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A. Présentation du travall






|. Contexte

Les nanosciences et les nanotechnologies ont értgrgéune dizaine d’années de la
convergence d'un certain nombre de facteurs, plsguels les besoins de I'industrie de la
micro-électronique en miniaturisation et l'aveneineles microscopies a champ proche,
permettant d'imager et de manipuler la matiéreéghélle de I'atome ou de la molécule,
occupent une place centrale. Les nanotechnologiestituent un champ de recherches et de
développements technologiques impliquant la fabdoade structures, de dispositifs et de
systemes a partir de procédés permettant de steucta matiére au niveau atomique,
moléculaire ou supra moléculaire, a I'échelle naémimue. Deux approches principales sont
envisagées pour la construction des nanomatéridapproche «op-down», c'est-a-dire du
grand vers le petit, consiste a miniaturiser |etales matériaux ; cette approche est utilisée
par exemple en microélectronique pour la fabricatites masques par photolithographie.
L’approche alternative du RBottom-up», c'est-a-dire du petit vers le grand, consiste a
construire des nanomatériaux en assemblant atonudécules ou ensembles de molécules de
maniere contrélée. Il est logique de penser quecdajugaison des efforts entrepris
actuellement aboutiront & la conception de matgriaybrides originaux, combinant des
composeés inorganiques, organiques et bio-organighe®tés de propriétés nouvelles. Grace
a I'engouement actuel des entreprises et des @masi publics internationaux pour la
recherche et le développement (R&D) pour ce dom@reemilliards de dollars en 2005), les
nanotechnologies sont en pleine expansion et ouvsans cesse de nouvelles voies
d’'innovation (4000 brevets déposés aux Etats-Umigseel985 et 2006). De nombreux
domaines bénéficient des avancées nanotechnolagidiéectronique par la miniaturisation
des composants informatiques, la mécanique pamidiése de nouveaux matériaux comme
les nanotubes de carbone, ou encore les sciencesvalt grace au développement de
méthodes et d'outils permettant d'appréhender lescgssus du vivant a I'échelle
d’évenements élémentaires. A l'interface entrenlasotechnologies et les biotechnologies,
les nanobiotechnologies se développent depuis lde€s années 1980 et ont actuellement de
nombreuses applications : diagnostic médical, d@peEment de nouveaux meédicaments
(anticorps, SiRNA, ...) ainsi que leur délivrance eliigente et ciblée (liposomes
fonctionnalisés), biomatériaux, contrdles alimenemi(puces a cellules), tests ADN (puces a



ADN), diagnostic hors laboratoire (tests de grossedosage de la glycémie, bioterrorisme

).

bY

Les biopuces représentent une des applicationsplies connues a ce jour en
nanobiotechnologie. Les biopuces sont des outdsalyse et de diagnostic résultant de la
miniaturisation des systéemes utilisés précédemniest.puces a ADN [1] ont constitué une
révolution dans le domaine de la recherche génasnequ offrant un outil haut débit pour
I'analyse de I'expression génique. Les développésnactuels tendent a réaliser des puces a
protéines pour la protéomique [2] et des puces lleg pour la détection d’espéces
cellulaires et la réalisation de tests pharmacqloegs sur cellule unique. Les puces a
protéines, qui correspondent a une miniaturisadies systemes classiques ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay), peuvent étre batesnsdeux architectures principales en
fonction du but recherché : la détection d’'une qire d’intérét ou la recherche de ses
partenaires. Dans le premier cas, différents amgceont greffés sur chaque spot de la puce et
I’échantillon d’intérét, préalablement marqué oun i8], est injecté sur la puce pour détecter
la présence de protéines reconnues par les ardiddip Si le but est d'identifier des
partenaires d’'une protéine d’intérét, différentestgines connues (pouvant représenter la
quasi-totalité de I'expression génique) sont dépesér les différents spots de la puce, puis la
protéine d’intérét est ajoutée et ses partenaioes slentifies [5,6]. Les puces a cellules
fonctionnent sur le méme principe, soit pour déteain type cellulaire particulier (une
bactérie pathogene par exemple), soit pour étuldigeraction de différentes protéines

greffées sur les spots de la puce avec un typelaied particulier.

ll. Objectifs

Mon travail de these est au centre d’'un projet éectbppement d’'une plate-forme
d’ancrage bidimensionnelle (2D) de molécules etalkiles, basée sur les propriétés d’auto-
assemblage 2D de la protéine Annexine A5 (Anx5abjéctif principal de mon projet de
thése était d’ordre biotechnologique, et consisdargaliser deux plates-formes d’ancrage,
I'une pour des molécules, I'autre pour des cellules

Un second objectif de ma these était d’étudier gegprietés fonctionnelles des
assemblages 2D de I'Anx5. Deux études ont étésegmsi I'une portant sur la liaison
d’anticorps anti-phospholipides impliqués dans yadsome anti-phospholipidique (SAP),

I'autre portant sur I'influence des assemblagesdiZinx5 sur la dynamique des membranes.



Pour réaliser ces études, jai utilisé principalamdeux techniques : la technique
physico-chimique de la microbalance a cristal dergquavec mesure de dissipation (QCM-D)
et la technique d’imagerie moléculaire de la Micagse a Force Atomique (AFM). Le QCM-
D permet de caractériser en temps réel et avebomee résolution (une dizaine de ng Acm
I'adsorption de molécules sur un support solid@HRM permet d’imager a haute résolution

(nm) des assemblages de molécules adsorbées parissqplide.

Ce manuscrit comprend quatre parties. La premiargep« Présentation du travail »
présente le contexte de ce travail et ses objectifs

La partie « Introduction » présente successivernesnéléments de construction de la
plate-forme d’ancrage : bicouche lipidique supporégd Anx5, les matériels et méthodes
utilisés dans ce travail puis les principales tégqpes : QCM-D, AFM et la technique de
microscopie de fluorescence du FRAP.

La partie « Résultats » comprend quatre chapittes. deux premiers chapitres
rassemblent deux projets a finalité biotechnologiopposant sur une méme stratégie, a savoir
exploiter les propriétés d’assemblage 2D de I'Amdhir immobiliser de maniere controlée
des composés, cellules ou protéines sur un summide. Le £ chapitre présente le
développement d'une plate-forme d'ancrage pourhéaibn cellulaire. Le %" chapitre
présente le développement d’'une plate-forme d'@ecraoléculaire, pour I'immobilisation
contrélée d’anticorps et de protéines. Le travaabpnté dans ce dernier chapitre a constitué la
partie principale de mes travaux de thése. Les ddwapitres suivants rassemblent deux
études concernant les propriétés fonctionnellesadssmblages 2D d’Anx5. LE™ chapitre
des Résultats présente I'étude de l'interactioneemm anticorps auto-immun impliqué dans le
syndrome anti-phospholipide et les assemblages '2Dx8. Le £™ et dernier chapitre
présente une étude biophysique ponctuelle concerfiafluence de la formation des
assemblages 2D d’Anx5 sur la dynamique de membraoegles.

Etant donné la diversité des sujets abordés, cheltpptre des Résultats sera précédé
d'une courte introduction précisant le contextesaigue quelques notions spécifiques a
chaque sujet.

La derniére partie donne les « Conclusions et petsf@s » de mon travail de thése.

Les résultats de mes travaux seront publiés daissdrticles. L’'un, concernant 1€'1
chapitre des Résultats est en cours de publicdtos le journal Biointerphases (article joint).

Un second article, concernant 1€™3 chapitre des Résultats est écrit et sera soumis



prochainement. Un troisieme article résumant lewvaimx sur la plate-forme d’ancrage
moléculaire est en fin de rédaction. D’autre pane partie de mon travail présenté dans le
4°™ chapitre des Résultats est intégrée a une revoiépudans Langmuir, dont je suis co-

auteur (article joint).
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|. Les bicouches lipidiques supportées

Les membranes biologiques sont extrémement imgedagour la vie cellulaire. Elles
ont une fonction structurale de maintien de limi&gcellulaire, elles jouent le réle de filtre
entre I'intérieur et I'extérieur de la cellule dtes participent & la communication cellulaire en
exposant a leur surface des molécules spécifiguascomposition et la structure des
membranes biologiques ont été élucidées au cour¥XXkme siecle [7] pour aboutir au
modele actuel de la structure des membranes, mefpesa le modele de mosaique fluide
proposé en 1972 par Singer et Nicolson [8] (Fig.1BY), et sur le concept de domaines
lipoprotéiques peu mobiles appelés radeaux memipeang®,10]. La membrane biologique
est composée d’'une bicouche lipidique (~ 50% ensa)asmssociee a des protéines
membranaires (~ 35%) et des sucres (~ 15%). Lekesppsont des molécules amphiphiles qui
forment une barriere hydrophobe imperméable auxposés hydrophiles cellulaires ou
extérieurs. Les lipides membranaires sont compesémajorité de phospholipides (55%)
formés d’une téte polaire hydrophile et de deuxugsehydrophobes reliées par un glycérol.
La téte polaire peut étre variable en taille etcharge, et les queues sont formées par des
chaines acyles différant par leurs longueurs (24 aarbones) et leurs degrés d’insaturation.
Par exemple, le 1,2-DioleogkGlycero-3-Phosphosérine (DOPS) posséde deux charge
négatives et une charge positive a pH 7.4, donglesalement chargé négativement ; ses
deux queues hydrophobes sont formées de deux acidégues (18 carbones et 1
insaturation) (Fig. B1.1B).

La membrane biologique étant tres complexe, lededtdes processus moléculaires se
déroulant au niveau des membranes ont été largebasées sur des membranes modéles
plus simples que des cellules entiéres, dans ldéutaitriser le maximum de paramétres. Le
systéme le plus simple de membranes modeles esposémd’une bicouche lipidique
comprenant un nombre restreint de phospholipideseetontenant pas de protéines. Les
modeles les plus utilisés sont les liposomes eutisal [11], les monocouches lipidiques a
I'interface air-eau [12], les membranes suspendll@<d 5] et les membranes supportées [16-
18]. Ces systémes ont permis d'étudier les pragwi@rincipales des bicouches lipidiques :
structure, permeéabilité, diffusion des lipides, pamement mécanique, liaison de ligands,
incorporation de protéines membranaires, recomistitude processus complexes, comme

I'adhésion ou la fusion[19-22].
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FIGURE B1.1: A: Représentation schématique du modéle de memkbftaite proposé par Singer et
Nicholson [8] (Image extraite de la référence [B). Formule et charge de quelques phospholipideadsrts

dans les membranes biologiques et utilisés damsajaure partie de cette étude.

Au cours de ma thése, j'ai utilisé trois types igeles abondants dans les membranes
biologiques : le 1,2-dioléoyl-glycéro-phosphochelifDOPC) qui est un phospholipide
zwitterionique majoritaire dans les membranes lIgiojoes, le 1,2-dioléoyl-glycero-
phosphosérine (DOPS) qui est chargé négativemestt ébcalisé presque exclusivement sur

le feuillet interne des membranes biologiques etdediolipide (CL), lipide doublement
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chargé négativement. Le principal modele de menabuditisé pour mes études est celui des
bicouches lipidiques supportées (SLB) [16,18]. @esnieres sont formées par dépbt de
vésicules sur des supports solides hydrophiles gaftie VI.A.5 de cette introduction)
[17,18,23-25]. Une étude approfondie de la fornraties SLBs a été réalisée au laboratoire
d’Imagerie Moléculaire et NanobioTechnologie (LIMNpar Ralf Richter, au cours de sa
thése [26]. Cette étude a donné lieu a une revhkéauen 2006 dans laquelle sont inclus mes
travaux sur la formation de SLB sur support d’oxygetitane (TiQ) [18] (Partie III.B.1 des
résultats).
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Il. L'Annexine A5

A. Les annexines

Les annexines constituent une famille de protésudsbles qui partagent la propriété
d’interagir de maniére calcium dépendante aveamsbranes contenant des phospholipides
chargés négativement [27,28]. Les annexines insaigt avec les membranes par leur partie
C terminale (C-ter) dont la séquence et la streckst conservée. Le domaine de liaison
membranaire des annexines est constitué de quatreides homologues d’environ 70
acides-aminés, structurés en cing héliceg29]. Les parties N terminales (N-ter) des
annexines présentent des longueurs et séquenceéablesr contenant des sites de
phosphorylation et de myristoylation. Les partiedeNdes annexines portent les éléments
structuraux responsables des fonctions spécifijasgannexines (Fig. B2.1).

Si la fonction (ou les fonctions) des annexinessinjgas bien connue, les études
menées jusqu’a présent montrent que ces protéibiegliitaires sont impliquées dans de
nombreux processus liés aux membranes, tels queafe vésiculaire, I'endocytose,
I'exocytose, la dynamique des domaines rafts, galegion de la coagulation sanguine ou de
I'inflammation, ou encore la formation de canaulcicmues [30,31].

En plus de leur liaison aux membranes anionig@ssahnexines interagissent avec un
certain nombre de protéines, comme le collagéndgygde I, l'actine G, la F-actine, le
récepteur 2 du facteur de croissance endothélsdwaire, les intégrine5, I'activateur du

plasminogeéne tissulaire, le récepteur du formytipdepmu encore la protéine kinase C [27].
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FIGURE B2.1: Les annexines de vertébrés connues sont classkgsles caractéristiques structurales de leur
domaine N terminal (la partie C terminale étant posgée de la répétition de 4 domaines homologues). L
longueur du domaine N terminal varie de 12 a 1®%duss(Annexines A3, A4, A5, A8) jusqu’a 200 résidus
(Annexine All). Les Annexines Al et A2 posséderns diges de phosphorylation (sérines, thréonines et
tyrosines) et une hélioe (petit rectangle) qui permet a 'Annexine A2 der lia protéine p11. Le long domaine
N terminal des Annexines A7 et A1l est riche ertigky (G), tyrosine (Y) et proline (P),. L'’Annexidd 3 est la

seule annexine présentant une myristoylation. (®ehéspiré de la revue [32])

L’Annexine A5 (Anx5) est certainement I'annexinei guété la plus étudiée jusqu’a
présent. Ceci a une double explication. L’Anx5, tdlanpartie N-ter est limitée a quelques
acides amineés, est la plus petite des annexinegyicit d’elle le prototype des annexines
pour leur comportement de liaison aux membranessdamnde raison de la popularité de
I’Anx5 est qu’elle est utilisée comme marqueur dguesversel de I'apoptose. L'apoptose, de
méme que lactivation des plagquettes sanguinegcaapagne en effet de processus de
remaniement membranaire aboutissant a I'expositienmolécules de PS sur le feuillet
externe des cellules ou fragments membranairesaiEon de son affinité pour les molécules
de PS en présence de concentrations d& @a I'ordre du mM, ce qui correspond aux

concentrations des milieux extracellulaires, I’Angb ses dérivés marqués, principalement
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fluorescents, sont utilisés en routine pour suliagoptose, ou l'activation plaquettaire [33]
Outre I'Anx5, dont les propriétés structuralesatdtionnelles seront décrites ci-dessous, les
annexines les plus étudiées sont ’Annexine A1 (Bret '’Annexine A2 (Anx2).

L’Anx1 posséde une partie N-ter longue de 40 résidla partie N-ter de I’Anx1 est
enfouie dans la partie C-ter lorsque I'Anx1 estdilet elle est exposée au solvant lorsque
I’Anx1 est associée aux membranes. Sous sa fortesaligue, cette annexine est impliquée
dans le bourgeonnement des endosomes multivésesulgd7]. Comme I'Anx2 et I'Anx5,
’Anx1 posséde la particularité d’avoir une doulaletion, intracellulaire et extracellulaire.
L’origine des annexines dans le compartiment egthalaire est encore incomprise, car ces
protéines ne présentent pas de peptide signal pamh&eur sécrétion [34,35]. Sous sa forme
extracellulaire, I'Anx1 inhibe l'inflammation [3673 en empéchant par exemple I'extravasion
des leucocytes.

L’Anx2 présente plusieurs partenaires cytoplasnmsguex formation de complexes
tétrameériques  (Anx2)(pll)y, constitués de deux molécules d'Anx2 associées
symétriqguement a deux molécules de pll, a éténamgeétudiée, en raison du réle potentiel
de ces tétraméres dans les processus d’exocyt8ke s molécules pll, encore appelées
S100A10, appartiennent a la famille des protéinB30939] Les protéines S100 présentent
des motifs de liaison du €ade type «EF-hand et forment des diméres stables. Les
complexes tétramériques (Anxpll) présentent deux sites de liaisons aux membrages, c
qui explique leur participation a des processug@gation membranaire et d’exocytose,
comme l'agrégation des granules chromaffines [#8]structure moléculaire des jonctions
inter-membranaires formées par I'(AnxZpll), a été résolue par cryo-MET, révélant entre
autre les propriétés d’auto-assemblage 2D de cwaméres au niveau de surfaces
membranaires [41]. L’'actine est un autre parter@jteplasmique de I'Anx2. Il a été proposé
que I’Anx2 recrute I'actine du cytosquelette aueaiu des domaines membranaires de type
raft par sa liaison avec le cholestérol [42,43]. iveau extracellulaire, 'Anx2 est un co-
récepteur du plasminogene et de l'activateur t@sldu plasminigéne (tPA) catalysant ainsi
la formation de plasmine et la dégradation delarfe [44,45].

B. Structure de I'Anx5

L’Anx5 est une protéine d’environ 35.500 Da commosgé 320 acides-aminés [29].
La forme de I'Anx5 est un pavé de 5x3x3iggérement courbé (Fig. B2.2). L’Anx5 se lie &
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la membrane via sa face convexe, qui présenteitissde liaison des ions €aconservés
dans la famille des annexines. La liaison entragwede modifications de structure de I’Anx5
[46], seule une boucle du domaine IIl contenantryptophane (Trp-187) est externalisée de
la protéine [47-49].

3 nm

FIGURE B2.2: Structure et dimensions de I'’Annexine A5.. Vue de dessus faisant apparaitre les quatre
domaines homologues, numérotés de | a IV selon Heial. [29].B : Vue de cbté montrant la forme incurvée;

la face convexe se lie aux membrari@s.Vue du trimére cristallographique extraite dedfrence [50].

La liaison entre annexines et membranes modélés étédiée par un grand nombre
d’approches biochimiques et biophysiques [51].

Au LIMNT, nous utilisons principalement la technegde la microbalance a cristal de
quartz avec mesure de dissipation (QCM-D) pouriétueh détail 'adsorption de I'Anx5 a
des SLB et la microscopie de force atomique (AFMurpétudier I'organisation 2D de
I'Anx5.

Ces études ont permis I'élaboration du modéle sdiveliant adsorption et
organisation 2D de I'Anx5. Une fois liés a une dmaidipidique (monocouche a linterface
air-eau [52], liposomes en solution, ou SLB sucsibu mica [53]), les monoméres d’Anx5
diffusent a la surface de la membrane et s’assbesigontanément en triméres qui s’auto-

assemblent sous forme d’assemblages 2D cristallirmpacts (Fig. B2.3).
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liaison

membrane lipidique négativement chargée

FIGURE B2.3: Modele de I'adsorption et de I'organisation @®1'Anx5 a la surface d’une SLB négativement
chargée en présence de calcium (selon Richter [&43).

Selon la nature de la surface lipidique, le comguent de ces triméres n’est pas le
méme. Sur monocouche a l'interface air-eau et sarSLB formée sur support de mica, ces
trimeres s’auto-assemblent sous forme de crist@uil2,55]. Les deux symétries cristallines
les plus fréquemment rencontrées sont p6 et p3. (B&4A,B) [56]. La formation et
I'évolution de ces assemblages cristallins ont étées en évidence initialement par
microscopie électronique a transmission (MET) parigement étudiées par MET et par AFM
[12,57]. La symétrie p6 est la symétrie observéesdme large gamme de concentrations en
PS et en C4. La symétrie p3 est obtenue par réorganisation dhistal p6 pour une SLB
contenant plus de 40% de DOPS [57] ou apres urmssstm@canique [12]. Les trimeres
constituant l'unité de base des cristaux d’Anx5aatiten 2D qu’en 3D n’ont jamais été
observés en solution [58]. En revanche, sur une &aisée sur silice, les triméres forment
des assemblages compacts [24] (Fig. B2.4D). L'negle cette différence n’est pas connue a

I'heure actuelle.
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Figure B2.4: A : Image AFM d’un cristal p6 d’Anx5. Barre d’échetl 20nm. Réf. [59B : Cristal p3 d’Anx5
observé par AFM. Barre d’échelle : 20nm. Réf [5@].. Détails de la structure des triméres et duartAnx5

de symétrie p6. Les deux images de MET et d’AFMvigmanent de la réf. [59D : Image AFM de triméres
d’Anx5 sur une SLB réalisée sur silice. Barre dedlsh: 60nm. Réf. [24]E : Barre d’échelle en Z représentée

en code de couleurs ; dans les images AFM, ledlge plus hauts de I'échantillon apparaissentsckt les

objets les plus bas apparaissent sombres.

La propriété d’organisation 2D spontanée de I’Aaxa surface des SLB est au centre
des projets de développement d’applications bioteldyiques auxquels s’integre mon travail
de thése. Le concept de base est d’exploiter peti@iété de '’Anx5 pour biofonctionnaliser
un matériau en formant une matrice 2D organiséécadlle nanométrique capable d’ancrer
d’autres composés. Mon travail de thése a portélesudéveloppement de plates-formes
d’ancrage basées sur ’Anx5 pour deux applications

= L’induction de I'adhésion cellulaire (Chapitre Igddgsultats).

= L’immobilisation contrdlée de molécules biologiqu@ghapitre Il des

résultats).
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C. Hypotheses sur le role fonctionnel de I'’Anx5

L’Anx5 est une protéine ubiquitaire, présente eange quantité dans le placenta, ce
qui explique quelle y ait été isolée initialeme[@0,61]. L’Anx5 a une localisation
majoritairement intracellulaire. Toutefois, 'Anx®st présente dans le plasma a une
concentration d’environ 5 a 10 ng/ml.

L’Anx5 présente des propriétés d’inhibition de @mgulation sanguine [61,62], et il a
été proposé que I'’Anx5 était impliqguée dans la katpn de la coagulation sanguine [32,60].
Cependant, il a été rapidement reconnu que cetteripté d’inhibition de la coagulation
pouvait résulter d’'une simple compétition entreni® et les facteurs de la coagulation,
comme les facteurs Va, Xa ou Il (prothrombine) pdeur ligand commun, la
phosphatidylsérine [63] inhibant ainsi la formataun complexe prothrombinase.

Une autre hypothese concernant la fonction de I5Aaxté proposée par J. Rand, dans
le contexte du syndrome anti-phospholipide (SAR).[&es patients présentant ce syndrome
produisent des anticorps auto-immuns dirigés colase cardiolipides, 'Anx5 ou g2
glycoprotéine | §2 GPI) [65]. Les femmes enceintes présentant un S#® sujettes a des
avortements spontanés, ne pouvant mener leur geessau-dela de 10 semaines. Le
traitement de cette pathologie est basé sur Batibn d’anticoagulants, car les avortements
sont causés par des thromboses anormales se deseliagau niveau du placenta. J. Rand a
proposé I'hypothése selon laquelle les cellulesciiptrophoblastiques du placenta sont
couvertes par une structure agissant comme un ibowstti-thrombotique, empéchant les
facteurs de coagulation de se lier aux PS préseniassurface des cellules [66-68]. Les
anticorps anti-phospholipides déstabiliseraientecstructure, ce qui aurait pour conséquence
de rendre accessibles les molécules de PS auwurfaaie la coagulation, et de permettre
I'initiation du processus de coagulation sangulree capacité unique de I'Anx5 a former des
réseaux 2D a la surface des membranes a incité@rd R proposer que le bouclier anti-
thrombotique des cellules syncitiotrophoblastigesiscomposé d’'un réseau 2D de molécules
d’Anx5 liées aux molécules de PS [69].

D’autres réles fonctionnels de I'Anx5 ont récemmeété proposés au niveau de
I'internalisation vésiculaire [70] et au niveau Hapoptose [71]. En effet TAnx5 a forte
concentration inhibe la phagocytose des cellulespipiques [72,73] et influence la
progression du programme de mort cellulaire. Unedeéta montré que I'Anx5 retarde
I'activation des caspases 3 (entrainant I'extesadiibn des PS et la génération de
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microparticules lors du déclenchement de la mdttile@e) apres sa liaison a la surface de
lymphocytes humains [74]. Néanmoins, une autre ectindique que I'’Anx5 accélere le
programme de mort cellulaire de cardiomyocytesatl¢75]. Ces observations contradictoires
indiqueraient que I'influence de I’Anx5 sur I'apoge dépend du type cellulaire.

Il serait certainement étonnant que I'’Anx5, de mé&jue I'ensemble des annexines,
participe a autant de fonctions différentes. llgstable que les annexines sont responsables

d’une fonction majeure, qui reste a identifier.
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1. Matériels et Méthodes

A. Produits

Le DOPC, le DOPS et les cardiolipides de cceur b@€in) proviennent d’Avanti
Polar Lipids (AL, USA). Le sérum de veau fcetal vida GIBCO (Invitrogen). La plupart des
produits chimiques viennent de chez Sigma Aldridbs; autres sont de qualité ultra-pure
L’eau a été purifiee par un systeme RiOs (Millipdfeance).

Les solutions tampon suivantes ont été préparéegampon A contient 10 mM
Hepes, 150 mM NaCl, 2 mM NaNpH 7,4, supplémenté ou non avec 2 mM Ga@l2 mM
EGTA, ainsi qu’il sera indiqué dans le texte ; dnpon B contient 10 mM Hepes, 15 mM
NaCl, 2 mM NaN, pH 7,4.

Les pastilles de mica muscovite de 12 mm de diamptoviennent de Métafix
(Mondidier, France). Les pointes AFM en nitruresdlecium de Silicone viennent de Digital
instruments, Santa Barbara, CA). Les lamelles deevde 12 mm de diamétre ont été
achetées chez Fisher Scientific (llkirch, Frandads cristaux de QCM-D, couverts d’'une
couche d’or évaporée de 100 nm et recouvert denb@’axyde de silice, proviennent de Q-
Sense (Goteborg, Suede).

B. Les cellules endothéliales humaines de veine sap  héne

Le premier type cellulaire utilisé dans cette étede composé de cellules primaires
endothéliales humaines de veine saphéne (HSVEhdb®élium vasculaire est composé
d’'une monocouche de cellules endothéliales taptidsaface interne du réseau vasculaire :
artéres, veines et capillaires représentant en\Bro0 m2 de surface exposée chez I'adulte.
Les cellules endothéliales sont plates, orientéess de sens de I'écoulement sanguin et
polarisées : la face apicale constitue la paroladRimiére du vaisseau sanguin et la face
basale est en contact avec la lame basale comsptiricipalement de collagene de type IV,
de fibronectine et de laminine. La membrane ceahel®dasale est riche en intégrines lui
permettant de se lier aux protéines de la lameldaaaniveau des séquences peptidiques
RGD présents sur certaines d’entre elles commartanine et la fibronectine. Du fait de
I'inhibition de contact, le renouvellement des gkds endothélialesn vivo, est de plusieurs
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mois voir méme quelques années. Les cellules HSWESes dans cette étude ont été isolées
de veines saphenes de patients ayant subi un gontagnarien [76] et cultivées comme
décrit par Fernandez et al. [76], modifié de Gajke@t al. [81] au sein de I'unité Inserm 577.
Les cellules sont cultivées en milieu M199 (Inuifem Corp, Cergy Pontoise, France)
supplémenté avec 20% de sérum de veau foetal (Burbbks Ulis, France), 50 IU/mL
d’héparine (Sanofi Aventis, Paris, France), 10 ng/bFGF (Sigma Aldrich, St Quentin
Fallavier, France) et 50 pg/mL de gentamicine (Bidia, Boussens, France). Les cellules
sont caractérisées par I'expression intracytoplgeenidu facteur de Von Willebrand avant

d’étre utilisées pour nos expériences.

C. Les cellules ostéoprogénitrices humaines

Le deuxieme type cellulaire utilisé dans ces travast constitué de cellules
ostéoprogénitrices humaines (HOP) préparée audseltunité Inserm 577 (Bordeaux). Les
prélevements de moelle osseuse humaine sont fapaniséquipe du Professeur Durandeau
(CHU Pellegrin — Bordeaux) et proviennent de lgptigse fémorale ou de la créte iliaque
dont la ponction est effectuée au cours d'une wetdion chirurgicale pour raison
traumatique, chez des patients sains. Au sein blord¢éoire Inserm, les prélevements sont
traités selon la méthode mise au point pour I'alid@ndes HOP [77,78]. Ainsi, des passages
successifs de la suspension cellulaire de moekeuse a travers des aiguilles de gauge
croissante (G-16, G-18 puis G-21) permettent d’hgén@iser et de dissocier les types
cellulaires avant leur mise en culture. La cultast effectuée en milieu Iscove modifié de
Dulbecco (IMDM, Gibco, France) additionné de 10%sédeum de veau foetal (PAA, France)
et de 10 M dexaméthasone. Ce dernier additif permet d'¢eiervers un phénotype
ostéoblastique les cellules adhérentes des le dibila culture. Le traitement est effectué
pendant les trois premiers changements de milieucudture. Les HOP obtenus sont
caractérisés par I'expression de la phosphatasalirek et du facteur de transcription

cbfal/runx2, caractéristiques du phénotype ostétblee, puis utilisés dans nos expériences.

Le deuxieme type cellulaire utilisé dans ces travast constitué de cellules
ostéoprogeénitrices humaines (HOP). Ces celluleseooours de différenciation pour former
les ostéoblastes du tissu osseux. Lors d’intergenthirurgicale au niveau de la diaphyse
fémorale, de la moelle osseuse est prélevée cheatiknt. La suspension de moelle osseuse
ainsi obtenue est purifiée et mise en culture &s@rce de dexaméthasone ce qui permet
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d’'induire la différentiation des cellules stromales cellules ostéoblastiques. Ce sont ces
cellules en cours de différentiation qui ont éiésdies dans ce travail.

