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findings indicate that the pyrene moiety has a little effect on
lipid membranes, especially if its concentration does not
exceed 2 mol %.

We determined the lateral distribution of Py-met-chol at
30°C in the ground state by measuring the molar absorption
coefficients, &yeas, at the maximum absorption wavelength of
the Sy — S, pyrene transition, as a function of the probe
concentration (18). A hypochromic effect was observed in all
LUV suspensions as the Py-met-chol concentration in-
creased. According to Todesco et al. (28), this suggests that
stacking of pyrene chromophore occurs and is a function of
the probe concentration. We used an isodesmic model to
estimate the self-association constants, K, and the theoretical
molar absorption coefficients &mnono» &int, aNd Eex. We found
that &,0n0 = €ext = &ni» and for the five distinct classes of
LUVs studied, ¢, values are in the same range. This leads to
converging &n,..s values (close to &) in LUVs when the
probe concentration is >1 mol % (Fig. 3). The contribution
of &mono 18 higher when the probe concentration is lower, but
Emeas NEvVer reached values close to &,,0n, because this would
correspond to LUVs containing too few probe molecules to
be detected (i.e., probe concentration <0.01 mol %).
Moreover, we report that Kpopc > Kpopc > Kpmrc,
corresponding to increased probe self-association as the
degree of acyl-chain unsaturation increases. This effect is
comparable to the cholesterol interaction with phosphatidyl-
cholines, which is favored when acyl chains are saturated
(29). The calculations of n-mer distributions for various
percentages of Py-met-chol reveal the efficiency of this self-
associative process as assessed from the stack sizes: at 2 mol
% of probe, monomers were prevalent in DMPC, whereas
tetramers were the majority form in DOPC. Our findings
with DMPC liposomes containing 2 mol % of Py-met-chol
and mixed with 0, 15, or 30 mol % of cholesterol (Table 1)
show that K decreases as the cholesterol mole fraction
increases. This can be explained by better probe solvation in
DMPC/cholesterol than in pure DMPC LUVs. Indeed, we
found that for 2 mol % of probe, 93% of Py-met-chol
molecules were monomeric in DMPC/cholesterol (70:30)
LUVs, but only 26% were monomers in pure DMPC.

Previous studies analyzing cholesterol solubility in vari-
ous types of lipids have arrived at the same conclusion.
Effectively, the phase behavior of binary mixtures contain-
ing cholesterol and phospholipids indicated nonideal mixing
of cholesterol and the presence of 1d/lo immiscibility regions
(30-32), and cholesterol promotes the lo domain (33).
Furthermore, the acyl-chain structure is known to affect
cholesterol interaction with lipids (34), causing variations in
cholesterol distribution and membrane dynamics. Radhakrishnan
et al. (35) reported that there is less evidence for cholesterol
complex formation with unsaturated than with saturated PC.
This suggests that cholesterol is better solvated in saturated
than in unsaturated lipid environments where it is partially
excluded, implying formation of cholesterol oligomers rather
than monomers (34).
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FIGURE 8 Fluorescence Ig/l5 values of one set of various conditions (a)
and normalized /,/I; values for all experiments (b) involving Py-met-chol
with living CHO-6 and CHO-wt cell suspensions. The arrow indicates the
addition to the CHO-6 cell suspension of a solution of buffer (HEPES,
n=9), antagonist (Diprenorphin, » = 10), or agonist (Deltorphin II, n = 11),
or addition of a solution of agonist to the CHO-wt cell suspension (n = 10).
I/l ratios are normalized taking ratio values measured before ligand
addition. Error bars correspond to mean * SE of n experiments. Agonist and
antagonist were used at final concentrations of 1 uM. All measurements
were carried out at 37°C. Lines are provided to facilitate reading.