Les études réalisées avec ces cellules ont étéedts en collaboration avec Reine
Bareille du laboratoire de Biomatériaux et réparatissulaire.

D. Les cellules souches embryonnaires de souris

Le dernier type cellulaire utilisé est composé dbutes souches embryonnaires de
souris. Ces cellules, isolées de blastocystes deasseont pluripotentes, participant a la
formation de tous les tissus et des lignées getesndes cellules souches embryonnaires
peuvent étre cultivéeim vitro et maintenues sous forme non différenciée paisatibn de
facteur inhibiteur de leucémie (LIF) dans le milide culture. La différentiation peut étre
orientée, selon les facteurs de différenciatiotisés, vers différents types cellulaires. Ces
cellules sont utilisées pour introduire des mutetigénétiques dans des lignées de souris et
pour produire des lignées de types cellulairesiquaiers. La lignée de cellules souches
embryonnaires utilisée dans ces travaux de th¢gmlée R1, a été décrite par Nagy et al.
[79].

La préparation des cellules R1 a été réaliséeepBr.IC. Sali, a I'Institut Karolinska
de Stockholm. Les études réalisées avec ces cebuleété effectuées en collaboration avec
le Dr. C. Salto et le Pr. E. Arenas.

E. Expression et purification d’Anx5 recombinante d e rat

L’expression et la purification de I'’Anx5 et desomines dérivées de I'’Anx5 utilisées
pour I'ensemble de mon travail de these, ainsilgug/nthése des complexes contenant des
peptides d’adhésion cellulaire, ont été réaliséasGgline Gounou, assistante ingénieur au
LIMNT (UMR-CBMN).

F. Synthese des complexes Anx5-RGD et Anx5-IKVAV

Les peptides RGD (séquence: GCRGYGRGDSPG) et IKVAdéquence
CSRARKQAASIKVAVSADR) ont été synthétisés par chinfienoc en phase solide [80]
avec un appareil Biosystems 431A (Courtaboeuf, dggnpar Claude Manigand (UMR-

CBMN). llIs ont été purifiés par chromatographiepérase réverse sur une colonne C-18 éluée
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avec un gradient eau/acétonitrile contenant 0,1%cidé trifluoroacétique (TFA) et
lyophilisés.

Le couplage covalent de chaque peptide a I'’Anx5e8Hespond a la formation d’'un
pont disulfure entre le groupe sulfhydryle de I'&m8H et le groupe sulfhydryle du résidu
cystéine contenu dans le peptide RGD ou IKVAV. beplage covalent a été réalisé comme
décrit ci-apres : 0,75 nmol de diméere (Anx5%-8iht été réduites par addition de 10 mM de
dithiothréitol (DTT) pendant 30 min a températunmbgante. L’Anx5-SH réduite a été
purifiée sur colonne de dessalage HiTrap (GE-Heatt), éluée avec du tampon A.
63,5 nmol d’Anx5-SH en tampon A ont été mélangée@s4anmol de peptide d’adhésion en
0,1% TFA et a 63,5 nmol de DTDP. Le mélange amtéhé pendant une nuit a température
ambiante. Les complexes Anx5-peptide ont été gsrifiur colonne MonoQ, éluée avec un
gradient de NaCl en tampon A. Leur pureté et leassa ont été analysées par SDS-PAGE et

spectroscopie de masse MALDI-TOF, respectivement.

G. Test de liaison de I'Anx5 et de protéines dérivé  es a des
liposomes multilamellaires

Les vésicules lipidiques multilamellaires (MLVs)ntenant un mélange DOPC/DOPS
(4/1, poids/poids) ont été préparées de la mamigirante : les quantités désirées de lipides
ont été mélangées et dissoutes dans du chlorofoeneplvant a été éliminé dans un
évaporateur rotatif, un volume de tampon B a étditgj pour obtenir une suspension a
10 mg/ml et la suspension a été homogénéisée pxvan aliquot de 100 ug de MLVs a
été incubé pendant 20 min avec une solution deéiped contenant un mélange de rapport
connu Anx5/Anx5-peptide et une quantité totale Gqig de protéine (exprimé en quantité
équivalente d’Anx5) dans un volume total de 200deLtampon A. Les protéines non liées
ont été séparées des protéines liées aux MLV patriftegation a 100 000 rpm pendant
45 min dans une centrifugeuse Beckmann Ultima. Ulet@ été resuspendu dans 300 pL de
tampon A et une seconde étape de centrifugaticié aeélisée pour laver le culot. Le culot
final a été resuspendu dans un volume total deL48gqutampon C. Les quantités relatives

d’Anx5 et d’Anx5-peptide ont été analysees par STFEE.
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H. Préparation de petites veésicules lipidiques unil amellaires

Les lipides DOPC, DOPS et CL ont été dissous eworcfdirme, melangés pour
obtenir les mélanges DOPC/CL (8/1 ; rapport mo)agteDOPC/DOPS (7/3 ; poids/poids),
séchés dans un évaporateur rotatif, resuspendusinmgon A a une concentration finale de
2,5 mg/mL, et vortexés pour obtenir une suspend®neésicules lipidiques multilamellaires
(MLVs). Pour former des SUVs, la suspension lipigica été homogénéisée par cing cycles
de congélation/décongélation suivis d’'une homogati&in au vortex, soniqguée avec un
sonicateur a pointe (Model-250, Branson, USA) erdenpulsé a 18% pendant 30 min sur
glace. L’échantillon a ensuite été centrifugé 10hrai 16 000 g dans une centrifugeuse
Eppendorf pour éliminer les particules de titaneé got pu se détacher de la pointe de

sonication. La suspension de SUVs est conservé€ avant usage.

|. Fonctionnalisation des supports de verre pour I adhésion
cellulaire

Les lamelles de verre (12 mm de diametre) ont éttoyees par traitement SDS 2%
pendant 30 min, rincées avec de l'eau ultra puéehées sous azote, et exposées a un
traitement UV/ozone pendant 10 min [24]. Les sudtstsont alors conservés a l'air. Avant
usage, ils sont réexposés a I'UV/ozone pendantihQ ptacés sur un morceau de parafilm et
immeédiatement couverts avec 150 pL de tampon Aecamit 2 mM CaGl Une SLB a été
formée par déposition sur le support de verre depdsde SUV a 0,1 mg/ml, dans le méme
tampon [23,24]. Apres 20 min, I'excés de vesicudesteé éliminé par échange du liquide de
I’échantillon avec du tampon, par 10 cycles sudtesfaddition/retrait de volumes de
100 pL. Les solutions d’Anx5 ou Anx5-peptide oré @joutées a une concentration finale de
20 pg/mL. Apres 30 min d’incubation, temps suffisaour la saturation de la surface, I'exces
de protéine a été éliminé comme décrit précédemnhestsupports de verre fonctionnalisés

ont été utilisés immédiatement.

J. Expériences d’adhésion cellulaire

Les cellules HSVE de passage 3 ou 4 ou HOP de gmsksa@nt été détachées des
plagues de culture par traitement a la trypsin@2@%)-EDTA (0,0625%), collectées par

centrifugation pendant 7 min a 1.200 rpm et suspescen milieu Dulbecco’s Modified
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Eagel's Medium (DMEM) (Invitrogen) contenant 1,8 mB&f* et 1 mM Md". Les supports
de verre fonctionnalisés avec un assemblage mikifBotéine ont été placés dans des
plaques 12 puits recouverts d’une couche d’agasose prévenir I'adhésion cellulaire sur le
plastique, comme décrit par Amédée et al. [82],2@0.000 cellules par puits ont été
ensemencees. Les expériences d’adhésion celldairecté réalisées a 37°C et 5% L£LO
pendant 3, 6 ou 24 heures.

L’adhésion cellulaire a été déterminée par undekirimétrique décrit par Verrier et
al. [83]. Brievement, les échantillons ont été $féres, apres rincage avec du tampon Hanks’
Balanced Salt Solution (HBSS) (Invitrogen), dans géaques 48 puits sans agarose. Les
cellules ont été imagées par microscopie de cdetides phase et supplémentées avec 0,1%
citrate de sodium, 7,5 mM de p-nitrophenyl-N-ac@yp-glucosaminide, 0.5% (v/v) Triton
X-100, pH 5, et placées a 37°C et 100% d’humidBé].[ Aprés 2 heures, la réaction
enzymatique a été stoppée par addition d’'une solutomposée de 50 mM glycine, 5 mM
EDTA, pH 10.4 et I'absorbance a été mesurée a a0avec un lecteur de plaque (Dynex
MRX).

La technique de dosage est la méme pour les elhuenaines ostéoprogénitrices
(HOP).

L’adhésion cellulaire a également été étudiée d@ecellules MES lignée R1 [79].
Les cellules ont été cultivées et passées en nildEM contenant 15% sérum, 2 mM L-
glutamine, 100 u/100 pg/ mL de pénicilline/strepyaime (pen/strept), 100 uM d’acides
aminés non essentiels (Gibco-BRL/Invitrogen), 2000L de LIF (Leukemia Inhibitory
Factor, Chemicon/Millipore) et 100 pN#-mercaptoethanol (Sigma). Les cellules ont été
trypsinisées, comptées et 5%kd®llules par puits ont été déposées dans une e2dpuits
contenant une lamelle de verre fonctionnalisée awecassemblage mixte SLB/protéine
correspondant aux différentes conditions (Anx5-RGEINX5-IKVAV et Anx5) et trois
controles (plastique, verre non fonctionnalis®,&86 gélatine). Le milieu de référence pour
la culture des cellules MES est la gélatine, quinyed une meilleure adhésion que le
plastique. Les cellules R1 ont été incubées pendgamtuit & 37°C avec 5% de g dixées
avec 4% para-formaldéehyde, lavées avec du PBSnatefnent incubées a température
ambiante avec la sonde nucléaire 4'6’-diimidaz@iphenylindole (DAPI) pendant 10 min

pour quantifier le nombre de cellules adhéréesessupport dans chaque condition.
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V. Les techniques de caractérisation

A. Microbalance a cristal de quartz avec mesure de  dissipation
(QCM-D)

La technique de QCM-D a été développée dans le€eanh990 [85] a partir de la
technique plus ancienne de la microbalance a tdstguartz (QCM). En plus de la mesure
de la masse d’'un composé adsorbé sur la surfacampteur de quartz, le QCM-D permet
d’obtenir des informations sur les propriétés vidastiques de ce composé. De nombreux
types d’échantillons ont été étudiés par QCM-D trle des protéines [54], des lipides [86],

de I’ADN [87] ou encore des cellules entieres [88].

Al. Principe de fonctionnement

La technique de QCM-D est basée sur les proprigi€zo-électriques du quartz.
L’application d’un courant alternatif aux extrénsitd’un cristal de quartz par deux électrodes
en or positionnées de part et d’autre du cristay. (B4.1B) produit une vibration oscillatoire
de celui-ci (Fig. B4.1C). Apres arrét du couratgmlortissement de I'oscillation est mesuré.
A partir de la fréquence de résonnaifaki cristal et de la courbe d’amortissement, ort peu
deduire les variations de la fréquence de resorn@net la dissipatiom\D, qui est l'inverse
du facteur Q représentant le nombre d’oscillatidmgristal jusqu’a I'arrét final. L’adsorption

de matiere a la surface du cristal de quartz exdrane variation déet de D.
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Figure B4.1: Appareil de QCM-D (A) composé de la chambre dsume (1), et d’'un boitier électronique (11). A
I'extérieur de la chambre se trouve une seringug Pimjection du liquide (Ill) et un récipient deortie (1V). Le
cristal de quartz (B) est introduit dans la chamtbeemesure. C : Représentation schématique deitbiéra
électrique puis de I'amortissement mesuré a gaaghe un échantillon couplé de maniére rigide aittase et a
droite un échantillon couplé de maniére flexibla aurface.

A2. Lavariation de la frequence de résonnance ( Af)

La variation de la fréquence de résonnance dwatdstquartz4,) est proportionnelle
a la masse adsorbée a la surface du crista) elon la relation de Sauerbrey [89]:

O (1)

H

D =

Cette expression constitue le fondement de la tquende QCM. La constante de
sensibilité de masse, C, est totalement dépendnteistal. Pour les cristaux commerciaux
de fréquence de résonnange SMHz utilisés dans ce travail, C= 17,7 ngzhiz". La
résolution du systéme en routine est légéremeagtitfre a 1Hz, soit quelques dizaines de
nano-grammes par cm2. Il est également possibbecitee le cristal avec une harmonique
d’ordren de la fréquence de résonnange ¢ f,avecn = 3, 5, 7).

Il est donc possible de déterminer la masse adsodbé un cristal de quartz.
Toutefois, I'équation (1) n’est valable que pous deasses adsorbées faibles (par rapport a la
masse du cristal), rigides, adsorbées de maniénedene sur la surface et couplées au cristal
sans glissement. Si ce n’est pas le cas, I'équétipest alors seulement une approximation. Il
a été démontré que I'équation de Sauerbrey esicapfd pour les espéces moléculaires de
type SLB et protéines, comme celles utilisées darnsavail [85,90].
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Il faut noter que la masse adsorbée mesurée par-Q@Mlut I'eau liée a la matiere
adsorbée. Ceci constitue une différence importgm@e rapport a d’autres techniques de
mesures de masse, comme la résonnance plasmoeigueface (RPS) ou I'ellipsométrie. La
combinaison de ces techniques avec le QCM-D est duéressante pour mesurer le taux

d’hydratation de la matiére adsorbée sur une saiff2@,91].

A3. La variation de la dissipation ( AD)

La dissipation permet d’obtenir des renseignemsutdes propriétés viscoélastiques
de la matiére adsorbée a la surface du cristali€¢matouplée de facon rigide ou flexible) et
de suivre ce parametre au cours du temps. Si Fadsa@st couplé de maniére rigide au
support, I'énergie est peu ou pas dissipée a sdigrhantillon. Par contre, si I'adsorbat est
couplé de maniére non rigide, I'énergie est dissipéravers I'échantillon et la dissipation
d’énergie (D), déterminée en mesurant I'amortissgnte I'oscillation du cristal excité,
fournit une mesure directe du phénomene. La dé&ance de l'oscillation est déterminée en
enregistrant I'élongation temporelle A(t) (évotutide I'amplitude de l'oscillation aprés arrét
de I'excitation du cristal) qui est décrite pargation (2) :

At) = Ao € sinfeft+9) (2)

L’équation (2) permet de calculer la fréquence peate résonnangéet la dissipation

D. Le signal de dissipation permet de détecterahemgements d’état de la matiere ou de
mettre en évidence des transitions de phase, copanexemple la transition entre des
vésicules lipidiques adsorbées et une bicouchélidjpe supportée [23]. La mesure des
changements de dissipation a également permis tteene@ évidence la rigidification d’'une

couche de protéine induite par pontage covalerjt [92

A4. Les surfaces utilisées

La technique de QCM-D a un avantage par rappodirés techniqgues de mesure de
masse, a savoir que le signal dépend uniquemeatistal de quartz et non de linterface. Il
est donc possible de travailler sur differentesfas@s en recouvrant le cristal avec un
matériau donné. Ainsi des études sont possibledesilior (Au), de I'oxyde de Silice (SKp
ou de Titane (TiQ), des polyméres ou encore du mica [93]. Il y axdémitations a
I'utilisation de tels dépbts. La premiere est geeriatériau déposé doit trés bien adhérer au
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cristal pour que I'ensemble constitue une seulgéewibratoire lors de I'excitation électrique
et présente une seule fréquence de résonnanceelwxethe limitation est I'épaisseur du
dépobt. Des études ont montré que des couchesgigilevent atteindre plus de 10 um sans
perturber le signal [94,95].

Pour ce travail, deux types de cristaux ont étiésés. La plupart des études ont été
réalisées avec des cristaux recouverts d’oxydeilie $Si0,). Une étude relatée dans le
Chapitre IV a d’autre part été réalisée au moyam ctristal recouvert d’oxyde de titane
(TiOy).

A5. Exemples d’applications : formation d’'une bico uche

lipidique supportée et adsorption d’Anx5

L’interaction de vésicules lipidiques avec une acef de silice (Si@Q puis la
formation d’'une SLB par celles-ci est un bon exemgé ce que peut apporter le QCM-D
(Fig. B4.2).

Dans un premier temps, les vésicules s’adsorbemd &urface entrainant une
diminution deAf (augmentation de masse) et une augmentatiohDdéaugmentation de la
perte d’énergie due a la flexibilité des vésiculés) densité de vésicules adsorbées augmente
jusqu’a atteindre une valeur critique, indiquée waminimum deAf et un maximum daD.
Au-dela de cette situation, les variationsAgeet deAD s’inversent pour atteindre finalement
des valeurs plateaux correspondant respectivememtieon 25 Hz (équivalent & 440 ngfm
et & 0,2 x 10. Cette seconde phase correspond & I'éclatementvésisules qui se
transforment localement en bicouche lipidique daigra coopérative et forment finalement
une bicouche lipidique continue a la surface datali La baisse de dissipation est due a la
rigidification de I'assemblage lipidique et la pede masse correspondant a 'augmentation
deAfest liée principalement a la perte de I'eau cameml'intérieur des liposomes.

L’étude du signal QCM-D associée a d'autres tealsqcomme I'AFM ou
I'éllipsométrie a permis de mieux comprendre lecessus de formation de bicouche

lipidique par déposition de liposomes [26,86].
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Figure B4.2: Signal QCM-D de la formation d’une bicouche dijjue supportée sur surface de silice
par dépot de 100 pg/ml de vésicules DOPC/DOPS)(dntampon A en présence de 2 mM'CBReux phases

sont visibles : adsorption des liposomes puis mapéti coalescence pour former une SLB.

L’exemple suivant illustre I'adsorption d’Anx5 a erSLB composée d’'un mélange
DOPC/DOPS (4/1) en présence de 2 mM*Cia figure B4.3 montre le signal obtenu aprés
I'injection de 20 pg/ml d’Anx5. On observe une IsaisieAf correspondant a la liaison de
I'Anx5 a la SLB, jusqu’a saturation de la surfac&bsence d’augmentation de la dissipation
indique que I'’Anx5 forme une monocouche rigide IsuSLB. A saturation, la masse d’Anx5
liée correspond & 15 Hz, soit 265 ngfcidne étude détaillée de ce processus, réalisée dan
notre équipe par R. Richter, a permis de montrez g saturation correspond a une
monocouche compacte de trimeres d’Anx5 et que fariboition de I'eau liée est d’environ
30% [93]. La couche d’Anx5 n'est pas déplacée pacage par une solution tampon
dépourvue de protéine, ce qui indique qu’elle edtéemement stable [54]. D’autre part,
I'injection de sérum de veau fcetal 10%, n'est aquagmée d’aucune interaction, ce qui
indique le tres faible niveau de liaison non spgud des matrices 2D d’Anx5 sur SLB. Ces

deux propriétés sont critiques pour le projet deetiippement de plate-formes d’ancrage.
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FIGURE B4.3: Signal QCM-D de la formation d’'une bicouche dijgue DOPC/DOPS (4/1) suivie de
l'adsorption d’Anx5 au niveau des DOPS (trianglesges).

B. Microscopie a force atomique (AFM)

L’AFM fait partie des techniques de « microscopiecamp proche ». Ces techniques
dérivent du microscope a effet tunnel [96] qui venté en 1982 par Gerd Binnig et
Heinrich Rohrer a qui le prix Nobel de physiquedaterné en 1986 pour cette invention. Le
principe des microscopies en champ proche congiftalayer la surface d’'un échantillon a
I'aide d’une sonde pour caractériser la surfacBédbantillon : topographie, état de charge, a
une échelle de 'ordre de I’Angstrém dans le doreale la physique et du nanométre dans le
domaine des échantillons biologiques. L’AFM esttéahnique de microscopie en champ
proche la plus utilisée dans le domaine des édlmansi biologiques (non conducteurs)
[97,98]. L'avantage unique de 'AFM en biologie e& pouvoir imager des échantillons en
solution aqueuse, donnant acces a la dynamiqueodegsus complexes en conditions quasi-

naturelles.

B1. Principe de fonctionnement

La sonde utilisée en AFM est une pointe microsaopiqontée au bout d’un levier
(Fig. B4.4 C,D). Cette pointe balaye la surfacel’dehantillon et la déflection du levier,

induite par l'interaction avec I'échantillon, estdctée par un systeme optique de laser avec
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une résolution de l'ordre de I'Angstrom (A). Un Syme piézo-électrique permet le
déplacement de I'échantillon ou de la pointe eis tamensions avec une précision meilleure
que I'A. Avec le microscope AFM utilisé dans cevai, la pointe (Fig. 1.8.D) est maintenue
fixe alors que I'échantillon est fixé sur un sugpoouplé au scanner piézo-électrique. Une
boucle de rétrocontréle permet d’ajuster la hautieuréchantillon par rapport a la pointe, de
maniere a réduire les forces de compression impoaékéchantillon (Fig. B4.4.B). Ce
systéme permet donc de déduire la topographie slerface ainsi que les forces d’interaction
entre la pointe et I'échantillon. La gamme de fergmuvant étre mesurée dépend de la
deéflection x du levier et de la constante de raidede celui-ci (0,06 a 0,58 N/m pour les
leviers utilisés dans ce travail) selon la relafierk-x. Il est possible de mesurer des forces de
'ordre des dizaines de pico Newton (pN), ce qui @s I'ordre de grandeur des forces
intermoléculaires mises en jeu en biologie. Poupneadre que quelques exemples, la rupture
d’'une liaison covalente nécessite 1nN, I'extractabon lipide d'une SLB de méme que
I'étirement d’'un brin d’ADN nécessitent quelquegalnes de pN [99]. Quant a I'étirement

d’une protéine, il nécessite quelques centaings\dg.00,101].

Miroir

1

Boucle de
Echantillon rétro-contréle
Scanner L e
XS,000 17nm
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..........

Mode oscillant
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de départ <

Figure B4.4: A : Microscope a force atomique modéle Multimd¢Begital Instrument, Veeco). B : Schéma de

..........

fonctionnement de I’AFM. C : Image de microscopiecélonique a balayage du levier au bout duquelcas/ér

la pointe (D). E : Représentation schématique des aeales d’'imagerie AFM.
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Il existe deux modes de fonctionnement de 'AFM:rhode contact et le mode
oscillant. Dans le mode contact, le plus anciempdate est en permanence en contact avec
I'échantillon (Fig. B4.4.E), la boucle de rétro-tdie maintenant une force d’interaction
constante entre les deux. Ce mode nécessite Ute fagosité et des éléments immobiles a la
surface de I'échantillon. Les forces exercées poueadommager les échantillons fragiles,
notamment les échantillons biologiques, un deuxiérode est apparu : le mode oscillant. La
pointe est maintenue en vibration avec une amgitodnstante pendant le balayage de
I’échantillon. Le mode oscillant est mieux adapté& @&chantillons fragiles mais il a une
résolution moindre que le mode contact [102]. Legsxdmodes peuvent étre pratiqués a l'air

ou en milieu liquide, ce qui a rendu cette méthattiective pour les sciences du vivant.

B2. Utilisation de I'AFM en Sciences du vivant

De nombreuses structures biologiques ont pu étserebes a haute résolution par
AFM : des protéines [59,103], de 'ADN [104], degsides [86], et méme des cellules entieres
[105]. Grace a I'AFM, des détails structuraux dadre du nanometre peuvent étre observés
[106] en conservant les objets biologiques en miliquide. Le fait de pouvoir observer les
échantillons biologiques, a I'échelle de la molécuinique, dans un environnement
approchant les conditions physiologiques constitu@vantage unique par rapport aux autres
technigues d’analyse structurale. Ainsi, la diffrac des rayons X et la RMN fournissent une
information moyennée sur un grand nombre de madéc(# 16° pour les RX et > 10 pour
la RMN) et la cristallographie X nécessite des atilans cristallisés en 3D. La microscopie
électronique, quant a elle, est également capableésbudre des molécules uniques, mais
nécessite des conditions de préparation strictagisan du vide régnant dans la colonne du
microscope et des fortes interactions entre élested échantillon. De ce fait, les échantillons
sont observés soit dans I'état déshydrate, inchums dine résine ou dans un film de colorant,
soit hydratés-congelés, figés dans un mince filmtadepon. La possibilité d’imager des
échantillons dans I'état hydraté par AFM permetdiaaccés a la dynamique de processus
complexes comme I'adsorption d’assemblages 2D.lldn&ation majeure actuellement est le
temps d’'acquisition des images (environ 1 minutaurptes appareils commerciaux).
Toutefois, de nouveaux systemes sont a I'étudadgquiaient permettre de réduire le temps

d’acquisition [107].
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Une contrainte intrinséque a 'AFM est que I'éclilfort doit étre immobile lors de
I'interaction avec la pointe. C’est le cas des addages 2D ordonnés de protéines qui sont
des systemes bien adaptés a I'observation fineFén ét ont été beaucoup étudiés [108-110].
Par contre, I'observation d’échantillons dispersés extrémement difficile et limitée a de

rares systemes comme par exemple la toxine durehjdl&l].

C. Retour de fluorescence apres photo-blanchiment ( FRAP)

La technique de FRAP permet de caractériser legrigtés de diffusion latérale de
molécules. Dans une premiere étape, une zone dhanéllon contenant des fluorophores est
irradiée de maniere a éteindre, ou photo-blant#srfluorophores se trouvant dans cette zone.
Dans une seconde étape, l'augmentation de lintende fluorescence, ou retour de
fluorescence, résultant de la diffusion latérals deolécules fluorescentes dans la zone
préalablement photo-blanchie est mesurée, ce qungtede déterminer le coefficient de

diffusion latérale de I'espece moléculaire fluossge observée [112-114] (Fig. B4.5).
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Figure B4.5 : Principe de la technigue de FRAP. Woee d'un objet fluorescent est blanchie par irraatia
laser. Les molécules fluorescentes des zones non irrgiéétrent dans la zone blanchie par diffusion lagéral

entrainant un retour de la fluorescence dans cette.Zoa modélisation de la courbe mesurant le retieur
fluorescence permet de déterminer le paranggn@écessaire pour calculer le coefficient de diffudatéral D

de I'espéce moléculaire fluorescefitd 4].

La technique de FRAP est utilisée en sciencesvhnvpour mesurer le coefficient de

diffusion des lipides dans des systémes de membrandeles ou natives.
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C. Résultats
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|. Développement d’'une plate-forme d’ancrage 2D pou r

I'adhésion cellulaire

A. Introduction

Un article décrivant cette étude a été accepté mpminlication dans le journal

Biointemphases

Pour communiquer avec leur environnement, molécefesellules voisines, les
cellules présentent a la surface de leur membrksenmue un ensemble de récepteurs et de
protéines d’adhésion qui sont a la base du développt des tissus ou des liaisons
intercellulaires. Les intégrines constituent uresse de protéines d’adhésion particulierement
étudiée [115]. La famille des intégrines humairgtscemposée de 24 protéines membranaires
hétérodimériques formées par la combinaison d'wseld sous-unités et d'une des 8 sous-
unités B [116]. Les intégrines forment des liaisons aves ¢eotéines de la matrice
extracellulaire (MEC) et particulierement avec eglfjui présentent la séquence Arg-Gly-Asp
(RGD). Cette séquence, identifiée en 1984 dansblarfectine [117] (Fig. C1.1A), est
présente dans plusieurs autres protéines de la 8BCle collagéne et la laminine [118]. Le
réle de cette séquence dans I'adhésion celluladté @tabli [117,119,120]. La séquence RGD
est la plus efficace et la plus employée pour iredli@dhésion cellulaire [121]. Une fois liées
a la séquence RGD des protéines de la MEC, legrin&s forment un ancrage solide entre la
MEC et le cytosquelette de la cellule, via la t@jifia-actine, la vinculine, la paxilline et
d’autres protéines cytosoliques. Les intégrineweaat ainsi des voies de signalisation pour la
survie de la cellule, le contréle de la transcoptila prolifération cellulaire, la mobilité
cellulaire et I'organisation du cytosquelette [L2PJautres protéines d’adhésion cellulaire
reconnaissent d’autres séquences peptidiques,la@a@dguence IKVAV. Cette séquence est
issue de la laminine, protéine de la MEC trés ahonteldans la matrice du tissu nerveux, qui
possede plusieurs sites de liaison a des réceptellugaires (notamment les séquences RGD
et IKVAV) [123]. Le schéma de la laminine (Fig. @B) montre que la séquence IKVAV se
situe sur la chaine A, dans la région PA22-2 eesaésidus 2 091 et 2 108 [123] située avant

le large domaine globulaire localisé en C termihal.séquence IKVAV est responsable de
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'adhésion des cellules neuro-progénitrices, de &alement, de leur migration ainsi que de

la croissance de neurites [124,125].

Chaine A
YIGSR PA21
; (RGD)
Chaine B1 Chaine B2
= COOH
Disulfide
Bridge
— e |l
Affinities: Fibrin/  Collagen/ @5B1/ Heparin Fibrin

Heparin  Gelatin allbfi3 B PA22-2

O'I‘ppe 1 Module 9 Type 11 Module 0 Type LI Module E Variable Sequence ‘ (lKVAV)

Figure C1.1: Représentation schématique de la fibronectined(aprés Magnusson et Mosher [126] et de la
laminine (B) d’aprés Sasaki et al. [123].: Deux sous-unités sont représentées et les régiongjiréph dans
des interactions avec d’autres protéines sont indiquiedsa séquence IKVAV se situe a la fin du domaine
hélicoidal, avant la partie globulaire constituantdbmaine C terminal de la chaine A. La séquencgSH a

également été décrite comme induisant I'adhésionleek [127].

Pour vivre et proliférer, de nombreux types celhels doivent adhérer a un support
qui est constitué physiologiquement par la MEC. lésdes cellulaires «ex vivo »
nécessitent donc d’induire I'adhésion cellulaire sme surface. La compréhension et le
contrdle de I'adhésion cellulaire sur les biomaigxi constituent des enjeux importants aussi
bien en recherche fondamentale qu’en rechercheqaggl, pour des applications comme le
développement de tissus artificiels, la bio-intégra des implants médicaux ou le
développement de puces a cellules pour le cribldge composés [13,128-130]. De
nombreuses méthodes ont été développées poureanithdhésion cellulaire sur différentes
surfaces [131]. Ces méthodes reposent principaleswra fonctionnalisation biomimétique
de surfaces avec des protéines ou des peptidea MEC. Dans de nombreux cas, les
molécules utilisées pour I'adhésion cellulaire gamtent le peptide RGD [119,132]. Les
méthodes habituelles de couplage des moléculehésamh a un support solide sont basées
sur l'adsorption physique, directe ou par lintediaie d’'un polymére [133], la liaison
covalente via la formation de monocouches autoralsiges [134], l'interaction d’affinité

utilisant un systeme streptavidine-biotine, ou eada formation de membranes supportées
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soit par déposition de vésicules [131,135] soitljpatermédiaire d’une couche de polymere
[13,17].

Le greffage covalent de molécules sur une surfapplique en général des
groupements fonctionnels tels que les fonctionbamailiques, hydroxyles, ou amines. Pour
les matériaux ne possédant pas ces groupementsoforels a leur surface, ceux-ci peuvent
étre introduits par des traitements physiques amighes (oxydation, réduction, ...) de la
surface, ou d'un intermédiaire greffé sur la swfacomme un polymére [136,137].
L'inconvénient majeur du couplage covalent estillsgation de solvants spécifiques a la
réaction chimique du couplage et ceci a des pHnpietement éloignés du pH physiologique
de stabilité du peptide. Ces solvants peuvent entiger le peptide greffé sur la surface et
ainsi inactiver sa propriété d’induction de I'adio@scellulaire.

Le greffage non covalent a une surface met en gnémlement des interactions
électrostatiques, qui assurent la stabilité dafiga Un exemple de cette approche est fourni
par la fonctionnalisation de surfaces d’oxydes Hiétees, chargées négativement, a l'aide de
polymeres tels que le poly-L-lysine-poly-ethylenegll (PLL-PEG), chargés positivement
[133]. Une autre voie attractive est I'ancrage moralent par I'intermédiaire de SLB. Ces
systemes sont devenus trés populaires comme plate-fd’adhésion cellulaire car les SLBs
constituent un environnement naturel de la celliaes le quel des protéines membranaires et
des peptides peuvent étre introduits. De plusydaétion de SLB est simple [18] et elles sont
trés résistantes a I'adsorption non spécifique rdéémes et de cellules. Comme il est décrit
auparavant, les SLBs sont formées d’'une bicoughididue continue d'une épaisseur de
5 nm, séparée de la surface par une couche d’'esicbn 1 nm permettant aux lipides de
diffuser latéralement au sein de la SLB. Les préntas études de I'adhésion cellulaire avec
des SLB utilisent des lipides fonctionnalisés pas geptides [125,138-143]. L'influence de
I'orientation [138,140,142], de I'accessibilité B,344], de la conformation [138,140] ou de
la mobilité [145] des lipopeptides sur I'attachemegllulaire et I'étalement a été étudiée
grace a l'utilisation de technigues de caractédeale surface adaptées.

Pendant ma these, j'ai étudié le développement damveau type de plate-forme
d’adhésion cellulaire dans laquelle des peptides k& de maniere covalente et orientée a
des protéines formant une matrice 2D rigide a téasa d’'une SLB [12,59,146]. L’hypothése
de travail était que cette approche permettraiblgréle de ’'homogénéité, de I'orientation et
de la densité du peptide présenté.

Deux types de peptides d’adhésion, contenant saiatif RGD ou un motif IKVAV

[124,147], ont été sélectionnés pour cette étude.
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Ces travaux décrivent la caractérisation de I'gusaom et de I'organisation des
complexes Anx5-peptides au niveau de SLBs et leeldppement d'une plate-forme
d’adhésion cellulaire basée sur des matrices 2BD-asgemblées de complexes Anx5-peptide
sur SLB (Fig. C1.2).

C @ C @ popie

— Anx5

“— Lipid bilayer

| | < Glass support

aB8EG
Anx5-peptide @g@@% @%(@Z@
trimer @@@@ @

Figure C1.2: Schéma de la plate-forme d’adhésion cellulaireébasur les matrices 2D d’Anx5-peptide sur

SLB.
A : Vue de c6té : Complexe protéique Anx5-peptidm-assemblé sur SLB formée dur support de verre. Les

<
B

N
9
A

peptides d’adhésion cellulaires sont exposés dans uroBngiment aqueux.

B : Vue de dessus : assemblage compact 2D de trim&asSpeptide.

B. Résultats

B1l. Synthese des complexes Anx5-peptide d’adhésion

Pour ces expériences, deux peptides d’adhésionlaigd, contenant soit le motif
RGD soit le motif IKVAV, ont été synthétisés avepeucystéine dans leur séquence. Ces
peptides ont été couplés a I’Anx5-SH, un doubleamuide I'Anx5 présentant une seule
cystéine, par formation d’'un pont disulfure covalentre le peptide et I'Anx5-SH. L’Anx5-
SH a été congue de maniere a présenter la cyst@ingne boucle exposée au solvant sur la

face concave de I'Anx5, a I'opposé de la face li@st membranes. Le raisonnement sous-
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jacent était que, de cette maniére, I'accessililg peptides (ou des éléements de couplages)
serait optimisée [29,59].

Les complexes Anx5-RGD et Anx5-IKVAV (Fig. C1.3)toété produits a une pureté
proche de 100%, avec un rendement global de 20%omlasses moléculaires de 36 738 Da et
37 608 Da ont été déterminées par spectrométneasse MALDI-TOF pour 'Anx5-RGD et
I’Anx5-IKVAV, respectivement. Ces valeurs sont etcard avec les valeurs théoriques de
36 759 Da et 37 628 Da respectivement.

| | <— Support de silice

B C
GCRGYGREDSPG CSRARKQAASTKVAVSADR

Figure C1.3: Représentation schématique de la plate-forme tHageccellulairg/A) utilisant des matrices 2D de
complexes covalents entre I'Anx5 et deux peptidestdaibn cellulaire contenant soit la séquence RB)>oit
la séquence IKVAYC).

B2. Liaison et organisation 2D des matrices d’Anx5  -peptide
sur SLB

La liaison des complexes d’Anx5-peptide a des seddipidiques a été étudiée par
QCM-D et AFM pour déterminer si le couplage covalda peptides a I'Anx5 affecte ses
propriétés de liaison et d’assemblage 2D [12,28(89].
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B2.1. Caractérisation de I'organisation 2D des com  plexes
d’Anx5-peptide sur SLB par QCM-D

La figure C1.4 présente les signaux d'adsorptioteris par QCM-D pour I'’Anx5-
RGD et 'Anx5-IKVAV, en comparaison au signal déiix5. La saturation de la surface
lipidique est obtenue avec une concentration det@@nl pour les deux complexes Anx5-
peptide, de méme que pour 'Anx5 [24]. A saturatites monocouches d’Anx5-RGD et
d’Anx5-IKVAV sont caractérisées par une masse di@mv350 ng/cm2 et une valeur dd®
de 0,8 x 16. En comparaison, une monocouche saturante d’Anxteamasse 280 ng/cm? et
une valeur deAD de 0 [54]. Comme attendu, la liaison d’Anx5-pdptiest calcium-
dépendante, ainsi que le démontre le décrochatgntané du complexe Anx5-peptide apres
rincage par un tampon contenant 2 mM EGTA (flech&g3 C1.4). La matrice 2D d’Anx5-
peptide est d’autre part liée de maniére stabla 8B, comme le démontre I'absence de
décrochage apres ringcage en tampon dépourvu déirgrdiigne pointillée, fig. 1.4). Cette
propriété caractéristique de I'Anx5 [54] est eswdlet pour I'application envisagée car les
tests d’adhésion cellulaire doivent étre réaliséalesence d’Anx5-peptide en solution.
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Figure C1.4: Adsorption de 'Anx5-RGD, Anx5-IKVAV et Anx5 suDOPC/DOPS (7/3) SLB, mesurée par
QCM-D. Evolution de la masse adsorbée (courbes dy kade la dissipation (courbes du bas) mesurées aprées
addition de vésicules DOPC/DOPS (7/3) (fleche 1) pi@is20ug/ml (fleche 2) d’Anx5 (noir), d’Anx5-RGD
(bleu), et d’Anx5-IKVAV (rouge). Le rincage de lAambre de QCM-D par du tampon sans protéine estuéadiq
par la ligne pointillée. A la fleche 3, la chamldiee QCM-D a été rincée avec du tampon contenant 2HGVIA.
L'aspect diphasique des courbes de masse et de dissipgii@s addition de vésicules lipidiques est

caractéristique de la formation de SLB sur SiO2 sdlisiabt a environ 440 ng/cm? sans dissipation [23,86]

La difféerence de masse d’environ 25% observée dasranatrices d’Anx5-peptide

(350 ng/cm) et d’Anx5 (280 ng/ctf) est plus importante que l'incrément de masse Wi a
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peptide (environ 4 a 6%). Ceci, associé a la feateur de la variation de dissipation, indique
que le peptide est flexible et fortement hydratés lpeptides RGD et IKVAV sont donc

potentiellement favorablement orientés pour I'iatgion avec les intégrines.

B2.2. Caractérisation de I'organisation 2D des complexes
d’Anx5-RGD par AFM

La structure des matrices 2D d’Anx5-RGD a étéiérigar AFM sur SLB en suivant

les protocoles mis au point pour I'étude de laucdtire de la matrice d’Anx5 [56,59].

L’AFM montre que les complexes Anx5-RGD s’auto-asbkent sur SLB en
domaines 2D (Fig. C1.5A). A saturation, les domaioeuvrent entierement la SLB, comme
cela a été décrit précédemment pour I’Anx5. Obseév@lus haute résolution, ces domaines
présentent des lignes blanches (correspondant éléasnts structuraux proches de la pointe)
paralleles selon deux directions a environ 120hd'wde l'autre (Fig. C1.5B,C). Cette
organisation est caractéristiqgue des cristaux 2ahxb [54,59], indiquant que les domaines
d’Anx5-RGD présentent une organisation cristall?i2 avec une symétrie hexagonale (Fig.
C1.5B,C). Toutefois, la structure cristalline egiins bien résolue dans les images d’Anx5-
RGD que dans les images d’Anx5. Ceci doit étre dlinteraction de la pointe d’AFM avec
les peptides flexibles qui sont exposés a la serdigcla matrice rigide d’Anx5.

Les complexes Anx5-IKVAV n'ont pas été étudiés p&M, en raison de la difficulté
d’obtenir des images de bonne qualité rencontréec diAnx5-RGD. Par contre, des
expériences complémentaires de cristallisation @Dnsonocouche lipidique, réalisées par
Sisareuth Tan au LIMNT, ont montré que I’Anx5-IKVAMrmait des cristaux 2D de maille

et symétrie p6 similaires a I’Anx5 (données norspriées).

En conclusion, ces résultats démontrent que laepoésd’un peptide lié de maniére
covalente sur la face concave de I'Anx5 n’affectas pses propriétés de liaison et
d’organisation 2D sur les surfaces lipidiques. tlanc été considéré que, sur les supports de
verre utilisés pour les expériences d’adhésionulzte, I’Anx5-peptide se comporte comme

I’Anx5 et forme des assemblages compacts de trgr{@d (Fig. C1.2).
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Figure C1.5: Organisation 2D de I'Anx5-RGD sur surface lipidigobservé par AFM.
A : Domaines 2D d’Anx5-RGD formés sur SLB DOPC/DOPS)&ur mica. La formation des domaines est

caractéristique de la formation de domaines 2D cliis¢ad’ Anx5 sur SLB sur mica. Taille de I'image : pon.

B : L'image d’AFM & fort grossissement révéle I'orgatisa cristalline hexagonale des molécules d’Anx5-
RGD. Barre d’échelle : 40 nm.
C : Réseau hexagonal superposé a I'image AFM du rébdan5-RGD. La maille du réseau est environ 18 x

18 nm, comme pour I'’Anx5 [57].

B3. Adhésion des cellules HSVE, HOP et MES sur les
matrices 2D d’Anx5-peptide

L'utilisation des matrices 2D d’Anx5-peptide sur EBLcomme plate-forme pour
I'adhésion cellulaire a été étudiée avec trois sygalulaires : les cellules difféerenciées HSVE
ainsi que les cellules indifféerenciées MES et HOP.

Les cellules HSVE adherent a une matrice 2D d’ARGD, comme le montre la
figure 2.6A enregistrée aprés 3 heures d’incubatias cellules sont étalées de maniere
homogene, avec un diametre moyen d’environ 20 pes hoyaux cellulaires sont bien
résolus. Des extensions cytoplasmiques avec dasspte contacts focaux sont observées a la
périphérie des cellules (fleches fig. C1.6A). Lang&® cellulaire est d’environ
1 400 cellules/mm?2. Cette valeur est sensibleméud forte que les valeurs obtenues sur
gélatine, qui est la surface de référence pouhéawn de ces cellules (Fig. C1.6B et C1.7)
[148,149]. Les cellules HSVE n’adherent pas sumtesrices d’Anx5 pure (Fig. 2.6C) et tres
peu sur les matrices d’Anx5-IKVAV (Fig. C1.7). Desllules mortes ou quiescentes sont
observées présentant une forme caractéristiquee rendiffusant fortement la lumiére, avec
un diamétre de 2 a 5 um (Fig. C1.6C).
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Figure C1.6: Adhésion des cellules HSVE sur différents suppatservée par microscopie a contraste de
phase aprés 3 hrs d’incubatioh.. Cellules HSVE étalées de manieére homogene sumatece 2D d’Anx5-
RGD. Des points de contact focaux sont visibles a fgplpérie des cellules (fleche®.: Cellules HSVE étalées
sur gélatine; leur taille et leur morphologie sontikiires aux cellules adhérées sur Anx5-R@D. Les cellules
HVE n’adherent pas aux matrices 2D d’Anx5. Barre hédie : 50 nm.

L’attachement des cellules MES, le second systestialaire étudié, a des matrices
2D d’Anx5-IKVAV a été mis en évidence (Fig. Cl.Tjattachement des cellules MES sur
Anx5-IKVAV est aussi efficace que sur une surfaae gklatine, qui est la surface de
référence pour I'adhésion de ces cellules (Fig7{CDes études précédentes ont montré que
les peptides contenant la séquence IKVAV sont dapathinduire I'adhésion des cellules
souches nerveuses [124,125] et d’induire leur difféiation en cellules nerveuses. Toutefois,
c’est la premiére fois que le rble du peptide IKVASét décrit pour les cellules MES,
pluripotentes. Ces cellules attachent également raakices 2D d’Anx5-RGD mais de
maniére moins efficace que sur Anx5-IKVAV (Fig. @L.Aucune adhésion n'a été observée
sur des matrices d’Anx5 pure.

L’'adhésion cellulaire des cellules HOP sur la pfatene Anx5-RGD est équivalente
a ce qui est observé sur support de plastiqguegsfule support de référence pour ce type
cellulaire (Fig. C1.7).

Ces résultats démontrent que les matrices d’Anxfighe constituent une plate-forme

efficace pour I'adhésion cellulaire.
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Figure C1.7: Adhésion des cellules HSVE, HOP et MES sur différenutpports. L’adhésion est exprimée en
unités relatives (U.R.). La valeur 100% correspond @aleur mesurée sur gélatine pour les cellules HSVE e

MES et sur plastique pour les cellules HOP.

B4. Influence de la densité d’Anx5-peptide sur
I'attachement cellulaire

L’influence de la densité de peptide sur I'adhésietiulaire a été étudiée. Comme
I’Anx5 et I'Anx5-peptide présentent des propriéigsntiques de liaison et d’organisation, il a
été considéré que la densité de peptide pouvainédulée de maniere contrélée en utilisant
des mélanges d’Anx5 et d’Anx5-peptide avec desadppAnx5/Anx5-peptide connus. Pour
vérifier cette hypothese, I'expérience suivanteééaréalisée : 1) des liposomes de type MLV
ont été incubés en présence d'une solution lip@igontenant des rapports connus
Anx5/Anx5-peptide ; 2) les liposomes sont sépaessaiotéines non liées par centrifugation ;
3) le taux respectif d’Anx5 et d’Anx5-peptide liérdes liposomes est évalué par SDS-PAGE.
Les résultats indiquent que, autant pour Anx5-RGI2 gour Anx5-IKVAV, les rapports
Anx5/Anx5-peptide liés aux liposomes sont en accawdc les rapports des solutions
originales (Fig. C1.8). En conséquence, la demféx5-peptide a la surface des SLBs peut

étre controlée simplement.
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Figure C1.8: Analyse SDS-PAGE du taux d’Anx5-peptide et d’Ariba des liposome®) Anx5-RGD ;B)
Anx5-IKVAV. Les deux premiéres lignes & gauche erefAB) correspondent a la migration d’Anx5 et d’Anx5-
peptide en absence de liposomes. Les lignes suivantesspondent & la migration des culots de liposomes
obtenus aprés incubation avec des rapports de masseMng5peptide de 0/100; 2.5/97.5; 5/95; 10/90; 25/75
50/50; 75/25 (pour IKVAV), 100/0. L'intensité relat des bandes Anx5 et Anx5-peptide des échantillotns en

25/75 et 100/0, estimée visuellement, est en accard lag rapports des solutions de protéine originales.

L'influence de la densité de surface d’Anx5-RGD kandhésion de cellules HSVE est
présentée en Fig. C1.9. La densité maximale deaulel€ d’Anx5-RGD dans une matrice 2D
d’Anx5-RGD pure est d’environ 33 000 Anx5-RGD/un®e qui correspond a une distance
entre deux RGD d’environ 6 nm [54,56]. La décraissade la densité de RGD jusqu’a 6 000
RGD/umz2 a un effet limité sur I'adhésion cellulaitéadhésion des cellules a été mesurée
jusqu’a 1% d’Anx5-RGD, ce qui correspond a 300 R@DY.

Des résultats similaires ont été obtenus pourakhigment des cellules MES avec des
densités variables d’Anx5-IKVAV. La densité critgjud’IKVAV requise pour I'adhésion
cellulaire est proche de 300 IKVAV/umz.

Une densité de 300 Anx5-peptide/um?2 correspond & distance moyenne entre
peptide de 58 nm. Ce chiffre est trés proche dhskance critique de 58 a 73 nm au-dessous
de laquelle les cellules n’adherent plus, ainsi tigemontré I'équipe de Spatz [150].
L’approche mise en ceuvre par I'équipe de Spatznaist® a nano-structurer une surface de
maniere extrémement réguliére avec des peptides re&fiEs sur des nanoparticules d’or. La
distance de 58 nm déterminée dans notre étudespomd a une distance moyenne entre
RGD et non a une distance absolue, comme c’estase pour les nanoparticules d’or
fonctionnalisées avec des peptides RGD [150]. Néamsn la densité critigue de peptide
déterminée ici est significativement plus faibleedes valeurs précédemment reportées avec
des SLB fonctionnalisées par des lipopeptides [1€8s deux modes de présentation de
peptide different en termes de diffusion latérale pptide, qui est libre dans le cas des
lipopeptides [142], alors que les peptides sont ailes dans les matrices 2D d’Anx5-
peptide, ainsi que dans le cas des nanopartictbedahctionnalisées. D’autres différences
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possibles sont I'homogénéité, l'orientation et tessibilité des peptides qui sont bien

contrdlées dans le cas des matrices 2D de protéines
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Figure C1.9: Influence de la densité du peptide RGD sur I'aithe des cellules HSVE. Chaque point provient

de 6 expériences. 100% d’adhésion correspond a lanaléenue sur la gélatine.

B5. Conclusions

Ces travaux font I'objet d’'un article accepté pauublication dans le journal
Biointerphases lls présentent une nouvelle plate-forme pourH&sion cellulaire basée sur
des matrices 2D auto-assemblées de complexes Aepttdp sur SLB. Les propriétés d’auto-
assemblage de 'Anx5 sur des surfaces lipidiques srploitées pour présenter un peptide
d’adhésion cellulaire. Les complexes Anx5-peptideéspntent toutes les propriétés
avantageuses de I'Anx5. L’'adhésion cellulaire adé&ontrée avec deux peptides différents
et trois types cellulaires différents. L'efficacite la plate-forme pour induire I'adhésion
cellulaire est due a 'homogénéité, a l'orientatetna I'accessibilité des peptides présentes.
Ces travaux montrent dautre part que des celllMBS indifférenciées adherent
spécifiguement aux peptides IKVAYV, offrant ainsisd@ossibilités pour la séparation
cellulaire.

La stratégie proposée ouvre des perspectives gs@mees, en particulier pour trier des
cellules a I'aide de billes de verre fonctionnadséar une SLB et une matrice 2D d’Anx5-
peptide. D’autres applications, comme le transfeet cellules entre supports ou le
développement de puces a cellules constituées Haeseadhérant sur des bicouches

lipidiques suspendues sur des trous [151] mérdetal’étre considérées.
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Il. Développement d’'une plate-forme d’ancrage 2D p  our

I'immobilisation contrélée d’anticorps et de protéi nes

A. Introduction

La détection, l'isolation et la quantification déimolécules constituent des enjeux
importants a la fois en recherche fondamentaleaat dles domaines appligués comme le
diagnostic médical. Deux grandes approches somilges pour détecter et doser un composé
dans un meélange comme un échantillon biologiquend’d’elles concerne les composeés
dotés d'une propriété spécifique intrinséque, chpate donner naissance a un signal
mesurable, telle que la présence d’'un chromopliboee activité enzymatique, ..., que ne
présentent pas les autres composés de I'échantllles cas sont non seulement relativement
rares mais, de plus, le signal endogene est fréaeenntrop faible pour permettre la détection
de faibles quantités de composé. La seconde apprd&pplication générale, repose sur le
marquage spécifique du composé par une sonde $sarmtiun signal mesurable, telle qu’une
sonde fluorescente, enzymatique ou radioactive.

La mesure du signal émis par la sonde permet alersemonter a la quantité du
composé recherché. Le prototype d'une telle apgrodd détection et quantification de
composes biologiques est la technique tres répaddud&LISA (Enzyme Linked Immuno-
Sorbent Assay) [152]. La version classique, « malaw, de 'ELISA est schématisée en
Figure C2.1.A) : dans une premiere étape le compgssdixé a la surface d'un puits en
plastique, de maniére non spécifique, par adsargiitysique ou physisorption (Figure C2.1
A.1) ; dans une deuxiéme étape les sites de fixadincore présents a la surface, sont saturés
au moyen d’'un composé tel que I'albumine ; danstroisieme étape, une solution contenant
un anticorps reconnaissant le composé d'intéréjestée (Fig. C2.1.A.2) ; finalement, aprés
élimination de I'excés d’anticorps, appelé antisogrimaire, I'anticorps lié est dosé au
moyen d’'un anticorps, appelé anticorps secondagdeur d’'une sonde enzymatique (d’'ou le
nom ELISA), ou fluorescente (Figure C2.1.A.4). Umersion plus élaborée, appelée
technique ELISA « sandwich », différe de la précéeear le fait que la fixation du composé
d’intérét met en jeu l'interaction spécifique enligecomposé et un anticorps pré-adsorbé sur

les parois du puits (Figure C2.1.B.1). L’approgheandwich » permet de capturer et de
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quantifier de tres faibles quantités de composésedn de mélanges complexes. Les tests
ELISA sont utilisés en routine aussi bien en latwra de recherche gu’en laboratoire

d’analyses cliniques, en raison de leur simpliettée leur sensibilité.

1 2 3 4
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Figure C2.1: A : Principe de la technique ELISA traditionmellLe composé a doser est adsorbé a la surface

d’'un puits (1). Aprés rincage, des anticorps spécifigiutesomposé sont injectés dans le puits (2). Aprés rincag
seuls restent les anticorps liés au composé que l'on gmagr grace a I'addition d’'un anticorps secondaire
couplé a un marqueur (4). B : Principe de la tepm ELISA sandwich. Le principe est quasiment le m§oe
'ELISA classique sauf que le composé est immobilisé sutface des puits par des anticorps spécifiques (2).

Ceci présente I'avantage d’augmenter le rendemebétd@e de couplage du composé a la surface des puits.

Les contraintes posées par la synthése et I'utdisadle marqueurs pour la détection
de molécules, conjuguées a I'émergence de techsigjogsico-chimiques de surface de plus
en plus sensibles ont conduit au développement @étbades de détection sans marqueurs.
Les biocapteurs, constitués d’'un élément de redssarace moléculaire, comme par exemple
un anticorps adsorbé sur une surface, couplé eanaducteur constituent de tels systemes de
détection sans marqueurs. Plusieurs méthodes phgisimiques, dites « de surface »,
permettent de transformer les perturbations assea@éla liaison du composé d’intérét au
niveau d’'un capteur en une mesure de la quantitatériel adsorbé. Ces méthodes, dites
« de surface », sont fréquemment basées sur legetmants de l'indice de réfraction dans la
zone proche de la surface, comme la RPS, l'elliggsoe) ou les méthodes d’imagerie
associées. D’autres méthodes, comme la microbakogmrtz (QCM) ou la microbalance a
quartz avec mesure de dissipation (QCM-D) exploites modifications des propriétés
mécaniques d'un oscillateur au niveau duquel seulgérl’adsorption pour extraire des

informations quantitatives (masse, visco-¢élasfigté 'adsorbat, comme cela est décrit dans

52



I'Introduction. La méthode du BlAcore est la méthdd plus populaire actuellement dans le
domaine des biocapteurs. Elle conjugue la résomngasmonique de surface avec la
microfluidique, permettant de mesurer des procediadsorption dans des faibles volumes,
inférieurs a 10 pl. Dans I'état actuel des dévetopgnts, le BIAcore est capable de détecter
de faibles quantités de biomolécules, de lI'ordr®dea 1 ng/cm?, a partir de faibles volumes
(quelques pl) de solutions contenant des concengte I'ordre de quelques centaines de
ng/ml. Ces valeurs représentent un progrés comdit#érpar rapport aux techniques
biochimiques classiques. Toutefois, les enjeux mambs en clinique concernent la détection
de biomolécules a des concentrations de l'ordreqaelques ng/mL dans des mélanges
complexes, tres riches en autres produits. Ladirdé détection du QCM-D se situe plutét
dans la gamme de 1 & 10 ng/ cm?, en fonction detiare des échantillons. Des méthodes
mixtes, combinant I'approche biocapteur et 'agbe marquage sont en train d’éclore,
comme la technique du RPS couplée a la spectrascapfluorescence excitée par plasmon
de surface [153]. De telles approches permettrentainement d’améliorer les limites de
détection, I'extréme étant bien entendu la détactle molécules uniques, pour autant que
ceci ait une signification biologique. L'avénemelais puces a ADN au début des années 90
constitua une révolution dans le domaine de lahdie analytique [1]. Les biopuces sont
des systémes miniaturisés permettant une analydg@panamétrique a haut débit d’un
échantillon biologique tout en ne nécessitant ge’petite quantité d’échantillon. Fodor et ses
collegues d’Affymax eurent I'idée d’appliquer leschnologies de photolithographie utilisées
dans l'industrie de la microélectronique pour laastructuration des wafers de silicium pour
générer de grandes quantités d’oligonucléotidesi®peptides [1] Certaines des puces a
ADN commercialisées par Affimetrix contiennent aui@hui plus de 1 million de sondes
oligonucléotidiques différentes permettant d’anaty® séquence de nouveaux organismes,
de caractériser le niveau d’expression des genes da organisme entier ou un tissu, ou
encore d’identifier les groupes de genes caratfuess de maladies. La conséquence directe
est que les chercheurs peuvent réaliser sur uréshahtillon des milliers, voire des millions,
d’expériences comparatives.

Le développement des puces a protéines [2] esteretard par rapport a celui des
puces a ADN. Ceci s’explique principalement paditiérence de stabilité existant entre
protéines et acides nucléiques et par la nature endénleur structure 3D. L’ADN est un
polymere linéaire dont les propriétés de reconamass moléculaire sont contenues
intégralement dans la séquence nucléotidique. Btements comme le chauffage ou le

séchage n’alterent pas les propriétés d’hybridatie@wADN, qui sont a la base des puces a
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ADN. Par contre, la structure 3D des protéines @stnemment plus complexe et plus
diverse. L'intégrité de la structure 3D des prod€irest nécessaire a I'établissement de leurs
propriétés fonctionnelles et de leurs propriétésed@nnaissance moléculaire. Les protéines
ne se manipulent pas comme I’ADN, elles ne résisteau chauffage ni au séchage. De plus,
il nexiste pas de méthode analogue a la PCR pmduyre en grande quantité les protéines.
Les stratégies mises en ceuvre pour créer des pupeséines sont encore trés classiques,
consistant souvent en une simple miniaturisatiofadechnique ELISA. Plusieurs prototypes
de puces a protéines ont été développés [154]antikdeux applications principales : la
protéomique [5,155] et le diagnostic médical [6]J19Bans le premier cas, le but est de
déterminer la fonction d’une protéine donnée entiflant ses partenaires moléculaires. Dans
le domaine du diagnostic médical, le but est derdéher le plus finement possible la
composition d’'un échantillon biologique en utilisales puces sur lesquelles un grand nombre
d’anticorps a été préalablement immobilisé. Aujdud le nombre d’anticorps déposés sur
une puce est encore limité, de I'ordre de la deaiarement de la centaine.