Our results with Py-met-chol after absorption measurements
and isodesmic fitting confirm these findings for cholesterol,
with, in addition, a quantification of the lateral distribution of
the probe. It may be possible to extrapolate this lateral dis-
tribution to that of cholesterol. Similar patterns for the lateral
distribution of cholesterol were proposed after dynamic sim-
ulations of particular lipid/cholesterol mixtures (36). Mazeres
et al. (37) used a similar experimental approach based on
pyrene-labeled phospholipids and reported weaker K values
(<1 M) than those determined with Py-ester-chol (18) or
Py-met-chol (Table 1). These various results suggest that the
cholesterol moiety induces the stacking of cholesterol-pyrene
probe.
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Fluorescence properties of Py-met-chol in
model membranes

Fluorescence measurements justified the choice of 2 mol %
for optimum labeling, because 1), this is near the limit of the
linear relationship between the fluorescence monomer inten-
sity and the Py-met-chol concentration (Fig. 5); 2), it gen-
erates the largest amplitude of /,/I; variations (Figs. 5 b and
6 a); and 3), it allows an accurate quantification of the ex-
cimer (Fig. 5). Furthermore, absorbance findings show that
the most abundant n-mer is the monomer in DMPC samples
at 2 mol % of probe (Fig. 4 and Table 2), allowing an as-
sessment of membrane polarity (15,38).

We carried out fluorescence studies of Py-met-chol in-
corporated into DMPC, POPC, and DOPC LUVs with a
series of concentrations of cholesterol (Fig. 6, a and b). A
correlation between the probe fluorescence and the physical
properties of the membrane was observed. Note that at >30
mol % of cholesterol in DMPC, a full lo phase is present
(39); hence, the thickness of the membrane is maximum (9),
and the molecular protrusion of lipids is reduced (0.7 A with
30 mol % of cholesterol and 2.7 A in pure DMPC) (40). This
leads to a much lower polarity of the lipid core than the 1d
phase, because the restricted conformational and rotational
motions do not allow the water to cross the membrane with
the same efficiency as in an 1d lipid phase (41). This explains
our results with DMPC, where biphasic behavior is
observed: a decrease of //I5 until a full lo phase occurs,
followed by a recovery toward the POPC and DOPC [,/I3
values. These /;/I; changes were not found with POPC or
DOPC. For DOPC, cholesterol is known not to promote a lo
phase but can induce only higher-order acyl chains (42). In
contrast, for POPC, a single lo phase should be present above
~45 mol % of cholesterol (43). Perhaps the small increase of
I/Iz above 45 mol % of cholesterol (Fig. 6 a) reflects this
phenomenon. The same biphasic behavior is clearly ob-
served for Ig/I; with DMPC, whereas Ig/I; remains constant
in DOPC and increases very slightly in POPC (Fig. 6 b). In
all LUVs, from 0 to 25 mol % of cholesterol, Ix/I5 values are
comparable but when the full lo phase is reached, an increase
is observed. This is a consequence of an increasing number
of monomers, as revealed by absorbance data (93% of
monomers versus 26% without cholesterol (see Table 2)),
inducing a more effective excimer formation (44). Indeed, as
reported in many studies, excimer formation is a dynamic
process and excimers are not formed from ground-state
oligomers in a bilayer (45). The increase of Ig/l; in the
DMPC lo phase as the cholesterol concentration increases
supports this statement. However, this effect is probably
slowed because the diffusion coefficient of the lo phase is
smaller than that of the 1d phase (46).

These various findings confirm that 1), the probe has better
miscibility in the lo phase than in the 1d phase; 2), the Ig/l3
ratio can be used as an indicator to distinguish 1d from full
lo phase in model membranes; and 3), /,/I5 is a sensitive
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indicator of membrane polarity when fluid 1d and lo phases
coexist.

Fluorescence properties of Py-met-chol in the
plasma membrane of living cells

The fluorescence spectra of Py-met-chol in living cell
membranes (Fig. 7 b) showed a resolution comparable to
those of LUVs (Fig. 1 ). An initial Ig/I3 value of 0.33 =
0.05 confirmed that the Py-met-chol quantity inserted into
cell plasma membranes was in accordance with our labeling
criterion. Nevertheless, initial /;/I5 values were in the range
of 2.15-2.30, and thus different from initial /,/I5 values of
LUVs containing 30 mol % of cholesterol (1.75-1.95). This
indicates that the probe environment inside the plasma
membrane is more polar than that inside model membranes.
This could be the result of polar atoms brought by transmem-
brane proteins into cell membranes.