La plupart des systemes de puces a ADN ou a pestéitilise la fluorescence comme
méthode de détection [2]. D’'autres méthodes dectiéte basées sur ['utilisation de

marqueurs enzymatiques ou radioactifs, sont égaleemeployées.

Récemment, des méthodes sans marqueur dérivéésudes de biocapteurs, comme
I'imagerie par RPS, sont apparues dans le domaagudces a anticorps et a protéines [157].

De maniere générale, le développement de systelareasyse de protéines impliquant
leur immobilisation sur un support solide, des hjmteurs aux puces a protéines, rencontre
plusieurs difficultés majeures. L’étape initialéndimobilisation des protéines sur le support
est en général peu ou mal maitrisée. En conségukorgentation et la densité des protéines
ne sont ni contrdlées ni contrdlables. De plugid@ption de protéines par physisorption sur
un matériau inorganique ou polymeére présente dgsies importants de restructuration et de
dénaturation, pouvant affecter la structure deséhds de reconnaissance moléculaire ou des
sites actifs. Le couplage par liaison covalent@rd€ines sur un support comporte également
de nombreux inconvénients potentiels. La liaisovatente de protéines est en général
réalisée au moyen de marqueurs non spécifiquesneopar exemple le systeme EDC/NHS,
qui peuvent affecter la structure native des pneielles-mémes. Les méthodes de couplage
par affinité présentent 'avantage d’étre plus dsuet sont de plus en plus populaires. Ainsi

les deux méthodes les plus utilisées actuellemeunt greffer une protéine sur une surface
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sont basées soit sur la formation de complexesfa@uStreptavidine-Biotine-Protéine » en
fonctionnalisant le support avec une couche detstvedine avant d'y déposer la protéine
biotinilée [158], soit sur la formation de complexe Surface-Nickel-(Hig)Protéine » en
fonctionnalisant la surface avec une couche dedlligkant d'y déposer la protéine contenant
un tag Histidine (His)[5].

Finalement, il n’existe pas de méthode simple paaned’inhiber, ou de limiter, la
liaison non spécifique d’autres composés, ce qostiime un enjeu extrémement important
pour tout projet de détection ou de ciblage. Erchumion, la nature des films de protéines a la
surface d’'un support est tres mal connue, en telem@mposition, de densité ou de structure.
Il est évident que le développement futur des niaethnologies dépend fortement des

solutions qui seront trouvées a ces problemes.

B. Présentation du projet

C’est dans ce contexte que s’inscrit le projet deetbppement d’'une plate-forme
d’ancrage 2D pour 'immobilisation contrélée d'amiips et de protéines, qui a constitué la
partie principale de mon travail de these. Le cphéendamental de ce projet est de générer
des protéines chimériqgues associant I'’Anx5 a unaioeende liaison des anticorps, de maniere
a conférer a ces protéines chimériques les pr@gridtauto-assemblage 2D de I'Anx5 sur
SLB permettant de créer une matrice 2D au niveaulageelle les anticorps seront
immobilisés (Fig. C2.2).

Les avantages attendus de cette stratégie sorsuieants, dans I'hypothese ou la
protéine chimérique (appelée Anx5-ZZ par commogib@r I'instant, ZZ représentant le
domaine de liaison des anticorps) conjugue lesrj@d@s de ses deux parties, 'Anx5 et le
domaine de liaison des anticorps ZZ :

» La formation de SLB sur support solide qui constitwne méthode de
fonctionnalisation de surface est une méthode symaipide et reproductible. Le
processus est bien contrlé dans le cas de supptatque le mica, la silice ou le
verre. Les SLBs sont d’autre part des systemesmaas dépourvus de liaison non
spécifique ;

» La liaison d'affinité de 'Anx5 a des SLBs consgtune méthode simple et efficace

d'immobilisation des complexes Anx5-ZZ ;
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» L'orientation de ZZ est fonction de la méthode daplage utilisée et peut donc étre
optimisée pour que ZZ soit le plus accessible didson des anticorps. La
connaissance de la structure 3D de I'Anx5 sousfeeses solubles et liée a la
membrane constitue un avantage essentiel pourreréistructure du complexe
Anx5-Z7

» La formation de domaines 2D auto-assemblés d’Anx5p€rmet d’optimiser la
densité de sites ZZ de liaison des anticorps ;

» [’'ensemble des protéines : Anx5-ZZ, anticorpgst,séparé du support inorganique
par la présence de la bicouche lipidique, minintisas risques de dénaturation des
protéines :

» La réversibilité de liaison de l'assemblage parGEA permet de vérifier les
différentes étapes de construction de I'assembktdeurnit une méthode simple de

régénération des surfaces.

Pour ce projet, j'ai utilisé essentiellement deudtimdes de caractérisation, le QCM-
D et 'AFM. Ces deux méthodes sont particulierem#ah adaptées a I'étude de la fabrication
d’assemblages supra-moléculaires. Dans le contxtiaa discussion précédente, le QCM-D,
bien que moins sensible que la méthode RPS, estr@eca la RPS parce que les supports de
silice utilisés en QCM-D permettent la formation@leBs alors que les SLBs ne se forment pas

sur les supports d’or qui sont requis pour la RPS.

Anticorps

Anx5 modifiée liant
les anticorps

TITTrrrner | s
S484848484L

Figure C2.2 : Représentation schématique de la fdatee d’ancrage 2D développée dans ce projet. Les

anticorps sont immobilisés sur la bicouche par l'intdiire d’'une protéine chimérique constituée de X&n

couplée a un domaine liant les anticorps.
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C. Présentation des partenaires moléculaires

Cl. La protéine A

La paroi bactérienne d8taphylococcus aureusontient une protéine, appelée protéine A,
capable de se lier au fragment Fc des immunoglobsiide nombreuses especes mammiféres
[159]. La protéine A est constituée de deux partgscturalement et fonctionnellement
difféerentes [160]. La partie N terminale est formdane répétition de 5 domaines
homologues (A, B, C, D et E) de 58 acides-aminéswh, capables de lier individuellement
les immunoglobulines de type G (IgG) [161]. La mar€ terminale est responsable de
'association a la paroi bactérienne par une rédigdrophobe transmembranaire [162]
(Figure C2.3 A). La structure cristalline du comy@esntre le domaine B de la protéine A et le
fragment Fc d’'une IgG de souris a été résolue &1 Iar Deisenhofer [163]. L'interaction
entre les deux molécules s’effectue entre deuxcé®ldu domaine B et la région charniere
située entre les domaines CH2 et CH3 de I'lgG (Eig4 B). Nilsson et ses collaborateurs
ont comparé la séquence des 5 domaines homologuksotéine A et en ont déduit une
nouvelle séquence consensus de 58 acides-amipgdéapragment Z [164 ,165]. Les études
d’affinité menées par la suite ont montré que lalidation de ce fragment (ZZ) liait de
maniere plus forte les IgG [166]. Un ensemble dii@ptions biotechnologiques basées sur

I'utilisation du fragment ZZ ont déja été développ¢l67] .
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Figure C2.3 : A: La protéine A est constituée de 5 domaines homologAEs de 58 acides-aminés liant les

IgG et d’'un domaine membranaire (X) pour I'associatida paroi bactériennB.: Le fragment Fc des 1gG et le
fragment B de la protéine A interagissent via umndraombre de liaisons hydrophobes. Les acides aminés
M252, M428 et 1253 situés au niveau de la régionribeg entre les domaines CH2 et CH3 du Fc et laeaci
aminés F6, Q11 et F14 situés au niveau d’une bouckodaine B sont les principaux résidus impliqués dans

ces interactions.

C2. L’'Anx5-ZZ : une protéine de fusion a double fonctimnalité

Une protéine de fusion entre 'Anx5 et le fragm&t a été synthétisée par génie
génétique au laboratoire par C. Gounou. Cette ipmige fusion est composée de I'Anx5 en
N terminal et de la répétition du fragment Z, dérile la protéine A, notée ZZ, en C terminal.
Cette protéine de fusion est appelée Annexine ASAXZEX5-ZZ). La plupart des travaux
reportés ci-dessous ont été réalisés avec Anx54Ze seconde protéine de fusion,
comprenant un seul domaine Z, appelée Anx5-Z, asgt¢hétisée récemment. Quelques
résultats comparant les propriétés des protéinedZXZ et Anx5-Z sont également reportés
ci-dessous. [159,165].

J'ai donc utilisé 'Anx5-ZZ comme base de la pldeme 2D d’ancrage d’anticorps,

présentée schématiquement en figure C2.4.
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Figure C2.4: A : Modéle de la protéine de fusion Anx58&.. Anx5-Z liée a une IgG via le fragment Re.:
Représentation schématique de la plate-forme d’aaceagle présentation d’anticorps basée sur I'assemblage

2D de protéines Anx5-ZZ a la surface d’une bicougtidifue.

C3. L’antigene spécifique de la prostate (PSA)

L’application de cette plate-forme 2D d’ancragentieorps a été réalisée en utilisant le
systeme PSA, qui est fréquemment utilisé pour \eld@pement de biocapteurs [168].

Le PSA est une protéine de 32 kDa produite cheaniiine par la prostate. Le PSA
sert a liquéfier le sperme afin de faciliter le ld&pment des spermatozoides. Il est présent en
faible quantité dans le sang et son dosage esteutibur la détection du cancer de la prostate
et le suivi du traitement médical qui en découla.tbux élevé de PSA suggere la présence
d'un cancer de la prostate. Toutefois, le taux 88 Peut également étre augmenté en cas
d'infection de la prostate, d'irritation, d'hypephie bénigne de la prostate, d'éjaculation
récente ou de toucher rectal. Le taux de PSA estidéré normal jusqu’a 4 ng/ml et suspect
entre 4 et 10 ng/ml [169]. Le dosage du PSA ne pepas d’affirmer la présence d’'un cancer

de la prostate, il donne une indication qui dai¢ &onfirmée par une biopsie. En effet le taux
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de PSA peut étre augmenté par les événementphiebaut et il est fortement dépendant de
'age. Les hommes agés de plus de 70 ans peuvésgrger un taux physiologique de PSA
atteignant 6,5 ng/ml.

Les trousses utilisées par les laboratoires d'aeaigédicale pour doser le PSA sont
basées sur le principe de I'ELISA sandwich (Fig@2.5A). Des billes de polystyrene
fonctionnalisées par un anticorps spécifique du H8dent le rble de support solide.
L’échantillon sanguin mélangé a un deuxieme arpEe@nti-PSA marqué radioactivement est
mis en contact avec la bille. Aprés incubatiorspincage, la bille sur laquelle sont fixés le
PSA et le deuxieme anticorps radioactif est réamdra mesure de la radioactivité permet le
dosage du PSA.

Echantillon biologique Iia/_ /?}
* *
<o ¢ 0° o o
e o6 e o0
o e%e - j‘ 0 ©© @
e o 07 o e ’?} *

Ringage
Bille Anticorps 'S o
fonctionnalisée _} radioactifs ‘l‘fL ° W
= /f‘f"’ Agitation, 2h Compteur de
c;/ A a25¢C radioactivité

Figure C2.5: A : Schéma du dosage du P$A: Schéma de la plate-forme 2D d’Anx5-ZZ pour I'eage du
PSA.

D. Résultats

D1. Propriétés des protéines de fusion Anx5-ZZ

Nous avons étudié en premier si I'hypothése a kelde la stratégie proposée était
vérifiée, a savoir si les protéines chimériques @¥ combinaient les propriétés de leurs

molécules parentales, 'Anx5 et la protéine A.

60



D1.1. Propriétés de liaison de I'’Anx5-ZZ a des SLBs

Les réponses QCM-D typiques obtenues pour I'adsorgt Anx5-ZZ a un SLB composé
de PC:PS 7/3 sont présentées en Figure C2.6. &aqitgience est un prototype de ce que
'on peut réaliser en QCM-D. Aprés formation d’'ustB (partie 1), une solution de
concentration 2,5 pg/ml en Anx5-ZZ est injectéedassus de la bicouche. L'adsorption de
I’Anx5-ZZ est suivie en temps réel, la saturatien oduisant au bout d’environ 10 min.
L’injection d’une solution tampon contenant 2 mM E& entraine le déplacement total et
immédiat de I'Anx5-ZZ. Suite a linjection de salms de concentrations croissantes en
Anx5-ZZ, de 5 pg/ml a 40 pg/ml, on observe quein@taque de liaison augmente, ainsi que
la quantité maximale d’Anx5-ZZ liée. La saturatiobtenue a partir d’environ 20 pg/ml
d’Anx5-ZZ, correspond & environ 700 ngfcima valeur deAD est 1,5x18 (données non
présentées). La valeur d&D augmente également avec la masse d’Anx5-ZZ |o@eir
atteindre environ 1 x 10a saturation.

En comparaison, les valeurs obtenues pour une roanbe d’Anx5 a saturation, dans les
mémes conditions, sont 335 ngfcet 0 x 1. Si on considére que la densité surfacique de
I'Anx5-ZZ est la méme que celle de I'Anx5, soit BB molécules / pmun simple calcul
montre que la teneur en eau de la matrice 2D d'At¥k®st de l'ordre de 60% de la masse
totale. Cette valeur est réaliste compte tenu du dae le domaine ZZ est quasiment
indépendant de la partie Anx5. Les molécules d’Adx5sont liées de maniére stable a la
SLB, ainsi que I'absence de déplacement lors diliten d’un tampon contenant 2 mM €a
mais dépourvu de protéines le démontre (trianghegigure C2.6). Cette propriété est une
caractéristique fondamentale de I’Anx5 et est @sdnpour I'application développée ici.

En conclusion, le comportement de liaison de I'AB%b aux SLBs est entierement

similaire a celui de I'Anx5.
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Figure C2.6: Courbes d'adsorption de I'Anx5-ZZ sur une SLB FB(P.3)

D1.2. Propriétés d’organisation 2D de I'’Anx5-ZZ sur des &Bs

La structure des complexes formés par I'’'Anx5-ZZlesrbicouches lipidiques fut ensuite
étudiée par AFM. La Figure C2.7A montre que 'AnxB-forme des domaines 2D, dont la
hauteur est d’environ 4 nm au-dessus de la surfi@selipides. Ces domaines croissent
radialement jusqu’a occuper toute la surface dSLB. Ce comportement est strictement
semblable a celui qui a déja été observé auparavaat|’Anx5 [54,59] et interprété comme
représentant la croissance cristalline 2D de 'Ank%lus haute résolution, les images AFM
ne permettent pas de résoudre cette structurealtinef ce qui s’explique par la nature
flexible des domaines ZZ et par leur interactiorala pointe de I'AFM. Cependant, la
présence de trous noirs caractéristiques des régp@adl Anx5 est trés nettement visible dans
les images AFM obtenues avec I'Anx5-Z (Fig. C2.78gci est suffisant pour conclure que
I’Anx5-ZZ s’auto-assemble sous forme de cristauxd@Dsymétrie p6, en tout point similaire
a 'Anx5.

Des expériences ont été réalisées dans le butvde sales domaines d’Anx5 et d’Anx5-
ZZ pouvaient coexister sur une méme SLB. Dans emjar temps, la SLB est incubée en
présence d’Anx5, jusqu'a ce que des domaines linst®2D d’Anx5 soient formés (Fig.
C2.7B). L'exces d’Anx5 est alors éliminé et uneusioin de 20 pg/ml Anx5-ZZ est injectée
dans la cellule AFM. Les domaines d’Anx5 sont alergourés par une monocouche de
protéines, de hauteur sensiblement supérieure iden\i nm (Fig. C2.7C) qui doivent
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correspondre a une monocouche d’Anx5-ZZ. Ces expées demontrent que les propriétés
d’auto-assemblage 2D de I’Anx5 ont été transmid&srnx5-ZZ.

Les résultats des expériences de QCM-D et d’AFMne&tent de conclure que I'’Anx5-
ZZ interagit avec une surface lipidique contena# BS de maniere quasi-identique a I’Anx5.
Les protéines de fusion Anx5-ZZ forment des trirséee s’auto-assemblent sous forme de
matrices 2D stables a la surface des SLBs. Lesaulele d’Anx5-ZZ sont donc orientées de

maniere a exposer la partie ZZ face a la solutqrease, selon I'objectif initial souhaité.

Figure C2.7 : A) Image AFM de domaines 2D d'Anx5-Aj;Image AFM des domaines d’Anx5-Z. Les
fleches indiquent des trous caractéristiques d’'un rgséaliAnx5; C) Domaines 2D d'Anx5 observés par AFM
et représentés schématiquement; D) Aprés incubagdtéchantillon B) en présence d'Anx5-ZZ, les doresin
d'Anx5 apparaissent entourés d'une couche dont utelnaest supérieure de ~ 1 nm a celle des domaines
d'Anx5.
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D1.3. Liaison de I'’Anx5-ZZ a des IgGs

La liaison d’lgGs au niveau des matrices 2D d’Am&bsur SLBs a été étudiée en premier
par QCM-D.

La figure C2.8 présente les courbes de liaisonmig®, & saturation, pour deux 1gG, une
IgG anti-BSA et une IgG anti-PSA. Le comportemeatces deux IgG est trés similaire. De
nombreuses IgGs ont été étudiées tout au long tte étude ; la comparaison de leur
comportement fait 'objet du paragraphe D5.

Pour les deux IgG présentées sur la figure C2 $atlaration correspond a 54 Hz, (x1 Hz)
soit environ 950 ng/cfnLa valeur déAD augmente également avec la masse d’Anx5-ZZ liée,
pour atteindre environ 1 x £G saturation.

Un autre résultat essentiel pour cette applicaisihque les IgG sont liées de maniere
stable a la plate-forme d’ancrage 2D d’Anx5-ZZ, coenle montre la quasi-absence de
déplacement lorsque du tampon contenant 2mKi, @sais dépourvu de protéines, est injecté

dans la chambre.
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1000 - — Anti BSA

— Anti PSA 3E6
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Figure C2.8: Courbes d'adsorption de 2 1gGs, dirigées respectimecontre la BSA (bleu) et contre la PSA
(rouge) a la plate-forme 2D d'Anx5-ZZ. Les courbes$ ét® obtenues avec 20 pg/ml d'lgG. Les triangles

indiquent le ringage avec une solution tampon sangipm
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La masse maximale de 950 ngfottigG liée & saturation mérite quelques commeesair
Si on prend uniguement en compte le fait que lasitemaximale d’Anx5-ZZ (ou Anx5) est
de 33 000 molécules / (firsans considérer de possibles effets d’'encombresténque, la
densité maximale d'IgG serait également de 33 06&cnles / urfy ce qui correspondrait &
une masse adsorbée de 825 ng/dem fait, le signal de masse mesuré en QCM-D frielu
contribution de I'eau liée a I'échantillon. Ceti@ntribution peut étre extrémement importante
et méme dominer le signal. Dans le cas de I’Ana&xdntribution de I'eau liée est connue et
est d’environ 30%, ce qui est une des valeurslleslmpsses reportées jusqu’a présent dans la
littérature. Il est tres probable que la contribntde I'eau sera plus importante dans le cas des
IgG, en raison de leur structure étendue et flexibans que I'on puisse prédire cette valeur.
Si on considére une contribution d’eau de 50%,urateportée pour plusieurs protéines, la
densité des molécules d’lgG correspondant & 956miggerait de 17 000 / pimCe calcul,
quoique approximatif, fournit une indication surbaute densité des IgGs liées a la matrice
2D d’Anx5-ZZ.
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Figure C2.9: Images AFM de plates-forme d'Anx5-ZZ apreés incidmaén présence de solutions d'lgg. A
forte concentration d'lgG, la surface parait eetiggnt couverte d'un matériel homogéne ayant l'agigepbints
blancs. Aucun détail n'est résolu par la pointe AENI; taille de Iimage = 5 um B) A faible concentration
d'lgG, des points blancs individuels sont résolus. Ceggoorrespondent a des molécules individuelles d'IgG
lies a la plate-forme; le réseau 2D des moléculesx84XZ est (Iégérement) visible sur cette image; talke
limage = 1pum ;C) Séquence d'images enregistrées sur la méme zone.ntiesr@s sont fermement
immobilisés, par liaison d'affinité, aux molécules M¥%-ZZ; un groupe de 4 molécules d'lgG est entouré po

aider le lecteur; taille des images = 1 um.

La liaison des IgGs au niveau des matrices 2D d5AAX a été ensuite étudiée par AFM.

Dans les conditions de saturation définies en QCMsBst-a-dire a 20 pg/mL d’lgG, la
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surface est entierement couverte d’'un matériel ui&pode détails pouvant étre interprétés
comme une structure moléculaire (Fig. C2.9A). Laestp concentration d’'lgG est diminuée,
la couche sous-jacente d’Anx5-ZZ apparait parsedeé@oints blancs. Ces points blancs,
d’une taille d’environ 10-30 nm, correspondent & daticorps liés a la matrice d’Anx5-ZZ.
Les anticorps sont fermement liés a la plate-fordi@ncrage, comme le montre la
Figure C2.9B,C présentant des images AFM prisees$des 2 minutes aprés immobilisation

des anticorps sur la matrice 2D d’Anx5-ZZ.

La conclusion de cette premiere partie est quepleseines de fusion Anx5-ZZ se
comportent quasi-idéalement, a savoir qu’elles gubest les propriétés de chacun de leurs
deux parents moléculaires, 'Anx5 et la protéine Par conséquent, Anx5-ZZ forme une
plate-forme d’ancrage 2D permettant d'immobilises dgG.

D2. Etude de la densité d'IgG immobilisées

Un des avantages potentiels de notre plate-formecdage d’IgG concerne la densité des
IgGs qu'il est possible d’'immobiliser. En effet, emson du mode de construction qui repose
sur la reconnaissance moléculaire entre le fragzirde la protéine A et le fragment Fc des
IgG, la densité des IgG devrait étre uniquemenitdienpar des problemes d’accessibilité.

Pour répondre a cette question, j'ai fait variedémsité de surface des Anx5-ZZ et étudié
l'influence de la densité de surface en AnX5-ZZ leugquantité d’'lgG liées a saturation. La
densité de surface des Anx5-ZZ a été ajustée eangehnt des solutions d’Anx5 et Anx5-ZZ
pour donner des mélanges de rapport connu en Amx54XZ, d’'une maniere identique a ce
qui est présenté préecédemment dans le cas desgaglanx5/Anx5-peptides (cf 1.D).

La Figure C2.10 présente les masses adsorbées, diig&urées a saturation, en fonction
de la densité de surface d’Anx5-ZZ. On observe guenasse d’lgG atteint une valeur
maximale pour une densité de surface d’environ 660D molécules / pm ce qui
correspond en fait a 50% de la densité maximalexxBAZZ et est obtenu avec un mélange
1/1 en Anx5/Anx5-ZZ. Aux plus faibles densités enxB-ZZ, la masse d’lgG liées varie

linéairement avec la densité de site de fixation.
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Figure C2.10: Courbe représentant la variation de la masse dHd€drbées a saturation en fonction de la

densité de surface d'Anx5-ZZ.

Le fait que la saturation en IgG soit obtenue awee densité d’Anx5-ZZ égale a 50% de
la densité maximale met en évidence un effet derMwement stérique. Ceci S’interprete
aisément étant donné que la surface projetée d@®3¢ supérieure a la surface projetée de
I’Anx5. Si on considere, approximativement, queni occupe une aire moléculaire de 30
nm? (connue précisément d’aprés les données cristappgues du réseau p6é), et qu’une
molécule d’lgG couvre une surface moléculaire diemv 65 nnf (@ 09 nm), la saturation
serait attendue pour une densité de 46%. Les afgswont donc en parfait accord avec
I'hypothese d’une liaison uniquement limitée pantombrement stérique. En conséquence,
la densité des IgG est maximale, ce qui signifissague toutes les molécules de ZZ sont
actives et qu'aucun effet de dénaturation n'estatéble.

La connaissance absolue de la densité maximalesdli§es permet a posteriori de
déterminer le contenu en eau de la couche d’lgCGeftan, I'incrément de masse associé a la
liaison des IgG est 54 Hz soit 956 ngfcet sur cette masse, la masse d'lgG séche est
d’environ 410 ng/crh(en considérant une densité maximale de 16 500cuieks / pm), ce
qui signifie que le contenu en eau de la couchgGlserait environ 550 ng/émsoit environ
57% de la masse totale. Cette valeur est touttadonnable, et constitue une information

d’intérét dans le contexte des études d’adsorpteoprotéines par QCM-D.
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D3. Construction d’'un systeme sandwich IgG-1/ PSA  /IgG-ll

Nous avons ensuite entrepris la construction, e@ymr couche, d’'un systéme complet
comprenant 5 étages : une SLB ; une matrice 2D xBAZZ ; une premiere couche d’'IgG
anti-PSA, appelées IgG-I ; une couche d'antigénanet seconde couche d’lgG anti-PSA,
appelées IgG-Il. Six anticorps monoclonaux comnagpciont été acquis pour ce projet ; leur
choix a été baseé sur plusieurs études précédentes.

Dans un premier temps, nous avons étudié la liaissn6 1gGs a la matrice d’Anx5-ZZ,
Nous avons ensuite étudié la liaison du PSA a I'sg&@ctionnée comme I'lgG-I. Nous avons
ensuite étudié puis comparé le comportement désalites IgG anti-PSA dans leur capacité

a former un systeme sandwich 1gG-1/ PSA / IgG-II.

D3.1. Comparaison de la liaison d’lgG anti-PSAal a plate-

forme d’ancrage d’Anx5-ZZ

La Figure C2.11A présente les courbes de liaistannies pour les 6 IgG. L'anticorps
3E6, présenté en figure C2.8, se distingue netterdes autres. Les autres anticorps
présentent un signal de liaison plus faible podiebtre eux, et nettement plus faible pour les
3 autres. De plus, la liaison de ces 3 derniers ngst pas stable, ce qui signifie ici qu’ils
sont déplacés par rincage en présence d’'un tamgrenpsotéine. La question de l'origine de
ces différences entre IgG sera développée en [ftie

L’1gG 3E6 a donc été sélectionnée comme IgG-| pasuite de ce projet.

D3.2. Liaison de I'antigéne spécifique de la prost  ate a une
matrice 2D d’Anx5-ZZ/IgG anti-PSA

L’injection d’'une solution contenant 10 pg/ml deA’&n tampon A contenant 2 mM Ca
est accompagnée d’un signal caractéristique d’atiear saturant & environ 350 ng/c(@0
Hz) et montrant un Iéger incrément du signal deipéion (Figure C2.11B). Le signal de
variation de masse présente de maniére systématiggevariation biphasique, avec une
rapide augmentation de masse (diminutiom\&esur la Figure C2.11B), suivie d’une lente et
légere décroissance se stabilisant & une valetggplal’origine exacte de ce phénomeéne est
encore peu claire ; cependant, il doit mettre @dedce une restructuration d’'une partie de
I'édifice lié au support, qui s’Taccompagne d’'unmigp@ment du contenu en eau. Il est probable

gue ce changement de conformation concerne lesdg@,la flexibilité des Fabs autour de la
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région charniere centrale est connue. De méme quelps couches précédentes, les PSA
sont lies de maniere stable a I'édifice Anx5-ZZAgGcomme le montre I'absence de
déplacement lorsque du tampon contenant 2mKi, @sais dépourvu de protéines, est injecté

dans la chambre.
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Figure C2.11: A : Mesures par QCM-D de la liaison des 6 anticorpsR8&#-sur la plate-forme Anx5-
ZZ. B : Liaison de PSA (injecté & 10 pg/ml) a une matfibed'lgG-1 (IgG 3E6), suivie de la liaison des 5 1gG
anti-PSA (injectés a 20 pg/ml). Les courbes obtenues s 5 IgG sont représentées superposées pour pouvoir

comparer ces réponses. Les triangles indiquent les Bacag
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D3.3. Construction d’'un systéeme sandwich

La liaison de 4 IgG anti-PSA a un édifice Anx5-ZA4gG-I / PSA est présentée en
Figure C2.11B. Deux IgG, appelées 1A7 et PSA-Ollist rapidement et en grandes
quantités - 700 ng/ch(40 Hz) pour le 1A7 et 530 ng/énB0 Hz) pour le PSA-01. De plus,
la liaison de ces anticorps est stable. Par colatigison des 2 autres anticorps est faible ou
quasi-nulle. Ce comportement variable des anticdgps le contexte d’un systeme sandwich
n'est en fait pas inattendu car nous ne connaispassla localisation des épitopes contre
lesquels sont dirigés les anticorps et il est étidgie I'accessibilité des épitopes est fonction
de l'orientation dans laquelle I'antigéne est faxBlgG-I.

Le couple d’anticorps monoclonaux 3E6 et 1A7 a dét& sélectionné pour les études

suivantes.

D4. Etude de la densité d’antigenes PSA et d'IgG-I | immobilisés

Nous avons montré précédemment que la plate-forlaecihge 2D d’Anx5-ZZ
permettait d'immobiliser une densité maximale d¥{yG\Nous avons abordé cette question
également pour I'antigene, ici le PSA et pour leosel anticorps 1gG-I1l. Plusieurs approches
ont été mises en ceuvre pour répondre a cette guegtii est capitale si on veut évaluer la
validité de notre stratégie.

Une des approches a simplement consisté a pour$eixeerience présentée en
Figure C2.10. La figure C2.12A montre que les ceartie liaison de I'lgG-I, de la PSA et de
I'lgG-Il présentent la méme évolution, indiquantedes quantités de PSA et d’lgG-Il liees a
saturation sont proportionnelles a la quantité @4g Le fait que la masse d'IgG-Il liée
corresponde a environ 75% de celle de I'lgG-I, ptansemble des densités d’lgG-I, permet
de proposer que la densité de I'lgG-ll est quastrmeaximale. Il est trés probable que la
légere différence soit due a un effet d’encombrdnséérique entre les IgG-Il, du fait de
I'orientation des molécules de PSA. Quel est le Im@nade molécules de PSA liées par IgG-I ?
Il est difficile de répondre a cette question denide claire. Etant donné que I'on a 1 IgG-I
pour 2 Anx5-ZZ, s’il y avait 1 PSA par IgG-I, cdlerait 1 PSA pour 2 Anx5-ZZ. Prenons
comme protéine de référence I'’Anx5, de masse miaieu~ 35 kD, et pour laquelle la
saturation correspond & 270 ngfofh5 Hz). S'il y avait 1 PSA pour 2 Anx5, et siteneur en

eau de la PSA était la méme que pour 'Anx5, conamaasse moléculaire du PSA est ~ 32
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kD, on attendrait une valeur de 123 ngfcoe qui est trés différent de 350 ngfcar contre,
s’ily a 2 PSA par IgG-I, cela revient a 1 PSA paix5-ZZ, et alors le méme raisonnement
numérique indique que & méme teneur en eau, orit &4 ng/cm et que 350 ng/ cm
correspondrait a une contribution du signal deu’'da 50%. Ce résultat semble beaucoup
plus réaliste et nous proposons donc qu’il y a Bmdes de PSA par IgG-l.

Une autre approche a consisté a varier la quatitgé&-1 liees a la matrice d’Anx5-
ZZ simplement en variant les concentrations desitisols d’lgG-I. La figure C2.12B
confirme le résultat précédent et montre que Iaitele PSA est proportionnelle a la densité
d’lgG-l.

Une troisieme approche, similaire a la précédemtepnsisté a varier la quantité de
PSA lié a la matrice d’lgG-I simplement en variéag concentrations des solutions de PSA.
La figure C2.12C confirme le résultat précédentrmaintre que la densité d’lgG-Il est
proportionnelle a la densité de PSA.

L’ensemble de ces résultats permet de conclurdegpkate-forme d’ancrage d’Anx5-
ZZ permet d'immobiliser des anticorps a densité imale, ou contrélable, et de construire
des édifices supra-moléculaires pour lesquels cteades espéces moléculaires est a densité
maximale. Ceci signifie également que la struchatve est préservée pour I'ensemble de la

construction.
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Figure C2.12 : A: Masses adsorbées a saturation pour I'lgG-I, le PSIAg&-Il, en fonction de la densité
dAnx5-ZZ liée a la SLB. Ces données correspondeigx@drience reportée en Figure 2.10 pour la liaiden
'lgG-l. Les concentrations des solutions d'lgG-l, de AP8t d’lgG-Il injectées dans la chambre sont
respectivement 20, 10 et 20 pg/nil); Masses adsorbées de PSA et d'lgG-Il en fonction derlaentration des
solutions d'lgG-I injectées sur une plate-forme 2Dbacentration maximale d’Anx5-ZZC) Masses adsorbées
de PSA et d’lgG-Il en fonction de la concentratias solutions de PSA injectées sur une plate-formexBAn

ZZ | 1gG-l a densité de surface maximale.
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D5. Spécificité de I'Anx5-ZZ pour les différentes sous-classes
d’'lgG
Les différences de comportement observées poutifiésents 1IgG anti-PSA (Figure

C2.13) ainsi que pour dautres IgG étudiées (domméEmn présentées) nous ont incités a
considérer cette question avec attention. L'origileeces différences est en fait simple et
résulte de la spécificité de la protéine A pour thHérentes sous-classes d’lgG. La
Figure C2.13 présente les courbes de liaison esirégs avec des anticorps monoclonaux de
souris de sous-classe 2, de sous-classe 1 airaiequiles anticorps monoclonaux de rat. Les
résultats sont en parfait accord avec le fait quardtéine A a une forte affinité pour les 1IgG2
de souris alors qu’elle a une faible affinité ptag IgG1 de souris et ne se lie pas a des IgG
de rat. L'anticorps anti-BSA utilisé comme référerainsi que I'anticorps 3E6 sélectionné
comme IgG-1 dans le systeme PSA sont tous deulg@esde souris de sous-classe 2.
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AchR 198
—2B3A
< 60 Anti PSA 66
z  19G de rat Anti PSA 1A7
" — ANtiBSA 1
% } IgG, de souris *":SEESA 3E6

-100 ~
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Figure C2.13:Spécificité de I'Anx5-ZZ pour différents types d@g Courbes de liaison obtenues aprés
injection de solutions contenant 20 pg/ml pour chadas IgGs, au-dessus d’'une plate-forme d’Anx5-ZZ a

saturation. La nature des différents IgGs est indignéneadré sur la Figure.

D6. Construction de I'édifice Anx5-ZZ /1gG / Anti  géne en

solution

La stabilité de I'assemblage supra-moléculaire fomntre la bicouche lipidique, la
plate-forme d’Anx5-ZZ, et les couches successiviegadl, d’'antigéne et d'IgG-I1l refléte les
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fortes affinités d’'une part entre I’Anx5 et lesfages lipidiques, d’autre part entre la protéine
A et le fragment Fc des IgG, et finalement entreantigene et des anticorps spécifiques. Le
fait que les interactions soient suffisamment ®rigour résister a I'exposition a des
concentrations nulles d’'un des ligands nous aériiétudier la construction de ces édifices en
solution avant de les exposer au niveau d’'une $I#antage potentiel d’'une telle stratégie
concerne 'étape de capture des anticorps ou arggggrésents en faibles concentrations.
Cette étude a été réalisée avec des IgG anti-BSla BSA comme antigéne. La
Figure C2.14&ompare les masses de BSA adsorbées sur deuxdiggsssmblage : |) la plate-
forme d’Anx5-ZZ et la couche d’lgG-I sont forméesgaentiellement (courbe bleue) ; 2) les
complexes entre Anx5-ZZ et IgG-I sont mélangésatuti®on en rapport équimolaire, incubés
pendant 30 min puis le mélange est déposé sur lLRel®s quantités de BSA adsorbées aux
différentes concentrations de BSA en solution seritiques. Ceci indique que la réaction de
complexation entre Anx5-ZZ et IgG-1 est quantitafivsinon la couche formée avec le
mélange contiendrait des molécules d’Anx5-ZZ libiees qui diminuerait la quantité de BSA

lige.
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Figure C2.14: Comparaison de la formation d’'un édifice Anx5-ZEJG-l en solution et en 2D. Les courbes
représentent les masses adsorbées de BSA, mesurées donapanat différentes concentrations de BSA, soit
sur un édifice Anx5-ZZ / Ig-1 construit couche pawmucbe (bleu), soit sur un édifice formé par injectdan
mélange équimolaire d’Anx5-ZZ et d’'lgG-1.
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D7. Considérations sur la méthode de détection

Les résultats précédents valident la stratégierdiilisation contrdlée d’anticorps et
de protéines basée sur une plate-forme 2D autoniéSe. Le projet entre maintenant dans
une seconde phase avec pour objectif d'appliquée stratégie a la détection d’anticorps ou
d’antigenes d’intérét bio-médical. Le choix de lathode de détection est par conséquent une
question critique d’actualité, c’est pourquoi cefpgestion est discutée brievement ici. La
méthode du QCM-D utilisée dans la premiere phasevakdation de la stratégie
d’'immobilisation moléculaire ne constitue pas un&thode de détection adaptée, en raison de
sa faible sensibilité. La sensibilité des apparmisimerciaux est de I'ordre de 1 Hz, soit 17
ng/cnt. Dans le cas de molécules de taille moyenne -E85k liant de maniére quantitative,
cette limite est atteinte pour des concentratioeswiron 1 pg/ml. Une telle concentration -1
png/ml- est trés élevée par rapport aux gammesédéhpour les échantillons biologiques, de
'ordre de 1 & 10 ng/ml, voir moins. Ainsi, la gamrde concentration sanguine du PSA
considérée « de légerement a modérément élevéale 26 a 10 ng/ml.

La technique de dosage du PSA pratiquée en lali@adtanalyse médicale a été
présentée en partie 3.3. Des billes de polymértapodes 1gG-I anti-PSA sont mises en
contact avec I'échantillon sanguin a analyser,mu#dé avec une gamme de concentration
d’lgG-1l marquées radioactivement a Iiode 12%1j. Aprés formation du systéme sandwich,
la radioactivité liée a la bille est mesurée. Aveaide du Dr. Georges et de H.
Dartiguelongue, au service de médecine nucléair€Hipital Haut-Lévéque, nous avons
effectué une série de tests ayant pour objecti€dkser le systéme sandwich a 'aide de notre
plate-forme d’ancrage et de doser la quantité de I8 a I'aide de I'lgG-I1I* utilisée dans les
trousses d’analyse médicale. Il est évident quee cgbproche est tres grossiere car nous
n'avons aucune information sur les anticorps Ig€tlIgG-II* utilisés dans la trousse
commerciale. En conséquence, nous ne savons lgasasiple d'lgG constitué de I'lgG-I 3E6
et de I'lgG-1I* est capables de former un sandwasiec le PSA, selon les critéres présentés
auparavant pour le couple 3E6 / 1A7.

Malgré cela, il a été possible de détecter desarurations de PSA aussi faibles que
10 ng/ml (Fig. C2.15A). Pour des concentrationsigoses entre 10 et 500 ng/ml, la liaison
du second anticorps est proportionnelle a la canaon en PSA (figure C2.15B), ce qui
atteste de la spécificité du signal. La limite éedtion vers 10 ng/ml est due au bruit de fond
élevé, associé a la liaison non spécifique deitants radioactif sur le support de verre

utilisé pour cette étude. En effet, pour des ragomatiques, la bicouche lipidique avait été
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réalisée sur une pastille de verre et lors du gacdes échantillons, la SLB se rétracte,
laissant accessible une partie du support en vetwe,lequel I'lgG-II* peut se lier non
spécifiguement. Un tel probléme ne se produit paisles supports utilisés en QCM-D qui

restent totalement immergés tout au long de I'érpée.
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Figure C2.15: Quantité d’lgG-Il anti-PSA liée a un édifice AweZ / 19G-I 3E6 / PSA en fonction de la
concentration des solutions de PSA utilisées. La qéadtityG-11 est déterminée par mesure de la radioaéti
associée a I'édificd) Courbe de dosage complétB), Vue agrandie des données correspondant aux faibles
concentrations de PSA.

Ces résultats sont a considérer uniqguement qunditaént. lls suggerent simplement
gue la plate-forme d’ancrage a le potentiel d’étikisée pour la détection de faibles quantités
de composé d’intérét.

Notre équipe évalue actuellement des méthodes dectid basées sur la

fluorescence, la luminescence ou l'activité enzyguat
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D8. Conclusions

La figure C2.16 ainsi que le tableau C2.1 illustdenrésultat principal de ce projet, a
savoir la construction séquentielle, couche parcleey d’'un édifice supra-moléculaire
comprenant une SLB, une plate-forme 2D d’Anx5-Zz4ge wouche d’'lgG-1, une couche
d’antigéne et une couche d’lgG-Il. Chacune deseStae la construction a été caractérisée en
détails, par QCM-D et AFM. Les résultats présedtass ce chapitre démontrent la validité de
la stratégie proposée. Les protéines de fusion Af&Tonjuguent les propriétés d’auto-
assemblage 2D, de stabilité de liaison de I'Anxtestpropriétés de liaison d’anticorps, donc
de protéines (antigenes), de la protéine A. L'diifiele construire une plate-forme d’ancrage
d'immobilisation moléculaire a été atteint. Desulésts essentiellement identiques a ceux
présentés pour le PSA ont été obtenus avec lensgstie I'ovalbumine (études QCM-D
réalisées par J. Lai-Kee-Him, ingénieur d’étude& MNT

Les avantages principaux de cette stratégie saitrgaicité, sa reproductibilité et son
cOté générique. La simplicité résulte du fait ghaaune des étapes consiste en des processus
spontanés : auto-assemblage, reconnaissance namécprocessus extrémement efficaces et
controlés. La construction compléete de I'édificeé epide, de lI'ordre de une a quelques
heures, ce qui est comparable aux kits de dosdiljeéaien routine par les laboratoires. Cette
stratégie est en principe généralisable a toutejo® X qui peut étre exprimée sous forme de
protéine de fusion avec I'Anx5, d’ou son intérétidént dans le domaine des puces a

protéines.
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Figure C2.16: Construction, couche par couche, d’'un édifice aupoléculaire constitué de : 1) une SLB ; 2)
une matrice 2D d’Anx5-ZZ ; 3) une couche d’lgG-Lia@SA; 4) une couche de PSA ; 5) une couche dligG-
anti-PSA. Dans chacune des couches, les espéces maokxfdament une matrice 2D a densité maximaig.

schéma de constructioB) Exemple typique de courbes de QCM-D.
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Masse adsorbée  SIB  Anx5-ZZ  IgG-| PSA  IgG-Il

AF (Hz) 26 40 54 20 40
Masse (ng/cm?) 460 708 956 354 708

Tableau C2.1: Masse des différentes couches de la plate-forme igagnesurées en Hz (unité du QCM-D) et
converti en ng/cm?.

Chacune des étapes de la construction a été aasaet@n détails, par QCM-D et
AFM.

Ce projet a mis en évidence I'intérét du QCM-D prdisente un ensemble d’avantages
qui ont été essentiels pour sa réalisation. Lesesgn de quartz sont recouverts d’'une couche
de silice, ce qui permet de créer simplement e$ somtrole la couche de base de la plate-
forme, a savoir une bicouche lipidique supportéest important de noter que ceci n'est pas

possible avec les puces commerciales des systelAesrB (données non présentées).
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lll. Etudes de l'interaction entre un anticorps an ti-

phospholipide et les assemblages 2D d’Anx5

A. Contexte

Dans le contexte de I'hypothése du bouclier amtttbotique proposé par Jacob
Rand (cf. partie 1I.C de lintroduction), jai éti&d l'interaction entre un anticorps anti-
phospholipide et les assemblages 2D d’Anx5. L'équiu Professeur J.-L. Pasquali de
I'Institut d’Hématologie et d'Immunologie de la kdi® de Médecine de Strasbourg a isolé,
chez une patiente présentant un SAP, un anticongisplaospholipide [170]. Par génie
génétique, un anticorps de fusion possédant lesem@wmaines variables que cet anticorps
humain a été produitet nommeé CIC-15. Injecté chae souris en gestation, CIC 15
déclenche un avortement spontané. Comme les gugicaractéristiques du SAP, CIC 15
reconnait les cardiolipides et I'’Anx5.

Ce chapitre reporte I'étude que jai réalisée suntdraction de CIC-15 avec des
membranes modeles de type SLB ainsi qu’avec demmiéages 2D d’Anx5. L’objectif
central de ce travail était de préciser la natedifférentes interactions et éventuellement de

révéler le mécanisme de destruction des assemiRagdAnx5 par CIC-15.

B. Formation d’assemblages 2D d’Anx5 sur SLB conten ant
des cardiolipides, par QCM-D et AFM

Dans un premier temps, la liaison et I'organisatkid de I'Anx5 sur une SLB
contenant des cardiolipides a été étudiée par QCEEDAFM, et les résultats ont été
comparés a nos études précédentes de I'interamtiva I'Anx5 et les SLB contenant des PS
[54]. La figure C3.1A présente les résultats d’erpérience typique de QCM-D débutant par
la formation d’'une SLB par déposition de SUV DOPLC/@/1 ; rapport molaire) sur un
cristal de quartz recouvert de Si(phase 1), suivie de I'adsorption calcium-dépersiaie
I’Anx5 sur SLB (phase 2) et se terminant par lerdéicage de I'Anx5 par ajout d’'EGTA,
agent chélateur du calcium (phase 3). Les résudtatsles suivants : 1) la formation de SLB

DOPC/CL suit le méme processus biphasique que fimafiion de SLB observée avec
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d’autres mélanges lipidiques sur support de sili28,86]. A I'équilibre, la bicouche
DOPCI/CL est caractérisée par une masse adsorbEdey/cm?2 et une dissipation proche de
0, indiguant une structure fortement associée ppa@ti Ces valeurs sont identiques a celles
reportées par exemple pour une bicouche formée aesc SUV DOPC/DOPS (4:1;
poids/poids) [86]. 2) L’Anx5 se lie aux SLB DOPC/@L forme une monocouche protéique
avec une couverture maximale de 280 ng/cm? et aeur de dissipation proche de 0. La
couche d’Anx5 adsorbée est stable, comme le démdiatibsence de déplacement apres
rincage de la chambre avec le tampon A contena@aiumais sans protéine (R dans la Fig.
C3.1A). 3) Les molécules d’Anx5 liees a la SLB samstantanément décrochées apres
addition dI’EGTA, confirmant la dépendance au caitide l'adsorption de I'Anx5. En
conclusion, le comportement d’adsorption de I'Arsxs une SLB contenant des cardiolipides
est identique a ce qui est observé sur SLB contetemnPS [54].

La structure des assemblages d’Anx5 sur SLB PC/Gitéaétudiée par AFM en
solution. Des images AFM typiques sont présentaesasfigure. 3.1B-E montrant une SLB
PC/CL sur mica (Fig. C3.1 B) et des domaines d’Arfi@Bnés sur une telle SLB avant
saturation de la surface (Fig. C3.1 C). Sur degy@nanregistrées a plus haute résolution, la
nature cristalline des domaines d’Anx5 est evidépig. C3.1 D,E).

Un point particulier concerne la présence de trau&ntérieur des domaines 2D
cristallins d’Anx5, dans le contexte de la desiarctdu bouclier anti-thrombotique d’Anx5
par les anticorps anti-phospholipides [67,69]. testaux d’Anx5 présentent la symétrie d’'un
groupe plan p6 ; ils peuvent étre décrits commetsimeres d’Anx5 disposés avec une
symétrie d’ordre 6 aux sommets d'un hexagone (E8.1F). La zone centrale de cet
hexagone est assez large pour accueillir un septigimére. Ce trimére central, appelé
trimere non cristallographique, ne fait pas padel’organisation cristallographique et n’est
pas indispensable a la stabilité du cristal. Lenére central peut étre présent ou absent en
fonction des conditions (pour plus de détails,Reviakine et al. 1998 [59]). En conclusion,
les trous révélés par 'AFM (Fig. 3.1D) ne corresgent pas a des défauts cristallins mais
simplement aux positions ou les trimeres centramt absents.

Les structures observées sont strictement sinslaitecelles obtenues sur SLB
contenant des PS [54,59], établissant ainsi quisdigtion et I'organisation 2D de I'Anx5

sur SLB contenant des CL suivent les mémes loissqu&LB contenant des PS.
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Figure C3.1 A : Interaction de différentes concentrations d’Anx2@une SLB DOPC/CL (8 :1) observé par
QCM-D. B : Image AFM d’'une SLB DOPC/CL (8 :1L-E : Cristaux p6 d’Anx5 sur cette SLB observés par
AFM. Les nombreux points noirs correspondent a dasstdans le cristal p6: : Structure du cristal d’Anx5

observé en MET. Les quatres domaines homologues d&3'8ont visibles (1-4). Les trimere d’Anx5 (entourés

en vert) interagissent par les domaines 3 des Anxthélbteue).

C. Liaison de CIC-15 a des SLB PC/CL

Nous avons premierement étudié I'interaction e@t€-15 et une SLB PC/CL, en
absence d’Anx5. Comme le montre la figure C3.2AC-@5 lie les SLB PC/CL (8/1) en
tampon A contenant 2 mM €a En conditions saturantes, une masse adsorbé&7de2D
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(n=2) ng/cmM de CIC-15 couvre la surface d’une bicouche lipigigL'influence de la
composition lipidique et ionique sur la liaison G&C-15 a été étudiée. CIC-15 lie les SLB
PC/PS (rapport molaire 4/1) aussi efficacement lggeSLB PC/CL (rapport molaire 8/1),
comme attendu de part leur charge comparable {aésulon présentés). Aucune liaison de
CIC-15 n'a été mesurée sur SLB PC pur (résultata pcésentés). La présence de
phospholipides négativement chargés est donc egoisr la liaison de CIC-15, ce qui est en
accord avec les précédents résultats ELISA [170].

De plus, la liaison de CIC-15 est calcium indépatelaen effet les courbes de
fixation de CIC-15 & une SLB PC/CL (8:1) en présede 2 mM C% ou de 2 mM EGTA et
150 mM NaCl se superposent.

Nous avons mis en évidence que CIC-15 se lie pugrhent et de maniére plus
stable a faible force ionique. En présence d'unp@mB contenant 15 mM NaCl, la
saturation est obtenue pour 530 ng/cm? (Fig. C3.ZB)ur la suite de cette étude, le
comportement de CIC-15 a été étudié a la foista force ionique (150 mM NacCl) et a faible
force ionique (15 mM NacCl). Les essais pour imagsrmolécules de CIC-15 adsorbées a
une SLB par AFM se sont avérés infructueux. Cetiimgrprété comme étant di a la
mobilité des molécules de CIC-15 a la surface d8Lg, et/ou a leur flexibilité intrinseque,

étant donné que I'imagerie AFM nécessite des édluanst liés fermement au support.
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Figure C3.2: Le signal QCM-D de la liaison de CIC-15 a une SB8/CL (8:1) a 150 mM NaCl montre 177

ng/cmz2 d’interaction (A) et & 15 mM NaCl montre 58))cm? d’interaction avec la SLB.
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D. Interaction entre CIC-15 et I'Anx5 sur SLB PC/CL

L’interaction entre CIC-15, 'Anx5 et une SLB PC/Cd été étudiée dans deux
conditions : 1) liaison de CIC-15 a une monocoudex5 préformée sur une SLB ; et 2)

liaison d’Anx5 a une monocouche de CIC-15 préforsiéreune SLB.

D1. Liaison de CIC-15 a une monocouche préformée d’Arix

L’addition de 20 pg/ml de CIC-15 a une monocoucaeirante d’Anx5 formée sur
SLB a 150 mM NaCl n’a pas d’effet sur les signaeXréquence ni de dissipation en QCM-D
(fig. C3.3A). Par AFM, les images obtenues aprés addition @e1GIsont identiques a celles
obtenues avec 'Anx5 seule, la surface étant caend® cristaux 2D de symétrie p6 (données
non présentées). Ces résultats indiquent que Gl@ ke lie pas a une monocouche saturante
d’Anx5 & haute concentration en NacCl.

A 15 mM NaCl, l'addition de CIC-15 a une monocoudaurante d’Anx5 induit une
augmentation de masse de la couche adsorbée denxirO ng/cm?2 et une augmentation
concomitante de dissipation (Fig. C3.3B). Apregame en tampon A contenant 150 mM
NaCl, la masse de la couche adsorbée décroit d@nvk200 ng/cm?, se stabilisant a
250 ng/cm2, et la valeur de dissipation retourie @es valeurshF ~ 250 ng/criet AD ~ 0,
sont caractéristiques d’'une monocouche d’Anx5 araaon. Ceci est confirmé par le fait que
le rincage avec le tampon A en présence de 2 mMAZ@duit un décrochage quasi-total des
protéines adsorbées sur la surface lipidique. Ességuence, nous concluons que 'Anx5 n'a
pas été déplacée par CIC-15 et qu'une masse atifie de CIC-15 (210 ng/@npeut
coexister avec une monocouche saturante d’Anx5.

Sur les images d’AFM, l'aspect général des domaingstallins d’Anx5 est
remarquablement différent apres addition de CICib.surface est entierement couverte
avec du matériel imagé comme des points blancs E393C). Ces points blancs doivent
correspondre aux molécules de CIC-15 liées de mantable a la surface. La structure en Y
des anticorps n’est pas résolue sur ces imagesodre nontact, ce qui est tout a fait logique
en raison de leur flexibilité intrinséque. A plustfgrandissement, et a faible concentration de
CIC-15, les molécules d’anticorps sont résoluesviddellement. Les IgG sont clairement
associées a l'organisation cristalline de I'Anx®mblant étre localisées au niveau des
« trous » (Fig. C3.3D). Cette localisation est gomée par les expériences de QCM-D. Lors

de la cohabitation de CIC-15 avec 'Anx5 a la scefd’'une SLB, I'ajout d’EGTA entraine la
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désorption de I'Anx5 laissant sur la SLB la totalite CIC-15. L’anticorps n’est donc pas lié a
I’Anx5 mais a la SLB et les trous du réseau d’Arsdit le seul acces possible a la SLB en
présence d’Anx5. Ces images démontrent de maniaiee cque CIC-15 ne détruit pas

I'organisation cristalline de I'Anx5.
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Figure C3.3: Liaison de CIC-15 sur une monocouche d’Anx5 a 4#® NaCl (A) et a 15 mM NaClB)

mesurée par QCM-D. L’'AFM permet d’observer les anfisoassociés a l'organisation cristalline de I'Anx5

(C,D).
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D2. Liaison de ’Anx5 a une monocouche préformée de CK15

L’addition de 20 pg/ml d’Anx5 a une monocouche d€-C5 formée sur une SLB a
150 mM NacCl aboutit & une augmentation de la madserbée d’environ 140 ng/cm? et une
baisse concomitante de la dissipation a 0 (Fig4&3.La couche ainsi adsorbée est
caractéristique en masse (266 ng/cm?) et en digmip4d0) d'une monocouche d’Anx5
saturante et est entierement déplacée par le tatypmmtenant 2 mM EGTA. Par AFM, la
surface résultante est entierement couverte degxis2D d’Anx5 (résultats non présentés).
Ces résultats démontrent que I'Anx5 est capableédacer entierement les molécules de
CIC-15 liées a une SLB a 150 mM NacCl.

A 15 mM NacCl, I'addition de 20 pg/ml d’Anx5 a uneonocouche saturante de CIC-
15 liée sur SLB aboutit & une légére augmentateomdsse et a une diminution importante de
la dissipation. La nature exacte des especes nlaiéxsi adsorbées ne peut étre estimée
directement car le remplacement d’'une masse d'amposé par une masse équivalente d'un
autre composé ne donne pas de variation de sigrfaéguence, et les variations de signal de
dissipation sont difficiles a interpréter de maaiabsolue. L’addition de tampon A contenant
2 mM EGTA permet de séparer les contributions dé€16let de I’Anx5, puisque CIC-15
n'est pas déplacé par 'TEGTA, contrairement a I'’Bnx_'addition de tampon A contenant 2
mM EGTA est accompagnée d'une diminution de masisorbée de 250 ng/cm? (Fig.
C3.4B). Ceci indique que lors de I'addition d’Angbune couche préformée de CIC-15,
250 ng/cmz d’Anx5 se fixent et déplacent une masssiblement équivalente de CIC-15. Le
systéme a I'’équilibre est donc composé d’un mélaleg280 ng/cm? de CIC-15 et 250 ng/cm?
d’Anx5.
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Figure C3.4 : Mesure par QCM-D de la liaison de I’Anx5 sur une nmnahe préformée de CIC-15 a 150 mM
NaCl(A) et 15 mM NaClB).

Les images AFM sont tres similaires a celles prigssnen figure C3.3C,D, montrant
des anticorps CIC-15 associés aux domaines ciistallAnx5, mais ne montrant aucun signe

de destruction de la structure cristalline.

Ces resultats montrent que I'ordre dans lequel T3@t Anx5 sont ajoutés sur la SLB
n'a pas d’influence sur le résultat final. A 150 n&CI, I'Anx5 occupe toute la surface,
CIC-15 ne coexiste pas avec 'Anx5. A 15 mM Na@, dysteme a I'équilibre est donc
composé d'un meélange de CIC-15 et d’Anx5. Les wvaleabtenues (respectivement
225 ng/cmz de CIC-15 et 265 ng/cm? d’Anx5 dansake &) ainsi que 280 ng/cm? de CIC-15 et
250 ng/cm2 d’Anx5 dans le cas b)) sont suffisammpriches pour étre considérées
semblables. Comment sont associées les molécuigs @&t d’Anx5 ? S'il est logique de
postuler que 'Anx5 est liée a la surface lipidigoa peut se demander si CIC-15 est lié a la
surface lipidique ou a I'Anx5. Le fait que, dans lgeux cas a) et b), le traitement EGTA
déplace la méme masse (~ 250 ng/ cm?), et queroerse est sensiblement égale a la masse
déplacée en présence d’Anx5 seule, indique queaksendéplacée est composée seulement
d’Anx5 et non de complexes Anx5-CIC-15. CIC-15 etxA doivent donc coexister sur la
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surface lipidique. L'interprétation la plus simmlae nous proposons est que, dans le cas des
assemblages cristallins de trimeres d’Anx5, lesaaukes de CIC-15 sont localisées au niveau
des « trous » centraux du réseau p6, comme le mrgdés images AFM enregistrées a faible
couverture en IgG (Fig. C3.3D) et les expérienaQGM-D (non présentées).

En conclusion, CIC-15 s’integre dans les domainBs ??Anx5 sans induire de

détérioration de I'assemblage cristallin détectane\FM.

D3. Influence des protéines plasmatiques sur l'interacn entre
CIC-15, Anx5 et une SLB PC/CL

La B2-glycoprotéine-l ayant été décrite comme cofacteles anticorps anti-
phospholipides [67], nous avons étudié le compoetemde systemes ternaires CIC-
15/Anx5/SLB en présence de cette protéine (foupde le Prof. P. de Groot (Utrecht)).
L’addition de p2-GPI n’induit aucun changement des signaux QCMebDn(ées non
présentées). Nous avons poursuivi cette investigat’'éventuels cofacteurs en testant
l'influence de l'addition de sérum et de plasmagsam sur I'assemblage ternaire CIC-
15/Anx5/SLB. Aucun effet n’a été observé.