Unlike LUVs, decreases of Ig/lz in living cells were
observed during the observation time. Indeed, in living cells,
endocytosis and exocytosis exchanges occur, leading to a
permanent efflux from the plasma membrane. However, this
decrease was greater in the CHO-6 incubated with the agonist
(Fig. 8 a) than in controls, because a supplementary process
takes place: the internalization of the mDOR to regulate its
function (47).

The kinetics of I,/I5 variations revealed different behav-
iors according to cell stimulation (Fig. 8 b). Various findings
and concepts have to be considered to interpret these results.
Some GPCRs modify the thickness of the surrounding mem-
brane as part of their signaling function: rhodopsin and DOR
specifically change their transmembrane conformation after
agonist binding, as revealed by surface plasmon resonance
studies (10,48), inducing an increase in the transmembrane
thickness. These changes may induce a hydrophobic mis-
match between the protein and the surrounding lipids (49,50),
which could be a driving force for variations of local con-
centrations of particular lipids (including cholesterol), and
for thickness adaptations of lipid acyl chains (51). This thick-
ness increase inevitably reduces the water permeability and
the correlated intrinsic membrane polarity. By measuring Py-
met-chol /;/I; fluorescence, we observed a transient and
specific change with mDOR after agonist binding. The
timing of this biphasic /,/I5 change (a signal diminution for 4
min followed by a recovery to the initial value after 10 min),
is consistent with the characteristic times of two opposite
processes, the internalization (47) and recycling (52) mech-
anisms of mDOR. Note that with respect to the /,/I; and Ig/I3
variations in LUVs, which account for the entire membrane,
the variation in cells corresponded to membrane subfractions
occupied by the mDOR transmembrane protein.

We point out that our results were observed in living cells.
Furthermore, mDOR has been inserted in LUVs of defined
compositions, but we were never able to reconstitute it in a
high-affinity state to observe the binding of agonists, even
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though this GPCR was characterized as inserted into the lipid
phase of these LUVs (data not shown). This underlines the
great difficulties encountered in reconstructing active GPCRs
in model membranes.

However, our observations confirmed that Py-met-chol
fluorescence measurements in living cells can be used as a
sensitive indicator to follow induced lipid organization changes.

In conclusion, we have synthesized a new fluorescent
probe derived from cholesterol and have demonstrated that,
in membranes, it can 1), report on the lateral distribution of
cholesterol; 2), from [,/I3, measure polarity changes in the
hydrophobic core of model membranes; 3), from [Ig/l3,
characterize the lo phase in model membranes; and 4), reveal
lipid organization changes specifically induced by agonist
binding to mDOR. This new cholesterol-pyrene probe could
be used for screening analyses of new GPCR ligands in
living cells (53), when the transmembrane protein confor-
mational changes induced by their activation are comparable
to that of mDOR.

APPENDIX

Self-associative model (18): Assuming an infinite linear self-association
scheme in which each step is characterized by the same equilibrium constant
K, only three kinds of contribution are expected to account for the absorption
properties of pyrene probes: the molar extinction coefficients of free
monomers (&mono), and, in a stack of n-mers, the contributions of both (n-2)
internal (g, and the two external (&) units. The calculated molar ab-
sorption coefficient &, for a given probe concentration is:

(A1)
(A2)

Ecale = amonoxgmono + aextxgext + aintxginu
with  @pone + Cext + iy = 1

where amonos @ext» and oy, are the molar fractions of free monomers and
those of probes at the extremities and inside the stacks, respectively, and
correspond to

[PYI]

mono - ; A3
C. (A3)
* 2 X [Py,
o = Y % (A4)
i=2 T
and
oo h — >< .
Q= ZM7 (A5)
= Cr

where [Py;] is the molar fraction of n-mers consisting of i pyrene-probe
molecules, [Py;] is the molar fraction of monomer, and Ct the probe/host
lipid mole fraction. Applying mass conservation, we have

o

Cr= ) [Py]Xi.