CIC-15 présente donc un comportement différent desres anticorps anti-
phospholipides, comme ceux pour lesquelsp2aGPl a été proposée jouer un rble de
cofacteur essentiel dans la destruction des asage®PD d’Anx5 [69]

L’ensemble de cette étude ne va pas dans le sdaghimrie de Jacob Rand. En effet,
contrairement aux travaux de Rand, I'anticorps-phtispholipide CIC-15 ne perturbe pas le
réseau 2D d’Anx5 et peut méme cohabiter avec lai surface de la bicouche lipidique. Le
fait que CIC-15 ne nécessite pas3ixGPI comme cofacteur pour interagir avec la searfac
lipidique laisse penser que cet anticorps anti-phokpide a un comportement différent de
I'anticorps utilisé par Rand. Peut-étre existe-ilugeurs types d'anticorps anti-
phospholipidiques avec des comportements diffénertis résultant aux mémes symptémes.
Toutefois, nous considérons que les données d’AFddemtées par J. Rand comme preuve
expérimentale de la destruction du bouclier argitiiyotique [69] ne sont pas satisfaisantes ni
convaincantes. Les trous sur la figure 4C,D dditi de Rand [69] présents au niveau des
triméres centraux du réseau p6 ne corresponderdt ges défauts dans le cristal. Ces triméres
vacants ne font pas partie du cristal d’Anx5. Lemges d’AFM de cristaux 2D d’Anx5
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présentent en général des trous dans le cristhllfaf8 présence dépendant de la nature de la
SLB et nous avons observé un plus grand nombrédrdéres vacants sur des SLB contenant
des CL. De plus la stabilité de ces triméres ast fdible que la stabilité des triméres faisant
partie du cristal d’Anx5, de ce fait un rincagepgu fort peut entrainer la vacance de trimeres
centraux. D’autre part, si les anticorps utilis&s Rand venaient se fixer sur la SLB et
détruire le réseau d’Anx5, pourquoi aucun anticariest visible au niveau des zones dites
détériorées sur les images d’AFM ? C’est pourqumisnremettons en cause les preuves

expérimentales apportées par J. Rand.

D4. CIC-15 se lie-t-il a des monomeres ou a des triméyel’ Anx5 ?

L’Anx5 ayant pour propriété intrinseque de formesdrimeres au niveau de SLBs,
nous avons décidé d’étudier si les molécules de & Gassocient & des monomeres ou a des
triméres d’Anx5. La plate-forme décrite en pattigles résultats a été utilisée pour ancrer
CIC-15 sur une matrice 2D d’Anx5-ZZ afin d’orientiess molécules de CIC-15 de sorte a
exposer les fragments Fab de CIC-15 de manieressibte vers la phase aqueuse. L’Anx5 a
été présentée soit sous forme de monoméres ernogglabit sous forme de triméres ou de
réseaux 2D organisés a la surface des liposomgs(Bi5).

Présentée sous forme de monomere, 'Anx5 n'estrgesnnue par CIC-15 quelque
soit la force ionique (Fig. C3.5A). Par contre, €& est capable de se lier a 'Anx5
assemblée sous forme de triméres a la surfacepdsolines (Fig. C3.5B). Ces résultats
suggerent que CIC-15 reconnait I'interface entsatienéeres d’Anx5 et la SLB.

L’expérience réciproque a été réalisée, dans ledbutléterminer si I'orientation de
I’Anx5 était importante pour l'interaction avec GIG. Une matrice 2D de dimeres d’Anx5 a
été créée a la surface de la SLB. Ce dimere symmétrl’Anx5, produit dans notre équipe,
permet de lier deux membranes de maniere symétriguelonc présenter de maniére
accessible au solvant la face de I'Anx5 liant leembranes (Fig. C3.5C). Les résultats
obtenus sont identiques a ceux obtenus pourigotiade CIC-15 a une matrice préformée
d’Anx5. Aucune interaction n’est détectée a fordecé ionique, alors qu'a 15 mM NacCl,
I'adsorption de 230 ng/chde CIC-15 est mesurée. Ces expériences suggegsrfottement
gue CIC-15 reconnait non pas le monomere d’AnxS e trimeres d’Anx5 ou les réseaux

2D de I’Anx5 a la surface de la bicouche.
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Liaison mesurée par QCM-D (ng/cm?)
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Figure C3.5 : Utilisation de la plate-forme d’ancrage basée sunX®-ZZ pour exposer au solvant les fragments
Fab de CIC-15. CIC 15 ne reconnait pas les monomiémex5 en solution(A), mais reconnait les trimeres
d’Anx5 fixés sur liposoméB). L'utilisation d'un dimére d’Anx5 a permis de montgue CIC 15 a le méme
comportement vis-a-vis des triméres quelque soit la fiecl’ Anx5 qui lui est présentée, face ne liant paSLB

ou face liant les lipide¢C). Dans les deux configurations, 230 ng/cm? de CIC-1bes¢ a 'Anx5 a 15 mM
NacCl.

E. Conclusions

Cette étude de linteraction de CIC-15, un antisonponoclonal humain provenant
d'une patiente atteinte du syndrome anti-phospludipavec des surfaces lipidiques et
I’Anx5, confirme les conclusions d'études précédenpar ELISA montrant que CIC-15
reconnait les cardiolipides et 'Anx5 [170]. La doimaison du QCM-D et de I'AFM a permis
de caractériser en détails le systeme ternaire IGIBnx5/SLB. Les principaux résultats de
cette étude sont d’'une part que les molécules GelGIpeuvent coexister avec des molécules
d’Anx5 a la surface de membranes, et dautre pamt IC-15 ne déstabilise pas
I'organisation cristalline 2D de I'Anx5. Le compement de CIC-15 differe par conséquent
de celui d’autres anticorps anti-phospholipides tdBactivité pro-thrombotique a été
interprétée comme résultant de la dégradationatgdhisation cristalline 2D de I’Anx5 [69].
Les anticorps anti-phospholipides auraient done@mallement différents comportements.
Cette étude est I'objet de la rédaction d’'un atimtésentant ces résultats ainsi qu'une étude

physiologique de CIC-15 menée par le Dr Jean-4 Baisquali qui sera soumis début 2008.
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IV. Influence des assemblages 2D d’Anx5 sur ladyna mique des
membranes

Les fonctions physiologiques des annexines, etAde5b en particulier, sont toujours
inconnues, ou débattues, comme indiqué dans ldottion [27]. Une des hypotheses les
plus étudiées actuellement concerne le rble desexames comme régulateurs de
I'organisation et de la dynamique des membraned][1Cette hypothése a pour origine
principale un ensemble d’études qui ont mis en engd la propriété remarquable des
annexines de former des assemblages 2D a la sudesemembranes [41,52,53,60].
L’hypothése de travail de notre équipe, qui a larget contribué a ces travaux, est que les
triméres d’Anx5 ou les réseaux 2D de triméres smdponsables de ses propriétés
fonctionnelles.

Nous avons donc décidé d'étudier I'influence déolanation des réseaux 2D d’Anx5
sur la dynamique des membranes, par la techniqueetteir de fluorescence apres
photoblanchiment (FRAP) [112-114]. Plusieurs études déja concerné l'influence de la
liaison de I'’Anx5 [172,173] ou de I'’Anx4 [174] sla diffusion des lipides. Un des principaux
résultats de ces études est que la liaison desxiaeseralentit la diffusion des lipides.
L’objectif principal de notre étude est d’élucidier role des triméres ou des réseaux de
triméres dans ce processus.

Ma contribution a ce travail a consisté principad@ma initier les expériences de
FRAP. Les résultats ci-dessous concernent I'étedérdluence de la liaison d’Anx5 et d’'un
mutant d’Anx5 ne formant pas de triméres sur laagyigue des lipides. Ces résultats seront
intégrés ultérieurement au manuscrit d’'un artiédertvant cette étude.

Les expériences suivantes ont été réalisées a I'EIiith avec I'aide de B. Stadler,

alors Doctorante dans le groupe du Professeur Wtof.e

A. Mesure de la diffusion lipidique au sein de SLBs sur
différents supports

La premiére étape de cette étude a porté sur 8étledla diffusion des lipides sur
différents supports. Des études réalisées par QCliBient en effet mis en évidence

l'influence de la nature des supports solides sdi pour la formation des SLBs sur la
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redistribution des lipides entre les deux feuilléés SLBs [175,176]. Les lipides de type PS
en particulier se distribuent de maniere asymétrisur des supports de mica ou d’oxyde de
titane qui sont fortement chargés négativement.

La diffusion des différents lipides dans une SLBEIIDOPS (4/1) a été mesurée par
FRAP en utilisant 2% de lipides fluorescents pdrtan marqueur nitro-benzoxadiazoyl
(NBD) en position 12 de la chaine aliphatique 8tfacide oléique.

La figure C4.1A présente les images de microscal@efluorescence obtenues a
différents temps apres photoblanchiment d’'un cetdeel8 pm de diametre dans une SLB
seule. Le retour de fluorescence a l'intérieur drcle a été mesuré au court du temps (Fig.
C4.1B).
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Figure C4.1: Expérience de FRAP réalisée sur une SLB DOPC/DD®BS-NBD (80/18/2) sur trois supports
différents. Le retour de fluorescence est mesuréesuiniages de microscopie de fluorescgigeet représenté
sous forme de graphiqyB).

La courbe de retour de fluorescence est modélisge ls¢quation décrite par Lopez et

al. [114] pour en extraire le parametg Le coefficient de diffusion peut alors étre cédcu

par I'équation (3) : )
D =% ©)
ar ,

Ce coefficient de diffusion a été mesuré pour Esxdespeces lipidiques composant la
SLB sur trois supports : Oxyde de Silice (9iMica et Oxyde de Titane (TP Les résultats
sont présentés dans le tableau C4.1.

Lipide marqué Coefficient de diffusion (cm2/s)
SiO, Mica TiO,
NBD-PC 108 108 108
NBD-PS 108 10° 1010

Tableau C4.1 :Coefficients de diffusion des lipides NBD-PC et N3 mesurés dans des SLB formées sur
trois supports : Si¢) Mica et TiQ.

Les valeurs des coefficients de diffusion desdksi mesurés sur silice sont
comparables aux valeurs reportées dans la litté&rawur surfaces de verre. Gilmanshin et al.
ont obtenu des coefficients de diffusion de 1,4%&mM?/s pour les PC et 2,4 x1@m2/s pour
les lipides phosphatidylglycérol qui sont des lggdchargés négativement comme les PS
[174]. Saurel et al. ont obtenu des coefficientslifiession de 0,8 x18 cm's pour les PC et
de 1 x1& cm?/s pour les PS [172].

Cette étude montre que la diffusion des lipides bramaires PS sur Titane et Mica
est nettement plus faible que sur Silice. Ces t@sukont en accord avec les résultats de
QCM-D discutés ci-dessus indiquant une distributamymétrique des PS entre les deux
feuillets des SLBs, sur Mica et Titane [18,175,116] diminution de la diffusion latérale des
lipides indique que l'anisotropie de distributiopsdlipides est due a une interaction forte

entre les PS et le support, médiée par les iociuoal
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Les travaux sur I'étude de I'asymétrie des PS desi$SLB sur titane constituent une
étude ponctuelle qui s’integre dans un projet gdngur I'étude de la formation des SLB
menée au LIMNT. Ce travail est intégré a un artaderevue publié en 2006 dans le journal
Langmuir [18] et inséré en annexe sous sa fornggnatie.

Ces travaux intervenaient dans le contexte ded&tle I'asymétrie lipidique des PS
existante entre les deux feuillets des SLB en fonadu support sur lequel elles reposent. En
effet, il a été décrit que, sur mica, la quantiéépdothrombine se liant a la SLB pour un taux
de PS donné, était plus faible que sur une SLBdersur silice. Ceci a été interprété comme
résultant du fait que le taux de PS accessiblelesdeuillet externe de la bicouche était
inférieur au taux global de PS dans la bicouché&][1¥ai effectué les mémes expériences sur
TiO, pour positionner le comportement de ce supportggvort a la silice (symétrie des PS)
et au mica (asymétrie des PS) en utilisant I'AngBme rapporteur du taux de PS accessible
sur le feuillet externe de la SLB. Il s’avére geetitane entraine une asymeétrie encore plus
forte que le mica. En effet, pour un taux donné@&e la quantité d’Anx5 liee a la SLB est
encore plus faible que sur mica (Fig. C4.2). Cattgmétrie a été observée au méme moment
par Rosetti et al. de 'ETH Zurich [176].
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Figure C4.2: Fixation de I'’Anx5, protéine se liant aux DOP&rdaniére calcium dépendante
(cf. chapitre IV de l'introduction), sur une SLBrdenant différents taux de DOPS formées

sur support de silice (noir,-), de mica (bleux-), et de titane (rougey).

L’article de revue dans lequel sont publiés cesltéts [18] traite de la formation de

bicouche lipidique sur support solide. Cette redaerit les différentes étapes de formation
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des SLB sur support solide et les caractéristigeds bicouche formée (distribution lipidique

inter-feuillet, défauts potentiels), faisant leqtasur dix ans d’étude sur ce sujet.

B. Influence de la formation d’assemblages 2D d’Anx 5 sur la

dynamique des membranes

L’influence de la formation d’assemblages 2D d’Arst la diffusion des lipides au
sein de SLB sur support de silice a été étudiédapmchnique du FRAP. Cette étude a porté
essentiellement sur la comparaison du comportedeeiAnx5 et d’un quadruple mutant de
I’Anx5, appelé ci-dessous mutant SPLI ou SPLI. Letant SPLI, développé par le Dr. L.
Bystrykh (Université de Groningen, Pays-Bas) se mmme comme I'Anx5 en ce qui
concerne sa fixation aux membranes, mais il esipialsle de former des trimeres et de s’auto-
assembler en réseaux 2D de trimeéres. Des étudesderétes réalisées en collaboration avec
le Dr. J.-M. Freyssinet (ULP, Strasbourg) ont mérque le mutant SPLI présente un effet
d’inhibition de la coagulation sanguine tres foregh amoindri par rapport a I'’Anx5
(Manuscrit en préparation).

Des expériences de FRAP ont été réalisées au nde&l Bs contenant des lipides
PS marqués, en présence soit d’Anx5, soit de SBét images de microscopie de
fluorescence et les courbes de retour de fluorescennt présentées en figure C4.3. Les
valeurs des coefficients de diffusion calculés @ipde ces données de FRAP sont présentées

dans le tableau C4.2.
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Figure C4.3: Expérience de FRAP réalisée sur une SLB composgendélange DOPC/DOPS/DOPS-NBD
(80/18/2), formée sur support de silice. A) Imagesfidorescence ; B) Variation de l'intensité de flemrence
dans la zone blanchie en fonction du temps. 1) Lipisieuls ; le retour de fluorescence est rapide ; 2) La
présence d’Anx5 ou de mutant SPLI ralentit le retderfluorescence ; 3) Aprés ajout d’EDTA, le retoer d

fluorescence a une cinétique similaire a celle dégdgpseuls.

97



Lipide marqué Coefficient de diffusion (cm?/s)

0} + Anx5 + SPLI
NBD-PC 108 10° 10°
NBD-PS 108 1010 10°

Tableau C4.2: Coefficients de diffusion des deux lipides membi@samarqués en présence d’Anx5 ou du

mutant SPLI sur une SLB formée sur silice.

La diffusion des lipides NBD-PC est ralentie d'acteur 10 aussi bien par la présence
d’Anx5 que de SPLI. En revanche, la diffusion dpgles NBD-PS est ralentie d’'un facteur
100 par la présence de I'Anx5 alors qu’il n’estlement ralenti que d’un facteur 10 par le
mutant SPLI. Cette étude confirme d'une part qudidation d’Anx5 sur une bicouche
lipidique en présence de calcium ralentit fortemientdiffusion des lipides anioniques, en
accord avec les travaux de I'équipe de J.-F. Toeghr2,173]. D’autre part, I'effet restreint
du mutant indique que I'organisation 2D de 'Anxfadurface des bicouches lipidiques joue
un role important dans la diminution de la diffusides lipides membranaires en présence
d’Anx5.

Cette étude permet d’établir une corrélation deeentre la formation de triméres
d’Anx5, ou d’assemblages 2D de trimeres d’Anx5/'effet inhibiteur de la coagulation
sanguine reporté ci-dessus. Il est logique de @@pque le ralentissement de la dynamique
des lipides d( a la formation (d’assemblages 2D¥rideeres d’Anx5 diminue la probabilité
de rencontre des facteurs de la coagulation sasagui@ formation de complexes
prothrombinase et I'activité prothrombinase. Il iégfitime de poser la question de la validité
physiologique de ce mécanisme. Le role fonctioniel ’Anx5 pourrait résulter de la
propriété de I'Anx5 de former des assemblages 2Dimgluisent un ralentissement de la

dynamique des membranes.
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D. Conclusions et perspectives
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Ce travail de thése introduit une nouvelle plater® d’ancrage 2D et valide son
utilisation dans le contexte de deux applicatiofitmduction de I'adhésion cellulaire et
I'immobilisation contrdlée d’anticorps et de pratés pour la réalisation de biosenseurs. Cette
plate-forme est basée sur les matrices 2D que fartaeprotéine Anx5 a la surface de SLB
chargées négativement en présence de calcium.

Pour développer la plate-forme d’adhésion cellaldiChapitre C-I), jai utilisé des
complexes Anx5-peptide synthétisés au LIMNT. Jaidtionnalisé des supports de verre par
des édifices composés d’'une SLB au-dessus de ladagilate-forme 2D d’Anx5-peptide se
construit spontanément. J'ai validé la stratégie ptite-forme d’adhésion cellulaire sur
plusieurs systemes cellulaires. Cette plate-fornreempt d’optimiser et de contréler
’homogénéité, la densité et l'orientation des st d’adhésion. La rigidité 2D de
I'assemblage joue certainement un réle importansdadhésion des cellules. Cette stratégie
d’adhésion cellulaire présente plusieurs applicatipotentielles, comme le tri de cellules par
sélection du peptide greffé, le transfert de ceHukentre deux supports (grace a l'effet
calcium/EGTA), le développement de puces a cellalesa couverture pré-implantatoire de
prothése médicale. Pour pouvoir réaliser de telgdications, des développements restent a
faire. Premierement, il faudrait stabiliser la pfatme pour permettre la prolifération
cellulaire. D’apres les premiéres expériences séadi, les cellules se détachent de la surface
au bout de deux jours. Deux hypothéses sont ereaddgs : soit la plate-forme se détériore
naturellement au cours du temps dans le miliewttare, soit les cellules détruisent la plate-
forme. La premiére hypothése peut avoir deux oegjinla dégradation naturelle de la SLB
qui ne serait pas stable dans le milieu de culowrde décrochage de la couche d’Anx5-
peptide de la SLB, causée par une diminution dgukntité de calcium dans le milieu de
culture. La deuxieme hypothése pourrait s’expliqo@r I'internalisation des peptides (donc
de la matrice 2D Anx5-peptide) par les cellulesnote cela a déja été décrit pour des cellules
endothéliales [177]. En plus de la stabilité tenefier il faut vérifier que les forces d’adhésion
soient assez importantes. Par exemple, dans lé'was pré-endothélialisation de capillaires
artificiels, I'adhésion cellulaire doit résisterxatorces de cisaillement imposées par le flux
sanguin.

Pour développer la plate-forme 2D d'immobilisatidifanticorps et de protéines
(Chapitre C-l11), jai utilisé une protéine de fusiAnx5-ZZ, produite au LIMNT pour ce
projet. Cette protéine comporte deux parties qucdunferent deux propriétés distinctes : sa

partie Anx5 lui confére des propriétés uniquesi@isdn et d'organisation 2D a la surface des
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SLB, et sa partie ZZ, dérivée de la protéine Aclmfere la possibilité de lier le fragment Fc
des IgG avec une forte affinité (avec la méme $igééique la protéine A d8taphylococcus
aureu9. Mon travail a contribué a valider I'hypothesdiale de travail, mettant en évidence
qgue la plate-forme 2D d’Anx5-ZZ permet d'immobilisde maniére contrdlée des IgG et de
construire des édifices supra-moléculaires compglex@®mme des systemes anticorps/
antigenes de type sandwich. Cette plate-formecdéme possede un intérét certain dans le
domaine des puces a protéines et des puces arpsatieg a plus long terme, pour le
développement de systémes de diagnostic auprésataden Des développements sont a
envisager dans plusieurs directions. Le choix den&hode de détection est maintenant
essentiel, car il entrainera des décisions suori@dt final du senseur. Le deuxieme axe de
développement est I'évolution vers un systeme adepa anticorps. La plate-forme réalisée a
I'échelle unigue doit maintenant étre développ&édhelle de dizaines, centaines ou milliers
de plates-formes de quelques centaines de pmaAgaéea en réseaux et capables de présenter
un anticorps différent. Pour cela, il est égalenm&tiessaire de décider du mode de dép6bt.
L’étude fonctionnelle de I'Anx5 réalisée dans ceavail de thése a porté
principalement sur le mode d’action d’'un anticogmgi-phospholipide dans le contexte du
SAP (Chapitre C-IlI). Cette étude a réveélé queti@mps anti-phospholipide CIC-15 pouvait
coexister avec le réseau 2D d’Anx5 a la surfacaeelimembrane. Aucun effet perturbateur de
la structure des réseaux 2D d’Anx5 n'a été mis @dedice, contrairement a ce qui a été
proposé pour d’autres anticorps anti-phospholipidas conséquence, cette étude met en
évidence la diversité des modes d’action des amtscanti-phospholipides. Enfin, jai montré
que la formation des réseaux 2D d’Anx5 régulait dgnamique des membranes, en
ralentissant la diffusion des lipides (Chapitre \Q-1 Ces travaux contribuent a notre
compréhension des propriétés des auto-assembl&gesARx5. L'étape suivante concerne

evidemment I'élucidation du réle, éventuel, de agsemblages au niveau cellulairénetivo.
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Supported lipid bilayers (SLBs) are popular models of cellmembranes with potential bio-technological applications.
A qualitative understanding of the process of SLB formation after exposure of small lipid vesicles to a hydrophilic
support is now emerging. Recent studies have revealed a stunning variety of effects that can take place during this
self-organization process. The ensemble of results in our group has revealed unprecedented insight into intermediates
of the SLB-formation process and has helped to identify a number of parameters that are determinant for the lipid
deposition on solid supports. The pathway of lipid deposition can be tuned by electrostatic interactions and by the
presence of calcium. We emphasize the importance of the solid support in the SLB-formation process. Our results
suggest that the molecular-level interaction between lipids and the solid support needs to be considered explicitly,
to understand the rupture of vesicles and the formation of SLBs as well as to predict the properties of the resulting
SLB. The impact of the SLB-formation process on the quality and the physical properties of the resulting SLB as
well as implications for other types of surface-confined lipid bilayers are discussed.

Introduction surfaces has been nourished by the emergence of a multitude of
surface-sensitive characterization technici€s!® advanced

Biological membranes play key roles in cell life, controlling surface patterning metho829-2¢ and liquid handling systems

the transfer of information and the transport of ions and molecules (microfluidics) 10
between the inside and outside cellular worlds and participating . ) .

in various intra- and extracellular processes. These highly complex PUring the pastdecade the conceptual base of surface-confined
and dynamic assemblies, only a few nanometers thick, consist™embrane systems has grown considerably. A large number of
of two main components: a two-dimensional space made of SyStéms has been described, including solid-supported lipid

lipid molecules held together by hydrophobic interactions and Pilayers*'>2>2polymer-cushioned lipid bilayerS, 2* hybrid
self-assembled as a continuous bilayer and proteins embeddedilayers?®<'tethered lipid bilayerd?suspended lipid bilayer$;>*

within the membrane or transiently associated with it.

Our current knowledge of the molecular processes occurring

or supported vesicular lay@f$5(Figure 1). In parallel, a multitude
of methods has been proposed to create such biomimetic edifices,

at biological membranes is based on studies performed both orj¢luding Langmuir-type ap%rggches (Langmiodgett or
integrated and on reconstituted systems using models of biological-2Ngmuir-Scfiter deposition)® **and m‘;ifread'”g ofvesicles
membranes. The deposition of model membranes on solid©" various preconditioned suppofts®

supports has become very populat,both for studying basic

membrane processes and for possible biotechnological applica- (17) Shao, Z;; Mou, J.; Czajkowsky, D. M.; Yang, J.; Yuan, JAdy. Phys.

tions#~16 The growing interest in confining lipid membranes on

* Corresponding author. E-mail: ralf.richter@urz.uni-heidelberg.de.

T Current address: Department of Biophysical Chemistry, Institute of
Physical Chemistry, Heidelberg University, Im Neuenheimer Feld 253, 69
120 Heidelberg, Germany.
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Figure 1. Surface-confined membrane models: (A) solid-supported
lipid bilayer; (B) polymer-cushioned lipid bilayer; (C) hybrid bilayer,

consisting of a self-assembled monolayer (e.g., thiols on Au or silanes

on glass or silica) and a lipid monolayer; (D) tethered lipid bilayer;
(E) freely suspended lipid bilayer; {FG) supported vesicular layers.
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The self-organization steps involved in this methogsicle
adsorption, rupture, and spreading into planar membranes
present fundamental interest in colloidal and interfacial science.
Both theoretic&~3and experimental wofk4>64+70during the
past decade have considerably improved the general understand-
ing of this process, and a detailed image of the structural
intermediates and the driving forces is now emerging. Figure 2
shows four archetypes of lipid deposition processes, as followed
by quartz crystal microbalance with dissipation monitoring
(QCM-D). The QCM-D technique has proven very valuable to
screen the overall properties of the lipid depositibthanks to
the dissipation parameter that allows distinguishing between
intact, adsorbed vesicles (high dissipation) and bilayer patches
(low dissipation). As shown in the schemes in Figure 2, vesicles
either do not adsorb (Figure 2A), adsorb and remain intact, giving
rise to a supported vesicular layer (SVL) (Figure 2B), or form
an SLB (Figure 2, panels C and D). Notably, SLB formation can
occur via two scenarios with distinctly different kinetics. In one
case, vesicles rupture quickly upon interaction with the solid
support (Figure 2D), whereas in the other, a large amount of
intact vesicles is adsorbed at an intermediate state of the process
(Figure 2C).

Recenttechnical developments, combining QCM-D and atomic
force microscopy (AFM), have allowed us to characterize the
intermediate states leading to SLB formation in unprecedented
detail. Here we present an overview of work performed in our
group that sheds light on the mechanisms and critical parameters
involved in the formation of SLBs as well as on the properties
and the quality of the resulting SLB.

Mechanism of SLB Formation

To satisfactorily describe the mechanism of SLB formation,
two critical steps in this process need to be understood: (i) the
adhesion and rupture of vesicles on the support and (ii) the
evolution of the supported bilayer patches thus formed into a
complete SLB. Figure 3 provides an overview of mechanisms
of vesicle rupture that have been reported or suggested in the
literature.

Stability of Adsorbed Vesicles A simple rationale to evaluate
the binding and the stability of surface-bound vesicles was
provided by the theory of Seifert and Lipows/! In their
continuum approach, where the bilayer is treated as a thin two-
dimensional sheet embedded in three-dimensional space, the
balance between the gain in adhesion energy (as given by the
adhesion area) and the cost in the vesicles’ curvature energy (as
given by the bilayer’s bending rigidity) is determinant for the
adsorption, deformation, and rupture of vesicles. Initial data in
our group provided support for this model for egg-PC on rfilca.
The examples given in Figure 2, panels A, B, and D, exemplify
the scenarios were vesicles do not adsorb, adsorb intact, and
rupture spontaneously, respectively.