i=1

(A6)

Accordingly, the equation used to calculate individual molar concentrations
of n-mers is
[Py] = i X K™ X [Py,], (A7)

and so the relationship between Cr, [Py;], and K can be interpreted as
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1 1- A XK+1

Py |=—+ A8
[Py,] % K> X Cy ) (A8)
and we can then write
1 1 —+4C: XK +1
Xmono = + o (A9)
KX Cr 2K’ X C;
—[p K X [Py,]’
Oy = Cr— | Y1]+2X [Py,] . (A10)
Cr Cr X (1 =K X [Py,])
and
Cr—[P 2K X [Py,]’
- 2 X T [ yl] _ [ yl] . (All)
Cr Cr X (1 —K X [Py,])

The generic equation of the isodesmic model is obtained by introducing the
Eqgs. A8—All into Eq. Al, giving

(€n), (A12)

ext

_f
Ecale = Kv €mono €ints €

Knowing Cr and using the above equations, we were able to calculate, by an
iterative process, @mono» Qext> and @, and determine the best values for the
various parameters—~K, €monos €ext> and &n—shown in Table 1. Equations
A7 and A8 led to descriptions of n-mer distributions as a function of the host
lipid/probe molar fractions shown in Fig. 4.

SUPPLEMENTARY MATERIAL
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Scheme 1. Organic synthesis of cholesterol-pyrene probe.
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Synthesis procedures, spectral and analytical cteaizations of cholesterol

probe in Scheme 1.:

(21E)-3B-hydroxy-pregna-5,21-diene-22-(1-pyr enyl)-20-one (3). Fifteen mL of dry ethanol and then
25 mL of a 24 wt. % solution of potassium etharelat ethanol were added to a solution of 1-
pyrenecarboxaldehydd)((3.2 g, 14 mmol) and pregnenolor® (4 g, 12.64 mmol) in 30 mL of dry
CH,CI,. The resulting solution was stirred for 72 h afG5200 mL of water was added and the
mixture was extracted with GBI, (3 x 100 mL). The combined organic extracts weeslved with
saline solution, dried over sodium sulfate, filterend concentrated on a rotatory evaporator. The
crude product was purified by flash chromatographysilica G60 (0.040-0.063 mm), eluting with
ethyl acetate in C}Cl, (2/98) then with ethyl acetate in @&, (15/85) to give 6.12g (91%) &fas a
bright yellow solid; mp: 153°C; TLC (Ci#€I,/AcOEt 15:85) R0.5; IR (KBr, cnt) 3300m, 2932s,
1676m, 1590s, 1436w, 1370w, 1352w, 1315w, 1234@2M0] 1102m, 1052m, 973w, 848s, 709H;
NMR (CDCl) 6 0.59 (s, 3H), 0.87 (s, 3H), 0.70-2.38 (m, 22Hy3t, J = 8.7 Hz, 1H), 3.42 (sept, J =
4.8 Hz, 1H) 3.55 (t, J = 9 Hz, 2H), 5.24 (d, J 8 Mz, 1H), 6.87 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.87-8.17 (m,
8H), 8.36 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 8.58 (d, J = 15.6 HH); **C NMR (CDC}) & 200.2, 140.8, 138.0,
132.7,131.3, 130.7, 130.2, 128.7, 128.6, 128.8,31226.3, 126.0, 125.8, 125.0, 124.9, 124.6,024.
122.5, 121.4, 71.7, 62.5, 57.1, 53.5, 50.0, 45213,439.2, 37.3, 36.5, 32.0, 31.8, 31.6, 24.7,,22.8
21.1, 19.4, 13.5; MS (CI, Njim/z 529 (100, [M + H): optical rotation fj]*’% +34.0 (c 1.1, CHG).

(21E)- 3B-acetoxy-pregna-5,21-diene-22-(1-pyrenyl)-20-one (4). Acetic anhydride (1 mL, 5.28
mmol) 4-(dimethylamino)pyridine (30 mg, 246 pmof)datriethylamine (343 uL, 2.46 mmol) were
successively added to a solution3f1.3 g, 2.46 mmol) in 20 mL of GEIl,. The resulting solution
was stirred for 3h at RT then 150 mL water was ddafed the organic products were extracted with
CH.CI, (3 x 80 mL). The combined extracts were dried osedium sulfate, concentrated on a
rotatory evaporator and subjected to column chrography (CHCI,/AcCOEt 98/2) to give 1.16 g
(83%) of 4 as a bright yellow solid; mp 99°C; TLC (AcOEt/@H, 2:98) R 0.9; IR (KBr, cnt)
2938s, 1728s, 1676w, 1590s, 1371m, 1242s, 110286m,1 845s'H NMR (CDCk) 8 0.58 (s, 3H),
0.87 (s, 3H), 1.95 (s, 3H), 0.70-2.36 (m, 21H)1X&7 J = 9 Hz, 1H), 4.52 (m, 1H), 5.24 (d, J = KB
1H), 6.85 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.87-8.17 (m, 88136 (d, J = 9.6 Hz, 1H), 8.56 (d, J = 15.9 Hz,;1H)
*C NMR (CDC}) 6 200.1, 170.6, 139.6, 137.9, 132.7, 131.3, 13®0,2, 128.7, 128.6, 128.5, 127.3,
126.3, 126.0, 125.8, 125.0, 124.9, 124.6, 124.0,5,2122.4, 73.9, 62.4, 57.0, 49.9, 45.0, 39.11,38.
37.0, 36.6, 31.9, 31.8, 27.8, 24.7, 22.8, 21.51,219.3, 13.5 (only 39 of the 40 expected resormance
were observed); MS (CI, Njim/z 571 (100, [M + H); optical rotation §]*% +63.6 (c 0.86, CHG).



3B-acetoxy-pregn-5-ene-21-(1-methylpyrenyl)-20-one (5). To an iced cooled solution éf(1 g, 1.75
mmol) in 20 mL of CHCI,, 4.2 mL of a 1M solution of Ti¢lin CH,Cl, was added and the resulting
deep brown solution was stirred for 10 mins3&tl (419 pL, 2.63 mmol) was added all at once &ed t
solution was warmed to room temperature and stiiwed5 min. The solution was poured into 150
mL of a saturated solution of NaHG@nd the organic products were extracted with@H(3 x 80
mL). The combined extracts were dried over sodiulfate, concentrated on a rotatory evaporator and
subjected to column chromatography @CH/AcOEt 98:2) to give 601 mg (60%) & as a pale
yellow solid; mp 91°C; TLC (CkCl, /AcOEt 98:2) R 0.9; IR (KBr, cnt) 2938s, 2902s, 1729s,
1701s, 1456w, 1436w, 1362m, 1246s, 1095w, 1031Bw9845m, 731m*H NMR (CDC}L) & 0.49
(s, 3H), 0.86 (s, 3H), 1.94 (s, 3H), 0.6-2.4 (MHP®.77 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 3.51 (t, J = 7.5 HH),
4.49 (m, 1H), 5.23 (d, J = 4.2 Hz, 1H), 7.76-8.i#% OH); *C NMR (CDC}k) & 210.5, 170.5, 139.6,
135.6, 131.4, 130.9, 130.0, 128.5, 127.6, 127.%3,3,1A26.7, 125.9, 125.1, 125.0, 124.9, 124.8,d,23.
122.3, 73.8, 63.1, 56.7, 49.7, 46.1, 44.2, 38.81,386.9, 36.5, 31.7, 31.6, 27.7, 27.4, 24.5, 23104,
20.9, 19.2, 13.4 (only 39 of the 40 expected rescesiwere observed); MS (CI, B)Hn/z 590 (100,
[M + NH4]"), 573 (98, [M + H]); optical rotation§]*, -9.0 (c 1.37, CHG).