However, recent experimental data have provided evidence
that this continuum approach does not convey the whole answer
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Figure 2. Lipid deposition pathways measured by QCM-D on silica. (A) Vesicles do not adsorb. (B) Vesicles adsorb and remain intact,
forming a supported vesicular layer (SVL). (C) Vesicles adsorb and remain initially intact. At high vesicular coverage an SLB is formed.
(D) Vesicles adsorb and rupture instantaneously, to form an SLB. The dissipafiorallows distinguishing between the morphological

state of the adsorbed lipids: intact vesicles exhibit high dissipation while bilayer (patches) show low dissipation. The legends indicate the
lipids used-dioleoyltrimethylammonium-propane (DOTAP), dioleoylphosphatidylcholine (DOPC), and dioleoylphosphatidylserine{DOPS)
with their molar mixing ratiog®

(A) (B) (©) D)

Figure 3. Mechanisms of vesicle rupture: (A) anisolated adsorbed vesicle ruptures spontaneously, driven by its support-induced deformation;
(B) neighboring adsorbed vesicles fuse and eventually rupture; (C) the active edge of a supported bilayer patch induces the rupture of a
neighboring vesicle; (D) the cooperative action of several neighboring vesicles leads to the rupture of a first vesicle (at the critical vesicular
coverage). The active edge thereby exposed triggers the rupture of adjacent vesicles.

to the question of vesicular stability under conditions commonly  Figure 2C exemplifies the response obtained by QCM-D, when
employed for SLB formation. Cooperative effects of neighboring the critical vesicular coverage is involved. As techniques such
vesicles as well as the dynamic distribution of different lipid asQCM-D and SPR give average information about the adsorbed
species in a vesicle have to be taken into account for a bettermaterial, a small fraction of prematurely ruptured vesicles may
description of the rupture propensity of surface-bound vesicles. potentially go undetecte®. Our images by atomic force
Critical Vesicular Coverage. An intriguing effect of the microscopy (AFM) provide direct evidence that silica wafers
cooperative action of surface-bound vesicles was first reported can indeed be covered with vesicles that remain stable for days,
by Kasemo and co-workers. By combining measurements by being devoid of bilayer patches over areas of several square
QCM-D and surface plasmon resonance ($PR)ether with micrometers (Figure 4% These images also demonstrate the
computer simulation& the group could show (i) that isolated  strength of the AFM to resolve the local morphology of the lipid
vesicles of egg-PC remain intact when bound to a silica support assemblies down to nanometer resolution.
and (i) that a certain surface density of vesicles (henceforward Long-Term Stability of Adsorbed Vesicles.We observed a
denoted the critical vesicular coverage) is required to initiate the peculiar effect for vesicles containing a mixture of DOPC and
decomposition of surface-bound vesicles into bilayer patches. pOPS when exposed to mica in a calcium-containing solution:
Zhdanov and Kasemiéproposed that the support-induced stress when adsorbing vesicles atlow surface density (i.e., the interaction
(or deformation) of an adsorbed vesicle is further enhanced by of neighboring vesicles is negligible), they initially remained
the adsorption of vesicles in its vicinity. When a certain jntact but ruptured individually over a time range of minutes to
confinement of neighboring vesicles, corresponding to the critical hours (Figure 54 This strongly contrasted our common
coverage, is reached, the stress on the vesicle becomes sufficient
to induce its rupture (Figure 3D). (73) Reimhult, E.; Hok, F.; Kasemo, BJ. Chem. Phys2002 117, 7401~

7404.
(72) Zhdanov, V. P.; Kasemo, Bangmuir2001, 17, 3518-3521. (74) Richter, R. P.; Brisson, Aiophys. J.2005 88, 3422-3433.
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Figure 4. Imaging an intermediate of the SLB-formation process
by AFM. Vesicles made of DOPC/DOPS (4:1) were exposed to a
silicawafer. Spherical objects, identified as vesicles, densely populate
the surface. No bilayer patches are visible, indicating that the critical
vesicular coverage is not attained. Image sizsc@le): 2um (50

nm). Adapted from ref 45. Copyright 2003 Biophysical Society.
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3 Figure 6. Tracking the propagation of bilayer patch formation by
AFM. (A) All vesicles are intact. (B) Two vesicle segments are

- resolved (arrowheads) followed by an extended bilayer domain,

6 indicating the rupture of vesicles. The cross sections of three

= successive scan lines (right) reveals that the two vesicles do not

o

.o...|...|.
).,5])
I B A

rupture simultaneoulsy: The right vesicle (white arrowhead) ruptures
first (between scan line 1 and 2), likely induced by the AFM-tip.
At scan line 3, the left vesicle (black arrowhead) is ruptured, likely
induced by the “active edge” of the bilayer patch that is formed from
the right vesicle. (C) The rupture of a single vesicle induces the
. transformation of several adjacent vesicles into a stable bilayer patch.
e e e e A small gap (a few nanometers) separates the patch edge from

0 5 10 15 20 25 30 neighboring intact vesicles. A part of the image is distorted because

time (min) the tip was accidentally retracted from the surface. Image size: 250

nm. The slow scan direction is indicated with white arrows. Adapted
from ref 45. Copyright 2003 Biophysical Society.
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Figure 5. Tracing vesicle rupture kinetics by QCM-D. Vesicles
initially adsorb intact but rupture into bilayer patches over the time
range of 30 min and more, as indicated by the decrease in dissipation

(- - ) and the increase in frequency), after rinsing away vesicles edge’”8These edges are energetically unfavorable and, at least

in solution (arrow). The AFM image (inset, image size: 750 xm . .
500 nm), taken after the QCM-D measurement, confirms the from a thermodynamic perspective, expected to promote the

coexistence of vesicles and bilayer patches. Adapted from ref 46. interaction with adjacent lipid material, such as the rupture of
Copyright 2005 Biophysical Society. surface-bound vesicles (Figure 3C) or vesicles from solution.
Provided the density of adsorbed vesicles is sufficiently high,
observation on silica supports that isolated vesicles either rupturesuch a process can propagate in a cascade of rupture events
immediately (i.e., within less than a second) after adsorption or across several neighboring vesicles and leads to the formation
remain intact for days. of extended bilayer patché3% The intermediate steps in this
Whatis the origin of such particular rupture kinetics? Itappears process can be traced by AFM, as illustrated in Figure 6, and
reasonable that a support-induced reorganization of the two lipid suggest that the propagation speed is in the range of setonds.
species within the adsorbed vesicle may lead to dynamic changes-urthermore, adjacent bilayer patches usually coalesce in order
in the vesicle-support interaction and in the stability of the to minimize their edge lengtt?:46.6"Taken together, these effects
vesicles. The observed time range for rupture is, however, muchincrease the size of individual bilayer patches and the overall
slower than the time needed for lipids within a single lipid leaflet bilayer coverage and will, in the ideal case, lead to a complete
to reorganiz€® We therefore propose that the translocation of SLB.4546
lipids between the two leaflets of the vesicle is the parameter Some of the vesicles imaged in Figure 6 remain intact even
responsible for the slow vesicle rupture. The suggested rupturethough they are situated as close as a few nanometers to the edge
mechanism correlates with our observation that mica induces anof a bilayer patci® This suggests that the edge almost needs to
asymmetric inter-leaflet lipid distribution in SLB8,an issue  contact a vesicle to induce its rupture and illustrates that the
that will be discussed in detail later on. efficiency of edge-induced processes relies strongly on the spatial
Growth and Coalescence of Supported Lipid BilayersOnce arrangement of vesicles and bilayer patches.
a vesicle has ruptured, the resulting bilayer patch exposes an

(76) Richter, R. P.; Maury, N.; Brisson, Aangmuir 2005 21, 299-304.
(75) Bernard, A.-L.; Guedeau-Boudeville, M.-A.; Jullien, L.; de Meglio, J.-M. (77) Kasson, P. M.; Pande, V. Biophys. J.2004 86, 3744-3749.
Langmuir200Q 16, 6809-6820. (78) Jiang, F. Y.; Bouret, Y.; Kindt, J. HBiophys. J.2004 87, 182-192.
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Figure 7. (A) Incomplete SLB made from DOPC/DOPS (4:1)
vesicles on mica: bilayer patches are predominantly circular,
indicating that they are laterally mobile. Image sizeurh. (B)
Incomplete SLB made from DOTAP-vesicles on silica. Some bilayer
patches (arrowheads) exhibit stable, strongly noncircular shapes
Image size: um. (C—F) Sequential images of patch coalescence
induced by dynamic changes in the shape of a bilayer patch. After
the merger of patches—B (C), induced by the AFM-tip, the
coalescence with patches 4 (D} 6 (E), and 7 (F) is generated by
movements of the reshaping patch. Image size: Arm5Adapted
from ref 46. Copyright 2005 Biophysical Society.

Lateral Mobility of Vesicles and Bilayer Patches.Lipid
assemblies as a whole can be laterally mobile and undergo
collective shape changes, an effect not to be confused with the
lateral diffusion of individual lipid molecules. The shape of bilayer
patches on the solid support provides a first indication about
their mobility. Laterally mobile patches tend to reshape into
circular patches to minimize their line tension, an effect that we
observed on mica surfaces (Figure 7A)n contrast, bilayer
patches on silica frequently retained a strongly noncircular shape
(Figure 7B), providing evidence for the lack of mobiliy.

It is instructive to compare our observations on the mobility
of lipid assemblies on mica and on silica with data previously
reported by Rdler et alé+7°8ith reflection interference contrast
microscopy (RICM), they observed that lipid bilayers, continu-
ously formed from a deposited blob of concentrated DOPC in
water, easily slide over surfaces of both types of support. The
kinetics of the sliding motion on mica could be described
quantitatively by the shear flow of a thin water film that is
sandwiched between the solid support and the bifayéand

Langmuir E

no rolling, no slidin%

Nﬁling or sliding

(A)
Figure 8. Possible scenarios of the mutual interaction of neighboring
vesicles. The surface-induced flattening of a newly adsorbing vesicle
induces the deformation of a neighboring one. If sliding and rolling
are inhibited (A), the deformation represents a persisting stress for
the vesicles, and facilitates their rupture. Sliding or rolling along the
surface can release the stress (B). Thus, if sliding or rolling is enabled,
neighboring vesicles can only induce added stress (and thereby
rupture) when a high overall packing of vesicles on the surface is
attained.

rather high spreading coefficients of up to 4@n’/s were
obtained’®

In light of the results by Réler and co-workers, itwas surprising
that we found lipid assemblies to be immobile on silica. Also,
the shape changes observed by us and dthersmica seem
considerably slower than postulated from the action of a
lubricating water film?3Variations in the employed experimental
conditions, in particular the presence of divalent #6ri$%versus
pure watef*’® may well be at the origin of the observed
differences. However, the large range of variations in mobility
remains intriguing and points toward a current lack in under-
standing the coupling between the bilayer and the solid support.

What kind of effects can be induced by the lateral mobility
of lipid assemblies? The series of AFM images in Figure-FC
demonstrates how dynamic changes of the patch shape can
enhance the coalescence of neighboring bilayer patéhes.
Similarly, vesicles are expected to rupture, induced by the active
edge of an approaching bilayer patch.

The mobility of surface-bound vesicles also has important
implications for the nature of the critical vesicular coverage.
Mobile vesicles can avoid stress from neighboring vesicles by
displacement along the surface (Figure 8B). Consequently, stress
due tointervesicle interactions can build up only wheroderall
vesicular coverage is high enough to force the vesicles to interact.
The critical vesicular coverage is thus directly determined by the
overall density of adsorbed vesicles. Given that intervesicle
interactions are commonly short-ranged, this implies that the
critical coverage must be elevat&din contrast, the shape
relaxation of immobile vesicles is constrained to the local
environment (Figure 8A), and hence, the critical coverage
originates in aocal effect that involves a limited number of
neighboring vesicles. In the minimal configuration, two im-
mobilized neighboring vesicles may be sufficient to induce
rupture. Due to the statistical distribution of vesicles over the
surface, the local effect, however, translates into an apparent
critical coverage of the ensemble. In this case the critical vesicular
coverage can thus span from very low to very high values, as
we could demonstrate for silica surfacés.

(79) Nissen, J.; Gritsch, S.; Wiegand, G:dRa, J. O.Eur. Phys. J. BL999
10, 335-344.

(80) Nissen, J.; Jacobs, K.; &ar, J. O.Phys. Re. Lett. 2001, 86, 1904~
1907.

(81) Bayerl, T. M.; Bloom, M.Biophys. J.199Q 58, 357—-362.

(82) Johnson, S. J.; Bayerl, T. M.; McDermott, D. C.; Adam, W. A.; Rennie,
A. R.; Thomas, R. K.; Sackmann, Biophys. J.1991, 59, 289-294.

(83) Muresan, A. S.; Lee, K. Y. Cl. Phys. Chem. BR001, 105 852-855.
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Parameters that Govern SLB Formation

Which pathway of vesicle deposition will be taken is essentially
determined by the interplay of bilayer-support, interbilayer, and
intrabilayer interactions. In principle, the relative contribution
of these interactions will be susceptible to the nature of the support
(its surface charge, chemical composition and roughness), the
lipid vesicles (their composition, charge, size, and physical state),

Electrostatic Interactions. Several studies have pointed out
the influence of the charge of support and lipids as well as the
ionic strength of the solution on the adsorption of vesiéteé4. 86
In systematic studies on siliand mica!®we provided evidence

that all four pathways of vesicle deposition outlined in Figure Figure 9. Transmission electron cryo-microscopy image of asilica-
- . nanoparticle covered by a nanoSLB. The silica nanoparticle appears
2 canactually be generated by varying one experimental parametefq 5 sphere of uneven density with a rough surface. The surrounding

only: the vesicle charge. These studies demonstrate that theing of electron-dense material (green circle) corresponds to the
SLB-formation process will be strongly influenced by electrostatic outer lipid layer of an SLB covering the particle surface. The SLB

interactions. Consequently, adjustments in the pH or in the ionic tightly follows the particle’s corrugations (arrow) and does not leave
strength are expected to constitute relatively simple means tosolvent-rich pockets. Scale bar: 20 nm. Adapted from ref 91 with

optimize the formation of SLBs for a given surface and a given
lipid compositiong®

Calcium lons. The influence of divalent ions in general and
calcium in particular appears notoriously surprising. The ions do
not only participate in the screening of charges, thereby modifying
the electrostatic interactions, but they also directly interact, in
often subtle ways, with surfaces and liptd$’ As a general
trend, calcium was found to promote the adsorption and rupture
of vesicles and SLB formatioftt:57.8488ffects are particularly
strong on mic&®7.7%0ften minor concentrations (mM and below)
of the ion are sufficient to generate significant effects.

Solid Support. The role of the solid support in the process
of SLB formation cannot be underestimated. It is probably the
most complex and still the most enigmatic parameter.

Work on different supports has pointed out that hydrophilicity
is a necessaf§ but not a sufficient condition to promote the
rupture of vesicles and subsequent SLB formation. A number of
reports has actually revealed difficulties to form SLBs on surfaces
such as gold! SrTi0,,*2 TiO,,*273or platinumé® leaving mica
and silicon-based materials, such as glas#\Sor silica, as the
most common surfaces used for the preparation of SLBs. Progres
on TiO, has though recently been reporf@dgain confirming
the importance of electrostatic interactions and calcium.

Although surface roughness in general was reported to have
considerable effects on the spreading of bilayers on solid
support$485we experienced that SLB formation is only little
affected by roughness in the nanometer rattg@?! It is
remarkable that SLBs can even be formed on silica films

exhibiting extreme roughness and porosity at the nanoscale, sucl’g

as aerogels or xerogeld,even though the kinetics of SLB

formation and the quality of the final bilayer seem substantially
affected under such conditions. An obvious question is to what
extent the SLB follows the support’s corrugations. An answer
to this question has recently been given by imaging, by

(84) Nollert, P.; Kiefer, H.; Janig, F.Biophys. J.1995 69, 1447-1455.
(85) Cremer, P. S.; Boxer, S. @. Phys. Chem. B999 103 2554-2559.
(86) Hennesthal, C.; Steinem, @.Am. Chem. So200Q 122 8085-8086.
(87) Wilschut, J.; Hoekstra, Dlrends Biochem. Scl984 479-483.

(88) Ekeroth, J.; Konradsson, P.;#lg F. Langmuir2002 18, 7923-7929.

permission. Copyright 2005 American Chemical Society.

transmission electron cryo-microscopy, of lipid vesicles adsorbed
to and lipid bilayers surrounding silica nanoparticles. Membrane-
coated nanoparticles (Figure 9) illustrate that the lipid membrane
follows very intimately the topography of the underlying
support?! The attraction between the solid support and the lipid
membrane is obviously strong enough to overcome the bilayer’s
bending energy, inhibiting the formation of solvent-rich pockets
between SLB and support.

Although relatively little acknowledged in the literature, the
surface preparation may considerably influence the kinetics of
lipid deposition and the nature of the lipid assembly that is
ultimately formed*> The hydroxylation state of silica surfaces,
for example, can vary considerably, as a function of the
manufacturing procedure, exposure to high temperature or to
basic solution¥ and thus influence the chafjeand other
physicochemical properties of the support. Apart from effects on
the physicochemical state of the surface as a whole, surface
manufacturing and preparation are susceptible to creating lateral
heterogeneities in the surface properties. Some responses in the

%LB formation have indeed been attributed to surface defects

(“hot spots”)®® The AFM images in Figure 10 present some
examples of lipid deposits on several glass surfaces provided by
different manufacturers. Even though all surfaces are essentially
silica-like, substantial variability in the morphology of the lipid
deposits can be observed.

The interaction between lipids and solid support can also
trongly affect the properti€s®® and the quality of the final
LB. Some aspects will be discussed below.

S

Interleaflet Distribution of Lipids in the SLBs

Letus consider SLBs that are formed from vesicles containing
a mixture of different lipid species. How are lipids distributed
between the two SLB leaflets? This question, even though highly
relevant for many applications, has until recently received rather
little consideration. The interleaflet distribution is commonly
assumed to be symmetrical.

(89) Rossetti, F. F.; Bally, M.; Michel, R.; Textor, M.; Reviakinel angmuir
2005 21, 6443-6450.

(90) Richter, R. P.; Brisson, ALangmuir2003 19, 1632-1640.

(91) Mornet, S.; Lambert, O.; Duguet, E.; Brisson, Mano Lett.2005 5,
281—-285.

(92) Weng, K. C.; Stalgren, J. J. R.; Duval, D. J.; Risbud, S. H.; Frank, C. W.
Langmuir2004 20, 7232-7239.

(93) ller, R. K. The Chemistry of Silica. Solubility, Polymerization, Colloid
and Surface Properties, and Biochemisifiley-Interscience: New York, 1979.

(94) Toikka, G.; Hayes, R. Al. Colloid Interface Sci1997, 191, 102-109.

(95) Hetzer, M.; Heinz, S.; Grage, S.; Bayerl, T.Mingmuir1998 14, 982—
984.

(96) Feng, Z. V.; Spurlin, T. A.; Gewirth, A. ABiophys. J2005 88, 2154~
2164.
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Figure 10. Quality of the final SLB on different supports as imaged by AFM. (A) Glass cover slip (Déstghdr. 1, Marienfeld GmbH,
Lauda-Kmigshofen, Germany): islands of many adsorbed vesicles remain stable for hours within the SLB. (B) Glass slide @&bjekttra
mit Mattrand, Knittel Glaer GmbH, Braunschweig, Germany): many individual vesicles remain intact within the SLB. (C) Silicon wafer:
the SLB is homogeneous over areas of sevena. Only a few defects, trapped vesicles, are visible (arrowheads). Surfaces, after cleaning
with SDS and UV/ozoné; were incubated with DOPC/DOPS (4:1)-vesicles at 2 mM Ga&ale bar: 400 nm. The insets show respective
surfaces prior to vesicle exposure at the same magnification. Imaging was performed as described in ref 46.

Table 1. Amount of DOPS in the Bulk-Facing Leaflet of SLBs L B B L L L B
Made of DOPC and DOPS 20 4

DOPS-content in the /'/ E

nominal DOPS bulk-facing leaflet (%) 15¢ 5#/ .
content (%) on SiQP on mica on Tio8 N ]
I L -
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33 33 13+ 2 L R
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. N _ . nominal [DOPS] (%)
aAs determined by the mixing ratio of DOPS and DOPC in the . . .
vesicles? From ref 97.¢ From ref 76.9 From Figure 11. Figure 11. Adsorbed amounts of annexin A5, a protein that binds

to DOPS in a calcium-dependent manner, to SLBs made of different

. . . . ratios of DOPS and DOPC on silicd1-), mica (-x-) and titanium
We have investigated the adsorption behavior of prothrom- .o (<-). Annexin A5 was incubated at 2 mM CaClThe

bin and annexin A5, two proteins that bind specifically to responses, given by the shiftsf., in QCM-D frequency, indicate
DOPS, to quantify the amount of DOPS in the bulk-facing lipid the amounts that remain bound after removing excess annexin A5
leaflet of SLBs containing both DOPC and DOPS. The ensemble from solution. The sigmoidal curves are shifted toward higher nominal
of our result&%7 provides evidence for a substantial degree of DOPS contents for mica and titanium oxide, indicating that less
asymmetry in the interleaflet distribution of DOPS on mica. For DOPS is accessible in the SLB's bulk-facing leaflets on these
example, an SLB that is formed from vesicles containing 20% supports.
DOPS exhibits a DOPS content in the bulk-facing leaflet of ~ The importance of defects in an SLB will depend on the
only 7% (Table 1). In contrast, we found the distribution of envisaged application. The action of lipases (i.e., lipid digesting
DOPS on silica to be symmetrical, within experimental error. enzymes), for example, was proposed to be triggered by the
The asymmetry on micawas suggested to originate from a specificpresence of point-defects in the membréh&few such defects,
calcium-mediated interaction between the support and eventhoughtheycover much lessthan one percentofthe surface,
DOPS#6.76 may thus considerably affect the lipase activity. On the other
Such an interaction is not restricted to mica. Recent studies hand, membranes that contain discontinuities that cover a few
on titanium oxide provide evidence for a similar, yet even stronger percent of the surface may be acceptable for other applications,
asymmetry in the distribution of DOPS (Figure 11, Table 1). such as protein adsorption studies.
These results suggest that an asymmetrical lipid distribution of ~Methods to Characterize DefectsWhatever the application,
lipids in SLBs may be more prominent than commonly appropriate characterization methods are required to determine
appreciated. the density and the nature of the defects in the SLB. In this
context, bulk methods such as QCM-D or ellipsometry can provide
Integrity of the Final SLBs an overall characterization of the state of the SLB and the

Direct or indirect evidence for the presence of defects in SLBs intermediates in the SLB-formation process. However, local
defects that cover less than a few percent of the surface are

has frequently been reported. Defects were attributed to the choice ... S
of the employed lipid§ and their mixturé,the preparation of difficult to detect. A similar statement holds true for fluorescence

the liposomes, or the preparation of the solid support. The AFM recovery after photobleaching (FRAP): the immobile fraction
[} . i 0,
images on glass samples in Figure 10, panels A and B, iIIustrateOf molecules can rarely be determined to better than 1% and the

that the formation of ideal SLBs cannot be taken for granted and ?hetectti_onlof d?f(f_CtS blz'_ fLuorechntt:r(]e m_icrosfcopy Iis limited b3|'
that the integrity of the final SLB needs to be validated. € opticalresolution which exceeds tne size T vesicles commonly

used to form SLBs. Only AFM appears capable of directly
(97) Richter, R. P.; Lai Kee Him, J.: Tessier, B.. Tessier, C.: Brisson, A. Visualizing defects such as single holes or intact vesicles with
Biophys. J.22005 89, 3372-3385. aresolution in the range of a few nanometers. We note, however,
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approaches with AFM, QCM-D, and electrosensing methods
may provide valuable insight, to what extent SLBs can constitute
suitable membrane-mimics for the investigation of the channel
properties of membrane proteins.

Conclusions and Perspectives
Figure 12. “Trapped” vesicle. The surface-bound vesicle is located We have described recent advancements in understanding the

sufficiently far away to remain unaffected by the bilayer edges though PrO¢€SS of self-organization that leads from small vesicles in
close enough to prevent the edge-induced rupture of other vesicles2queous solution to a solid-supported lipid bilayer. Systematic
from solution. We propose that such an arrangement inhibits the studies have allowed a number of mechanisms underlying SLB

further propagation of bilayer growth, leaving trapped vesicles as formation to be elucidated. Important insight in the involved
defects. interactions on the mesoscopic level has been gained, and

) . . ) .. parameters that are critical for the SLB-formation process have
that a careful control of the imaging conditions is required in  paen identified.

order to obtain reliable results, as AFM images may erroneously  AFM and QCM-D, the main techniques employed in our
present ideal bilayers, due to imaging artifats? __ studies, provide topographical information at the nanometer level
Apart from the effects that are due to the preparation of lipids gnqg quantitative physicochemical characterization of surface-

and support, one may wonder whether some of the above-¢qnfined lipid assemblies, respectively. The combination of both
discussed mechanisms, which underlie the SLB formation, could techniques on identical supports has allowed for a considerable

inherently be insufficient to generate a complete defect-free SLB. improvement of our qualitative understanding of the SLB
The AFM image in Figure 10C demonstrates that SLBs of high fomation and opens up for a more quantitative assessment of
quality can be created on solid supports via the pathway in which {5 process.
vesicle rupture is triggered by the critical vesicular coverage.  Apm QCM-D, other methods, such as ellipsometry, SPR
The same is considered likely for the pathway in which vesicles qorescence, electrosensing methods, and combinations thereof,
rupture individually, though conclusive evidence is yet lacking ¢onstitute now an established toolbox for the detailed charac-
as our measurements were obstructed by contamination of theerization of SLB formation. These tools may help to elucidate
lipid sample. _ _ . a number of apparently simple, but still debated questions,
Investigations by Raler etal. gave rise to the idea that sliding-  jnciyding the orientation of the lipid layers after vesicle rupture
promoting (or “self-healing”) surfaces should be ideal for the 55 \well as the role of vesicle fusion (Figure 3B) in the SLB-
formation of defect-free SLB5%*However, we found SLBs of  t5rmation process. AFM has emerged as a unique tool to
high qu_allty undf_ercond|t|onswhere b|Iayer_pa_tches and Ves'desinvestigate defects in SLBs down to the nanometer level. A
were virtually pinned to the surfac@.This indicates that the  getajled and yet quick characterization of the quality of SLBs,
mobility of lipid assemblies is not strictly necessary to form gwever. remains a challenge.
close to ideal SLBs. _ The experimental approaches described here and the present
Notwithstanding the indications that close to ideal SLBs can nderstanding of the mechanisms involved in SLB formation on
be formed via the pathway of critical vesicular coverage, the gjig supports can easily be extended to more complex systems,
spatial arrangement of surface bound vesicles and bilayer patchegch as the formation of SLBs from protein-containing liposomes
may in some cases |_nh|b|t fur_ther propagation of bllayergrovvth. as well as polymer-cushioned, tethered, or pore-spanning lipid
For example, a v_esmle_that is located _suff|C|entIy distant from bilayers. It is hoped that, thanks to the recent maturation in
an edge to remain undisturbed may _stlll prevent the_encounte’understanding the SLB-formation process, formerly rather
of other vesicles from the solution with the edge (Figure 12). «aytistic” approaches to SLB formation will be replaced by a
Such a vesicle, trapped in a bilayer hole, will thus stop bilayer \ye||-controlled technology, thereby extending the applicability
growth. From simple geometrical considerations, such an effect 4¢ ¢,rface-confined lipid membranes.
would be expeqted to be more pronourjced for Igrger vesicles.  \e pave pointed out the important role of the solid support
Indeed, a considerable amount of residual vesicles has beeny ihe SLB-formation process. The interaction between lipids

reported in the case of larger vesicles on silitdowever, SLB 304 support appears complex and a good understanding on the
formz_monfro_m the smallest available vesicles seems to be largely molecular level is still lacking. It is intriguing that the solid
devoid of this effect. support does not only affect the properties of the SLBs but also

One application for which the quality of supported lipid he two-dimensional organization of proteins bound %
membranes has been a matter of recurrent discussion may be:ire work will need to elucidate the nature of the thin solvent
mentlo_ned here: the action c_)f a few _defects in the membrane|ayer that separates the lipid bilayer from the solid sufpé#t
potentially creates short circuits that disturb the measurement of 5 jts effect on the diffusion of lipid molecules in each of the
ion transport through membranes or membrane-incorporatedy,q bilayer leaflets.
proteins by electrosensing methdd$® Despite frequently
reported problems with the electrical properties of surface-  Acknowledgment. The authors acknowledge the contribu-
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Understanding and controlling cell adhesion to biomaterials and synthetic materials are important
issues in basic research and applied sciences. Supported lipid bilayers (SLBs) functionalized with
cell adhesion peptides linked to lipid molecules are popular platforms of cell adhesion. In this paper,
an alternative approach of peptide presentation is presented in which peptides are stereo-selectively
linked to proteins self-assembling in a rigid two-dimensional (2D) matrix on SLBs. Annexin-A5
(Anx5) was used as prototype protein for its known properties of forming stable and rigid 2D
matrices on lipid surfaces. Two types of Anx5-peptide complexes, containing either a RGD or an
IKVAV sequence, were synthesized. The authors show that both Anx5-peptide complexes present
the same properties of binding and 2D organization on lipid surfaces as Anx5, when investigated by
quartz crystal microbalance with dissipation monitoring, atomic force microscopy, and transmission
electron microscopy techniques. Anx5-RGD and Anx5-IKVAV 2D matrices were found to promote
specific adhesion of human saphenous vein endothelial cells and mouse embryonic stem cells,
respectively. The influence of the surface density of exposed peptides on cell adhesion was
investigated, showing that cells attach to Anx5-peptide matrices when the average distance between
peptides is smaller than about 60 nm. This cell adhesion platform provides control of the orientation
and density of cell ligands, opening interesting possibilities for future applications. © 2007
American Vacuum Society. [DOI: 10.1116/1.2821954]

I. INTRODUCTION

Understanding and controlling cell adhesion to biomateri-
als and synthetic materials are important issues in basic re-
search and applied sciences, e.g., for the development of ar-
tificial tissues, the biointegration of medical implants, or the
development of cell chips for drug screening assays.l’4 A
wide range of methods has been developed for inducing cell
adhesion on a variety of substrates (see the review in Ref. 5).
These methods rely principally on biomimetic functionaliza-
tion of substrates with extracellular matrix proteins or pep-
tides. The most commonly used cell adhesion ligand is the
Arg-Gly-Asp (RGD) peptide,®” which is present in several
extracellular matrix proteins and is recognized by
integrins.g’9 Typical procedures for coupling cell recognition

¥ Author to whom correspondence should be addressed. Electronic mail:
a.brisson @iecb.u-bordeaux.fr
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ligands to solid substrates involve physical adsorption, either
directly or via polymer linking,lo covalent coupling via self-
assembled monolayers,11 affinity interaction using the
streptavidin-biotin system, or supported membranes formed
either by vesicle depositionS’12 or above a polymer
cushion.*"?

Functionalized supported lipid bilayers (SLBs) have be-
come increasingly popular as a cell adhesion platform, be-
cause they constitute a natural cell environment in which
membrane proteins and peptides can be incorporated. In ad-
dition, the formation of SLBs is simple14 and they are highly
resistant to nonspecific adsorption by proteins or cells.!>15-18
SLBs consist of a continuous lipid bilayer, 5 nm thick, sepa-
rated from the substrate by a ~1 nm thin water cushion.
Previous studies of cell adhesion with SLBs have relied on
the use of lipids functionalized with peptides.lg*26 The influ-
ence of the orientation,zo’zz’23 accessibility,lg’26

©2007 American Vacuum Society 165
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conformation,”*** or mobility27 of lipo-peptides on cell at-

tachment and spreading have been characterized, thanks to
the availability of a wealth of surface-sensitive techniques
adapted to the SLB format.