3B-hydroxy-pregn-5-ene-21-(1-methylpyrenyl)-20-one (6). We successively added 5 mL of dry
methanol and 5 mL of a 30 wt. % solution of sodimngthanolate in methanol to a solutionsaf600

mg, 1 mmol) in 10 mL of CkKCl, and stirred the solution for 4 h at room tempermtiVe added
200ml water and extracted the organic products @ithCl, (3 x 100 mL). The combined organic
extracts were washed with saline solution, driedr@odium sulfate, filtered and concentrated on a
rotatory evaporator. Purification by flash chrongmaphy on silica G60 (0.040-0.063 mm), eluting
with CH,CI; in AcOEt (85/15) gave 302 mg (95%) ®fas an off-white solid; mp 199°C (dec.); TLC
(CH,CI,/AcOEt 85:15) R0.5; IR (KBr, cni) 3428m, 2930s, 1700s, 1458w, 1436w, 1357w, 1108w,
1054m, 845s, 755¢H NMR (CDCE) 3 0.55 (s, 3H), 0.89 (s, 3H), 0.70-2.24 (m, 19H%02(t, J = 9
Hz, 1H), 2.84 (t, J = 6 Hz, 2H), 3.42 (m, 1H) 3(85) = 9 Hz, 2H), 5.24 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 7.8083
(m, 9H); *C NMR (CDC}) & 210.5, 140.7, 135.7, 131.4, 130.9, 130.0, 1285,6, 127.5, 127.3,
126.8, 125.9, 125.1, 125.0, 124.9, 124.8, 123.0,4,271.7, 63.2, 56.9, 49.9, 46.1, 44.3, 42.2,,38.9
37.2, 36.5, 31.8, 31.7, 31.6, 27.4, 24.5, 23.00,219.3, 13.5 (only 37 of the 38 expected resormance
were observed); MS (CI, Njim/z 548 (100, [M + Ni*), 531 (17, [M + H]); optical rotation f§]*%
-12.1 (c 0.74, CHG).

3B-tert-butyldimethylsilyloxy-pregn-5-ene-21-(1-methylpyrenyl)-20-one (7). We added via a
syringe, a solution of tert-butyldimethylsilyl chide (68 mg, 452 mmol) in 2 mL of GBI, to a
solution of6 (200 mg, 377 umol) and imidazole (51 mg, 754 mnolb mL of CHCI,. After 12h

stirring at RT, 50 mL water was added and the dogaroducts were extracted with dichloromethane



(3 x 50 mL). The combined organic extracts werehgdswith saline solution, dried over sodium
sulfate, filtered and concentrated on a rotatorgpevator. Purification by flash chromatography on
silica G60 (0.040-0.063 mm), eluting with dichloretimane, gave 231 mg (95%) bhs an off-white
solid; mp 100°C; TLC (CkCl,) R; 0.9; IR (KBr, cnmt') 2929s, 2852s, 1703s, 1461m, 1381m, 1359m,
1250m, 1183w, 1091s, 843s, 773t NMR (CDCk) & 0.00 (s, 6H), 0.47 (s, 3H), 0.60-2.22 (m,
32H), 2.72 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 3.39 (m, 1H) 3.49)(= 7.8 Hz, 2H), 5.17 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 7.73-
8.12 (m, 9H);"*C NMR (CDCE) & 210.4, 141.4, 135.7, 131.4, 130.9, 130.0, 12825,6, 127.5,
127.3, 126.8, 125.9, 125.1, 125.0, 124.9, 124.8,112120.9, 72.6, 63.0, 56.7, 49.9, 46.0, 44.28,42.
38.8, 37.3, 36.5, 32.1, 31.8, 31.7, 27.4, 26.0),2%6.8, 24.5, 23.0, 21.0, 19.4, 18.3, 13.4, -drBy(42

of the 44 expected resonances were observed); MEK;) m/z 645 (100, [M + H); optical rotation
[n]%% -4.3 (c 0.84, CHG).

3B-tert-butyldimethylsilyloxy-pregn-5-ene-21-(1-methylpyr enyl)-20-methylidene (8). NaH (48
mg, 2 mmol) was added to 3 mL of dry DMSO and thgpsnsion was stirred and warmed to 65°C
until all the sodium hydride dissolved. The solatiowas cooled at RT and methyl
triphenylphosphonium bromide (715 mg, 2 mmol) wddeal in aliquots over a period of 5 min. The
reaction was slightly exothermic and the soluticasvgtirred for an additional 45 min. This solution
was mixed with a solution of (645 mg, 1 mmol) in 5 mL of THF and the resultisgution was
stirred and warmed at 70°C for 12h. After coolihg mixture, we added 50 mL water and the organic
products were extracted with dichloromethane (30xnil). The combined organic extracts were
washed with saline solution, dried over sodium atalf filtered and concentrated on a rotatory
evaporator. Purification by flash chromatography sslica G60 (0.040-0.063 mm), eluting with
pentane in CECl, (75/25), gave 514 mg (80%) @& as an off-white solid; mp 63°C; TLC
(pentane/CkLCl, 75:25) R0.85; IR (KBr, cn) 2928s, 2851s, 1636w, 1460m, 1434m, 1380w, 1249m,
1088s, 888m, 842s, 7734 NMR (CDCk) & 0.00 (s, 6H), 0.54 (s, 3H), 0.83 (s, 9H), 0.913(d),
0.75-2.30 (m, 32H), 2.47 (m, 2H), 3.40 (m, 3H),54(8, 1H), 5.01 (s, 1H), 5.24 (d, J = 6.0 Hz, 1H),
7.77-8.20 (m, 9H)*C NMR (CDC}E) 5 149.1, 141.6, 136.8, 133.9, 133.6, 131.5, 13120,8], 128.7,
128.6, 128.5, 128.4, 127.6, 127.3, 127.2, 126.6,612125.1, 124.9, 124.7, 123.4, 121.1, 110.1,,72.7
56.7, 56.3, 50.3, 43.3, 42.9, 39.9, 38.8, 37.47,382.9, 32.3, 32.1, 31.9, 26.0, 24.3, 21.2, 19853,
12.9, -4.5 (only 44 of the 45 expected resonanae wbserved); MS (Cl, Njim/z 660 (10, [M +
NH,]"), 511 (100); optical rotatiom]*% -35.0 (c 0.76, CHG).

3B-hydroxy-pregn-5-ene-21-(1-methylpyrenyl)-20-methylidene (9). We added TBAF (2.5
mL of a 1M solution in THF) to a solution 8f(300 mg, 466 umol) in THF (5 mL), and the

solution was stirred and warmed at 65°C for 12heAtooling, 100 mL of water was added



and the organic products were extracted with drdmeethane (3 x 50 mL). The combined
organic extracts were washed with saline solutaned over sodium sulfate, filtered and
concentrated on a rotatory evaporator. Purificatignflash chromatography on silica G60
(0.040-0.063 mm), eluting with GBI, in AcOEt (98/2), gave 209 mg (85%) @&fas an off-
white solid; mp 84°C; TLC (CKCl/AcOEt 98:2) R 0.4; IR (KBr, cm') 3364m, 2929s,
1636w, 1458w, 1434w, 1375w, 1182w, 1056m, 888ms8%32w;'H NMR (CDCk) & 0.52

(s, 3H), 0.65-2.25 (m, 32H), 2.3-2.6 (m, H), 3.2448(m, H), 4.83 (s, 1H), 4.99 (s, 1H), 5.24
(d, J = 4.5 Hz, 1H), 7.75-8.18 (m, 9HJC NMR (CDC}) 3 149.1, 140.8, 136.8, 131.5, 130.9,
129.8, 128.6, 127.5, 127.3, 127.2, 126.6, 125.8,11224.9, 124.7, 123.4, 121.6, 110.1, 71.8,
56.6, 56.3, 50.2, 43.2, 42.3, 39.9, 38.8, 37.36,382.9, 32.3, 31.8, 31.7, 29.7, 26.0, 24.3,
21.1, 19.4, 12.9 (only 38 of the 39 expected resoes were observed); MS (Cl, B)HN/z
546 (38, [M + NH]"), 529 (89, [M + H]), 217 (100); optical rotatiom]*’s -46.8 (c 1.23,
CHCI).



X-ray Crystallography.

Structural data presented was collected at low ézatpre using an oil-coated shock-cooled
crystal on a Bruker-AXS CCD 1000 diffractometertwioKa radiation j = 0.71073 A).
The structure was solved by direct methods (Sheddt©®90) and all non-hydrogen atoms

were refined anisotropically using the least-sgsianethod (Sheldrick 1997) 6.

Figure S1: Molecular structures @& with thermal ellipsoids at the 50% probability édv
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Crystal data. GHss0Si, M = 643.00, monoclinic, R2a = 13.273(1) A, b = 7.966(1) A, ¢ =
17.590(1) A,p = 101.502(1)°, V = 1822.5(3)%Az = 2, T = 133(2) K. 10706 reflections
(5635 independent,;R= 0.0265) were collected. Largest electron densitydue: 0.309 e A
3 Ry (for 1>2(1)) = 0.0412 and wR= 0.1028 (all data).

1. Sheldrick, G. M. 1990. Phase annealing in SHEIOX-direct methods for larger
structures. Acta crystallographica, Section A, Ftations of crystallography 46:467-473.

2. Sheldrick, G. M. 1997. Program for Crystal Stowe Refinement.
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RESUME : Le développement d’outils de criblage de nowsetholécules capables d’induire
une réponse cellulaire identique a celle d’'un ldydagoniste, antagoniste...) est un enjeu
important pour la recherche pharmaceutique. Lexcypales cibles utilisées aujourd’hui sont
les récepteurs trans-membranaires couplés aux imestéG (RCPG) dont l'activation
déclenche une cascade de réactions intracellul@igrsalisation).

L'objectif de ce travail de thése est la détectdm I'initiation de la signalisation
cellulaire par spectrométrie de fluorescence peuretepteud opioide murin (mMDOR) qui
induit un changement conformationnel responsablen dépaississement de sa partie
transmembranaire lors de la signalisation, au nivé& la membrane plasmique de cellules
eucaryotesn vivo. Ce changement est supposé générer des modifisat® phase lipidique
de la membrane plasmique lors de cette intera®GRG/agoniste, avec des redistributions
locales de certains lipides comme le cholestérohdaisant a la génération d’une phase
liquide-ordonnée (lo).

Pour cela deux nouvelles sondes fluorescentes na@ibes de la famille des Pyréne-
cholestérol ont été synthétisées, fel8/droxy-pregn-5-ene-21-(1-méthylpyrényl)-20-dhet
le 3B-hydroxy-pregn-5-ene-21-(1-méthylpyrényl)-20-méitighe2.

Dans un premier temps la comparaison du comportedees sondes vis-a-vis du
cholestérol a été analysée dans différentes membramodéeles phospholipidiques. Les
données de microcalorimétrie et de RNMMl-indiquent que ces composés induisent des
perturbations des lipides comparables a celle dolestérol. Les données d’absorption,
combinées a la propriété hypochromique du chrom@ppgrene ont permis de mettre en
évidence un comportement auto-associatif du chir@stiépendant du degré de saturation
des chaines acyles. De plus ces sondes sont gakemdent miscibles dans les phases lo.
Dans un deuxiéme temps la sensibilité du specémmidsion de fluorescence a la polarité de
I'environnement a été vérifiée et mise a profit sldes membranes modeles pour discriminer
les membranes en phase Id de celles en phase la fmlarité du cceur de la membrane est
plus faible). Enfin, l'incorporation de la son@dans la membrane plasmique de cellules
vivantes CHO qui sur-expriment mDOR, a permit leivisudans le temps, par
spectrofluorimétrie de la perturbation de phaseitedoar un agoniste.
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d’absorption, cholestérol, membranes plasmique adéates, lipides, RCPG, cellules, phase
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