In this paper, we present a novel type of cell adhesion
platform, in which peptides are linked stereo-selectively to
proteins forming a rigid 2D matrix on a SLB surface. The
basic concept was to exploit the property presented by sev-
eral proteins of self-assembling in 2D matrices on a lipid
surface.”®" The main potential advantages of this mode of
peptide presentation are the control of the orientation and of
the density of peptides. In addition, this system allows ad-
dressing questions of interest in cell adhesion, such as the
influence of the mobility of the ligands, by comparing the
behavior of immobile protein-peptides with mobile lipo-
peptides on SLBs.

This approach is presented here with Annexin-A5 (Anx5)
as a prototype of 2D matrix-forming protein. Anx5 is known
to self-assemble and form 2D matrices covering lipid sur-
faces containing anionic phospholipids, in the presence of
Ca2* ions.”* ™ The structure of Anx5 2D crystalline assem-
blies has been extensively characterized, both by transmis-
sion electron microscopy (TEM) (Refs. 31-33 and 36) and
atomic force microscopy (AFM).*****° We have shown that
Anx5 forms 2D crystals of trimers on lipid monolayers and
on SLBs prepared on mica, and 2D close-packed assemblies
of trimers on SLBs prepared on glass substrates.**’ The
surface density of Anx5 molecules in crystalline or close-
packed assemblies is basically the same, about
33 000 molecules/ um?, which corresponds to a distance of
about 6 nm between adjacent Anx5 molecules.”

This paper describes first the synthesis and the character-
ization of the binding and 2D organization properties of two
types of Anx5-peptide complexes, containing either a RGD
or an IKVAV motif.***’ The IKVAV sequence is found in
laminin,"’ and it has been shown that IKVAV peptides were
able to promote cell adhesion.>** Then, we show that the
2D matrices of AnxS-peptides are able to promote cell adhe-
sion with two cell types, namely human saphenous vein en-
dothelial cells (HSVE cells) and mouse embryonic stem cells
(MES cells), which are pluripotent cells that can give rise to
any cell type.41 Finally, we show how the surface density of
Anx5-peptides influences cell attachment.

Il. MATERIALS AND METHODS

A. Materials

1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine  (DOPC) and
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-[phospho-L-serine] (DOPS) were
purchased from Avanti Polar Lipids (AL, USA). All other
chemicals were of ultrapure grade. Water was purified with a
RiOs system (Millipore, France).

Muscovite mica plates of 12 mm diameter were purchased
from Metafix (Montdidier, France). Glass cover slips of 12
mm diameter were from Fisher Scientific (Illkirch, France).
QCM-D sensor crystals, covered with 100-nm evaporated
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gold and reactively sputter-coated with 50-nm silicon oxide,
were purchased from Q-Sense (Gothenburg, Sweden).

B. Expression and purification of recombinant rat
Anx5-SH and Anx5-SS-Anx5 dimers

The rat Anx5 coding sequence was excised by Ncol di-
gestion from the pKK233-2-AnxS expression vector” and
cloned into the pGELAF+ expression vector” between two
Ncol restriction sites, resulting in the pGEF-AS5 expression
vector. A double mutant (C314S, T163C) was constructed, in
which the single cysteine-SH residue present in native rat
Anx5 was deleted (C314S), while a cysteine-SH was intro-
duced in position 163 (T163C), resulting in the pGEF-A5B
expression vector. The protein coding sequence of the
double-mutant Anx5 (C314S, T163C), referred to hereafter
as Anx5-SH, was amplified by PCR, excised by Ncol/BamHI
digestion, and cloned into the expression vector pET11b
(GE-Healthcare), resulting in the pET11b-Anx5-SH expres-
sion vector. Escherichia coli BL21(DE3) cells were trans-
formed by heat shock with pET11b-Anx5-SH plasmid.

Cells were plated on LB medium containing 100 ug/mL
ampicillin and incubated overnight at 37 °C. A single colony
was collected and grown in 25 ml LB-ampicillin medium
overnight at 37 °C. An aliquot was diluted with 400 mL
LB-ampicillin medium to give an ODg, of 0.1. The culture
was incubated at 30 °C until ODg, reached 0.7. Protein ex-
pression was then induced by addition of 0.4 mM IPTG and
growth was continued for 16 h at 30 °C.

Cells were harvested by centrifugation (10 min, 4.5 krpm,
4 °C). The pellet was resuspended in an appropriate volume
of 10 mM Tris, 1 mM EGTA, 0.01% NaNj, pH 7.5, to give
a calculated ODgj of 60. The cell suspension was sonicated
at 4 °C with a model 250 Branson sonicator operated in a
pulse mode consisting of five steps of sonication at 13 W for
I min with 15 s intervals. Membrane fragments and large
debris were removed by centrifugation at 12 000g for 2 h at
4 °C. The supernatant, referred to as a soluble extract, was
collected and stored at 4 °C until use.

For purification, the soluble extract was filtered over
0.22 um filters and applied in 4 mL fractions on a Superdex-
200 column (GE-Healthcare) pre-equilibrated and eluted
with a buffer containing 20 mM Tris, pH 8, and
0.02% NaNj; (buffer A). The fractions containing Anx5-SH
were pooled and purified by anion-exchange chromatogra-
phy with a MonoQ HR5/5 column (GE-Healthcare) pre-
equilibrated with buffer A. Elution was performed with a
linear NaCl gradient in buffer A. Anx5-SH eluted at approxi-
mately 230 mM NaCl. The yield was about 25 mg pure
Anx5-SH protein per 400 mL of culture.

Although Anx5-SH proteins have a natural tendency to
oxidize and form Anx5-SS-Anx5 dimers, called hereafter
(Anx5-S), dimers, the yield in (Anx5-S), dimers by sponta-
neous oxidation was highly variable. An optimized method
of production of (Anx5-S), dimers was developed, consist-
ing of mixing Anx5-SH with dithiodipyridine (DTDP)
(Sigma Aldrich) at an Anx5-SH/DTDP molar ratio of 2/1,
followed by overnight incubation at room temperature.
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(Anx5-S), dimers were purified on a MonoQ column eluted
with a NaCl gradient in buffer A, and stored at 4 °C until
use.

C. Synthesis of Anx5-RGD and Anx5-IKVAV
complexes

The RGD peptide (sequence: GCRGYGRGDSPG) and
IKVAV peptide (sequence: CSRARKQAASIKVAVSADR)
were synthesized by solid phase Fmoc chemistry44 with an
Applied Biosystems 431A synthesizer (Courtaboeuf,
France). They were purified by reverse phase chromatogra-
phy on a C-18 column eluted with a water/acetonitrile gra-
dient containing 0.1% trifluoroacetic acid (TFA) and
lyophilized.

The covalent coupling of each peptide to Anx5-SH in-
volved the formation of a disulfide bond between the sulthy-
dryl group of Anx5-SH and the sulthydryl group from the
cysteine residue contained within either the RGD or IKVAV
peptide; it was realized as follows: 75 nmol (Anx5-S),
dimers were reduced by addition of 10 mM dithiothreitol
(DTT) for 30 min at room temperature. Reduced Anx5-SH
was purified on a HiTrap desalting column (GE-Healthcare)
eluted with buffer A. 63.5 nmol An5-SH in buffer A were
mixed with 254 nmol adhesion peptide in 0.1% TFA and
then with 63.5 nmol DTDP. The mixture was incubated over-
night at room temperature. The Anx5-peptide complexes
were purified on a MonoQ column, eluted with a NaCl gra-
dient in buffer A. Their purity and mass were analyzed by
SDS-PAGE and MALDI-TOF mass spectrometry,
respectively.

D. Preparation of small unilamellar lipid vesicles

DOPC and DOPS lipids were dissolved in chloroform,
mixed in desired amounts to give a DOPC/DOPS mixture of
7:3 (w:w), dried in a rotary evaporator, resuspended at 2.5
mg/mL final lipid concentration in a buffer solution made of
10 mM Hepes, 150 mM NaCl, 2 mM NaNj;, pH 7.4 (buffer
B), and vortexed. To form small unilamellar vesicles (SUVs),
the lipid suspension was first homogenized by five cycles of
freeze-thawing and vortexing, and then sonicated with a tip-
sonicator (model-250, Branson, USA) operated in a pulse
mode at 18% duty cycle for 30 min with refrigeration over
ice. The sample was centrifuged for 10 min at 16 000 g in an
Eppendorf centrifuge in order to remove titanium particles.
SUV suspensions were stored at 4 °C until use.

E. Functionalization of glass supports for cell
adhesion

Glass cover slips (12 mm diameter) were cleaned by ex-
posure to 2% SDS for 30 min, then rinsed with ultrapure
water, blow-dried with nitrogen, and exposed to UV/ozone
for 10 min.>* Substrates cleaned in this way were stored in
air. Prior to use, they were re-exposed to UV/ozone for 10
min, placed over a piece of parafilm, and immediately cov-
ered with 150 uL of a buffer containing 10 mM Hepes, 150
mM NaCl, 2 mM CaCl,, 2 mM NaNj3, pH 7.4 (buffer C). A
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SLB was formed by deposition of 150 uL of 0.1 mg/mL
SUVs, diluted in buffer C, over the glass substrate.*** After
20 min, the excess of vesicles was removed by gently ex-
changing the chamber liquid with buffer C by ten cycles of
addition/withdrawal of 100 uL aliquots. Anx5 or Anx5-
peptide solutions were added at 20 ug/mL final protein con-
centration. After 30 min incubation, time sufficient for satu-
ration, the excess of protein was removed as described
before. The functionalized glass supports were used extem-
poraneously.

F. Cell adhesion experiments

Primary HSVE cells were harvested, amplified, and char-
acterized as described by Fernandez et al. o slightly modi-
fied from Golledge et al.”” Cells grew in M199 medium (In-
vitrogen Corp, Cergy Pontoise, France) supplemented with
20% fetal calf serum (Eurobio, Les Ulis, France), 50 IU/mL
heparin (Sanofi Aventis, Paris, France), 10 ng/mL bFGF
(Sigma Aldrich, St Quentin Fallavier, France), and
50 wg/mL gentamycin (Biomedia, Boussens, France).

HSVE cells from passages 3 to 4 were detached from
culture flasks by trypsin (0.125%)-EDTA (0.0625%), col-
lected by centrifugation for 7 min at 1200 rpm, and sus-
pended in Dulbecco’s modified eagle’s medium (Invitrogen)
containing 1.8 mM Ca®" and 1 mM Mg?*. The protein-
SLB-functionalized glass supports were placed in a 12-well
plate coated with an agarose layer to prevent cell adhesion to
the plastic according to Amédée et al. % and 200 000 cells/
well were seeded. Cell adhesion experiments were performed
at 37 °C and 5% CO, for 3, 6, or 24 h.

The extent of cell adhesion was determined by means of a
colorimetric assay according to Verrier et al¥ Briefly, the
samples were transferred, after rinsing with Hanks’ balanced
salt solution (Invitrogen) to a 48-well plate without agarose.
The cells were imaged by phase contrast microscopy and
then supplemented with 0.1 M sodium citrate, 7.5 mM
p-nitrophenyl-N-acetyl-B-D-glucosaminide, 0.5% (v/v) Tri-
ton X-100, pH 5, and placed at 37 °C and 100% humidity.™
After 2 h, the enzymatic reaction was stopped by addition of
a solution composed of 50 mM glycine, 5 mM EDTA, pH
10.4, and absorbance was measured at 405 nm using a mi-
croplate reader (Dynex MRX).

Cell adhesion was also investigated with an R1 MES cell
line.*' Cells were grown and passaged for few days in the
following medium: knockout DMEM, knockout serum re-
placement 15%,  L-glutamine  2mM, pen/strept
100 u/100 wg/mL, nonessential amino acids 100 uM
(Gibco-BRL/Invitrogen), 2000 u/mL LIF (Leukemia Inhibi-
tory  Factor, Chemicon/Millipore), and 100 uM
B-mercaptoethanol (Sigma). Cells were trypsinized, counted,
and 5 X 10* cells in 0.4 mL were seeded per well in a 24-well
plate containing SLB-functionalized glass slides correspond-
ing to the different conditions to analyze (Anx5-RGD, Anx5-
IKVAYV, Anx5 alone), and three control conditions (plastic,
nontreated glass, and 0.1% gelatinized glass). MES cells are
routinely cultured on gelatin to increase adhesion to the plas-
tic surface. E14 and R1 ES cells were incubated overnight at
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37 °C with 5% CO,, fixed the next day with 4% paraform-
aldehyde, washed with PBS, and finally incubated at room
temperature with the nuclear dye
4'6’-diimidazolin-2-phenylindole (DAPI) for 10 min to
quantify the number of cells attached in each condition.

G. Liposome binding assay

DOPC/DOPS (4:1, w:w) multilamellar lipid vesicles
(MLVs) were prepared as follows: the desired amounts of
lipids dissolved in chloroform were mixed, the solvent was
eliminated in a rotary evaporator, a volume of buffer B was
added to give a 10 mg/mL lipid suspension, and the suspen-
sion was homogenized by vortexing. Aliquots of 100 ug
MLVs were incubated for 20 min with mixtures of known
Anx5/Anx5-peptide ratio containing a total amount of 40 ug
protein (expressed in the equivalent amount of Anx5) in a
total volume of 200 uL buffer C. Unbound proteins were
separated from MLV-bound proteins by centrifugation at
100 000 rpm for 45 min in a Beckmann Ultima centrifuge.
The pellet was resuspended in 300 uL buffer C and a sec-
ond centrifugation step was carried out to wash the pellet.
The final pellet was resuspended in a total volume of 40 uL
buffer C. The relative amount of Anx5 and Anx5-peptide was
analyzed by SDS-PAGE.

H. Quartz crystal microbalance with dissipation
monitoring

QCM-D measurements were performed with a Q-SENSE
D300 system equipped with a QAFC 302 axial flow chamber
(Q-SENSE, Gothenburg, Sweden), as described in detail
elsewhere.’! In brief, the adsorption of matter at the surface
of a sensor crystal induces changes in the resonance fre-
quency, F, of the crystal and in the energy dissipation, D.
The frequency change, AF, is related to the adsorbed mass,
including coupled water, and the dissipation change, AD, is
related to energy losses in the adsorbed layer and provides
information on its viscoelastic properties. The adsorbed
mass, m, can be deduced from the Sauerbrey equation,52 m
=—CXAF, with C=17.7 ng cm™? Hz™!', which has been
demonstrated to be valid for SLBs and protein assemblies on
SLBs.** In the QCM-D curves presented in the figures, the
AF and AD jumps associated with buffer exchanges were
corrected for.

l. Atomic force microscopy

AFM experiments were performed in liquid using a Nano-
scope IV-Multimode (Veeco, Dourdan, France), equipped
with a J-scanner (120 um). Oxide-sharpened silicon nitride
cantilevers with a nominal spring constant of 0.06 N/m
(Digital Instruments, CA) were exposed to UV/ozone (BHK,
CA, USA) for 10 min prior to use.** The liquid-covered sub-
strates were installed in a contact mode fluid cell equipped
with an O-ring, and a sample solution or buffer was injected
with a syringe. Contact mode images were recorded at a
scanning rate of 4—6 Hz and a scanning angle of 0°. Images
were flattened.
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FiG. 1. Scheme of the cell adhesion platform based on a 2D matrix of
Anx5-peptides on a SLB. (A) Side view: Anx5-peptide protein complexes
self-assembled in a rigid 2D matrix over a SLB formed on a glass support.
Cell-adhesion peptides are exposed to the aqueous solution. (B) top view:
2D close-packed assembly of trimers of Anx5-peptides.

J. Transmission electron microscopy

Protein 2D crystallization experiments were performed as
described in detail in Ref. 29. Briefly, a lipid monolayer was
formed by applying 0.6 ul of a lipid mixture containing
250 uM DOPC and 125 uM DOPS dissolved in chloro-
form:hexane (1:1, v/v) over a 17 uL droplet of 25 ug/mL
Anx5-peptide in buffer C. After 1 h incubation necessary for
crystallization, the material present at the air-water interface
was transferred onto a perforated carbon-coated 200-mesh
copper EM grid by horizontal lifting. The grid was washed
with water, negatively stained with 1% uranyl acetate, and
coated with a thin layer of carbon to increase stability. TEM
observations were performed with a CM-120 FEI micro-
scope operated at 120 kV. Images were recorded on a 2k
X 2k USC-1000 slow-scan CCD camera (Gatan, CA, USA)
at a nominal magnification of X40 000. Images were pro-
cessed with the image processing GRIP software.”

lll. RESULTS AND DISCUSSION

Our goal was to develop a platform for cell adhesion con-
sisting of a 2D matrix of Anx5-peptide complexes self-
assembled on a SLB, as illustrated in Fig. 1.

A. Synthesis of Anx5-peptide complexes

Two cell-adhesion peptides, containing either a RGD or
an IKVAV motif, were synthesized. Both sequences con-
tained in addition a cysteine residue, in order to form a co-
valent disulfide-bond between the peptides and Anx5-SH, a
double mutant of Anx5. The single cysteine residue of
Anx5-SH was stereo-selectively inserted in a solvent-
exposed loop on the concave face of Anx5, opposite to the
membrane-binding face, in order to ensure high accessibility
of the coupled elements.”*

The Anx5-RGD and Anx5-IKVAV disulfide-linked com-
plexes were produced at close to 100% purity with an overall
yield of 20% (data not shown). Molecular masses of 36 738
and 37 608 Da were determined by MALDI-TOF mass spec-
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FIG. 2. Adsorption of Anx5-RGD, Anx5-IKVAYV, and Anx5 on DOPC/DOPS
(7/3) SLBs, by QCM-D. Changes in adsorbed mass (upper curves; increas-
ing values downwards) and dissipation (bottom curves) measured upon ad-
dition of DOPC/DOPS (7/3) vesicles (arrow 1), followed by the addition of
20 pg/mL Anx5-RGD (blue), Anx5-IKVAV (red), or Anx5 (black) (arrow
2). Rinsing the QCM-D chamber with protein-free buffer is indicated by a
dashed line. At arrow 3, the chamber was rinsed with an EGTA-containing
buffer. Biphasic aspect of the mass and dissipation curves observed after the
addition of lipid vesicles is characteristic of the formation of a SLB on SiO,,
stabilizing at about 440 ng/cm? and exhibiting no dissipation.“s"(’(J

trometry for Anx5-RGD and Anx5-IKVAYV, respectively.
These values are in good agreement with the theoretical val-
ues of 36 759 and 37 628 Da, respectively.

B. Binding and organization of Anx5-peptide 2D
matrices on SLBs

The behavior of Anx5-peptide complexes on lipid sur-
faces was investigated by QCM-D, AFM and TEM, in order
to check whether the covalent coupling of peptides to
Anx5-SH affected Anx5 properties of binding and 2D self-
assembly on SLBs. >0

1. Characterization of the binding of Anx5-peptide
complexes to SLBs, by QCM-D

Figure 2 presents the QCM-D adsorption responses ob-
tained with both Anx5-RGD and Anx5-IKVAYV, as well as
with Anx5, on SLBs. Saturation of the SLB surface was
obtained with about 20 ug/mL Anx5-RGD, similarly to
Anx5. At saturation, Anx5-RGD and Anx5-IKVAV ad-
sorbed monolayers are characterized by mass and AD values
of ~350 ng/cm? and ~0.8 X 107, respectively. In compari-
son, a saturating monolayer of Anx5 has a mass of
280 ng/cm? and a AD value close to 0.7 As expected, bind-
ing of Anx5-peptide complexes is Ca**-dependent, as shown
by the instantaneous and complete release of Anx5-peptide
upon rinsing with a buffer containing 2 mM EGTA (arrow 3
in Fig. 2). The 2D Anx5-peptide matrices are stably bound to
the SLB, as shown by the absence of release upon rinsing
with a protein-free solution (dashed line in Fig. 2). This
property, which is characteristic of Anx5,% is essential for
the present application as cell adhesion experiments must be
performed in the absence of Anx5-peptide in solution.

The relative mass difference of ~25% observed between
Anx5-peptide (~350 ng/cm?) and Anx5 (280 ng/cm?) ma-
trices is large in comparison with the relative mass increment
of the peptides (~4—-6%). This, together with the high dis-
sipation values of Anx5-peptide matrices as compared to
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FIG. 3. 2D organization of Anx5-RGD on lipid surfaces, by AFM (A), (B),
and TEM (C). A) Domains of Anx5-RGD formed on a DOPC/DOPS (7/3)
SLB on mica. Formation of domains is characteristic of the formation of 2D
crystalline domains of Anx5 on mica-SLBs.” Image size: 20 um. (B) High-
magnification AFM image revealing the hexagonal crystalline organization
of Anx5-RGD molecules. Scale bar: 40 nm. (C) 2D projection map of an
Anx5-RGD 2D crystalline area from a TEM image, calculated at 2.5 nm
resolution, with p3 symmetry imposed (a=b=17.7 nm, y=120°).

Anx35, indicates that the peptides are flexible and highly hy-
drated. The RGD and IKVAV peptides are thus favorably
exposed for interacting with integrins.

2. Characterization of the 2D organization of Anx5-
peptide matrices by AFM and TEM

The structure of Anx5-peptide 2D matrices was further
studied by AFM on SLBs and by TEM on lipid monolayers,
following procedures established with Anx5.%"* The results
obtained with both peptides were strictly similar; for simplic-
ity, the results obtained with Anx5-RGD are presented here.

Anx5-RGD complexes self-assemble on SLBs in 2D do-
mains, as shown by AFM [Fig. 3(A)]. At saturation, the do-
mains cover entirely the SLB surface (data not shown), as
previously observed for Anx5. Observed at higher resolution,
these domains present a 2D crystalline organization with
hexagonal symmetry [Fig. 3(B)], which is characteristic of
Anx5 2D crystzzlls.30’35 However, the crystalline order is less
clear in images of Anx5-RGD crystals than on Anx5 crystals’
images. This is most likely due to the interaction of the AFM
tip with RGD peptides, which are flexible and protrude
above the rigid Anx5 matrix.

High-resolution structural information was obtained by
TEM on Anx5-RGD 2D assemblies formed on lipid mono-
layers. Two-dimensional crystals of Anx5-RGD were ob-
tained in the same conditions as for Anx5.2% Figure 3(C)
presents a 2D projection map of an Anx5-RGD 2D crystal,
calculated by Fourier analysis at 2.5 nm resolution. The 2D
crystals of Anx5-RGD are made of trimers arranged with p6
symmetry (unit cell dimensions: a=b=17.7 nm, y=120°),
as Anx5 2D c1rystals.33

In conclusion, these results demonstrate that the presence
of a peptide covalently linked on the concave face of Anx5
opposite to the membrane-binding face does not affect its
properties of binding and 2D organization on lipid surfaces.
We consider therefore most likely that on glass substrates,
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FiG. 4. Adhesion of HSVE cells on various supports. Phase contrast micro-
graphs recorded after 3 h seeding HSVE cells. (A) HSVE cells homoge-
neously spread on a 2D matrix of Anx5-RGD (at a maximal density of
33000 Anx5-RGD/um?). Dense focal contact points are observed at the
cell periphery (arrows). (B) Cells spread on gelatin, exhibiting similar size
and morphology as on Anx5-RGD. (C) HSVE cells do not adhere to an
Anx5 matrix and exhibit a rounded shape. Scale bars: 50 um.

which were used in cell adhesion experiments, Anx5-
peptides behave also like Anx5 and form close-packed
trimers>* (Fig. 1).

C. Adhesion of HSVE cells and MES cells on 2D
matrices of Anx5-peptides

The use of Anx5-peptide 2D matrices on SLBs as a plat-
form for cell adhesion was then investigated with two cell
types, HSVE cells and undifferentiated MES cells.

HSVE cells were found to adhere to 2D matrices of Anx5-
RGD, as shown in Fig. 4(A) recorded after 3 h incubation.
The cells were homogeneously spread, with an average di-
ameter of about 20 wm. The cell nuclei were well-resolved
and cytoplasmic extensions with focal contact points ob-
served at the cell periphery [arrows in Fig. 4(A)]. The cell
density was about 1400 cells/mm?. This value is slightly
higher than the value obtained on gelatin, which is the refer-
ence substrate for these cells [Figs. 4(B)].>*>” HSVE cells do
not adhere to pure Anx5 matrices [Fig. 4(C)] and only
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FiG. 5. Adhesion of HSVE cells and MES cells on various supports. The

100% relative adhesion values correspond to values measured on gelatin,
which is the reference substrate for both cell types.
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weakly to Anx5-IKVAV matrices (Fig. 5). On these sub-
strates, quiescent cells were observed, presenting a charac-
teristic rounded shape and intense light scattering, with a
diameter of 2—5 um [Fig. 4(C)].

With MES cells, we found that Anx5-IKVAV 2D matrices
promote cell attachment almost as efficiently as gelatin,
which is the reference substrate for these cells (Fig. 5). Pre-
vious reports have shown that peptides containing the
IKVAV sequence were able to promote the adhesion of neu-
ral stem cells,24’38 stem cells committed to differentiate only
into neural cell types, yet this is the first time that this effect
is described for MES cells, pluripotent cells that can give rise
to any cell type. MES cells were also observed to attach to
Anx5-RGD 2D matrices, yet to a lesser extent than to Anx5-
IKVAV (Fig. 5). No attachment was detected on pure Anx5
matrices.

These results demonstrate that the Anx5-peptide 2D ma-
trices constitute an efficient platform for cell adhesion.

D. Influence of the density of Anx5-peptide complexes
on cell attachment

We investigated then the influence of the peptide density
on cell adhesion. As Anx5 and Anx5-peptides present almost
identical properties of binding and 2D organization, we con-
sidered that the peptide density could be varied in a con-
trolled manner by using mixtures of Anx5 and Anx5-peptides
of known Anx5/Anx5-peptide ratios. To verify this hypoth-
esis, we developed the following liposome-binding assay: (1)
liposomes were incubated in the presence of protein solu-
tions containing known Anx5/Anx5-peptide ratios, with an
excess of Anx5 moieties with respect to the available lipid
surface; (2) liposomes were separated from unbound proteins
by centrifugation; (3) the respective amount of liposome-
bound Anx5 and AnxS5-peptide was evaluated by SDS-
PAGE. The results presented in Fig. 6 show qualitatively
that, for both RGD and IKVAV peptides, the respective
amount of Anx5 and Anx5-peptide bound to liposomes was
indeed in agreement with the original Anx5/Anx5-peptide
ratio.

The surface density of Anx5-RGD peptides was shown to
influence the adhesion of HSVE cells (Fig. 7). The maximal
density of Anx5-RGD molecules in a 2D matrix made of
pure Anx5-RGD is about 33 000 Anx5-RGD/ ,um2; the cor-
responding RGD-to-RGD distance is about 6 nm.*** De-
creasing the RGD density down to 6000 RGD/um? had
only a minor effect on cell adhesion. Cell attachment was
observed down to 1% Anx5-RGD, which corresponds to
300 RGD/um?.

Similar results were obtained when the attachment of
MES cells was studied at various densities of Anx5-IKVAV
peptides. The critical IKVAV density required for initial cell
attachment was close to 300 IKVAV/um? (data not shown).

A density of 300 Anx5-peptide/ um? corresponds to an
average distance of 58 nm between ligands. This number is
strikingly close to the critical distance of 58—73 nm deter-
mined by Spatz and colleagues58 with nanopatterned RGD-
linked gold particles, below which cells do not adhere. We
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FiG. 6. SDS-PAGE analysis of the relative amount of Anx5-peptides and
Anx5 bound to liposomes. Two left lanes correspond to pure Anx5 and
Anx5-peptides [RGD in (A), IKVAV in (B)] in the absence of liposomes.
The other lanes correspond to liposome pellets obtained after incubation
with the following (Anx5-peptide/Anx5) mass ratios: 0/100; 2.5/97.5; 5/95;
10/90; 25/75; 50/50; 75/25 (for IKVAV), 100/0. Relative intensities of the
Anx5-peptide and Anx5 bands in samples ranging from 25/75 to 100/0,
estimated visually, are in good agreement with the protein ratios. For the
three lower ratios (2.5/97.5, 5/95, and 10/90), the large difference in the
absolute amounts of deposited proteins prevents direct quantitative estima-
tion. Amount of Anx5-peptide was estimated by comparison with reference
gels of known Anx5-peptide amounts (data not shown).

must say however that the 58-nm distance determined in our
study corresponds to an average distance between ligands,
and not an absolute distance as in the case of RGD-gold
particles.58 Nevertheless, the critical ligand density deter-
mined in our study is significantly lower than values previ-
ously reported with SLBs functionalized with
lipo-peptides.23 These two modes of peptide presentation dif-
fer mainly in terms of lateral mobility of ligands, as ligands
diffuse freely in 2D in the case of lipo-peptides incorporated
in SLBs,® while they are immobile in Anx5-peptide matri-
ces, and also in the case of nanopatterned gold colloids.
Other possible differences are the homogeneity, orientation,
and/or accessibility of the peptides, which are well controlled
in the case of a protein 2D matrix.

IV. CONCLUSIONS

This paper presents a platform for cell adhesion, consist-
ing of a 2D matrix of Anx5-peptide complexes self-
assembled on a SLB. The property of Anx5 to self-assemble
at lipid surfaces into a rigid platform is exploited for present-
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FiG. 7. Influence of the RGD peptide density on the adhesion of HSVE cells.
Mean values and SD from six experiments. The 100% relative adhesion
values correspond to values measured on gelatin.
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ing cell adhesion peptides. All known advantageous proper-
ties of Anx5 are shown to be conserved in Anx5-peptide
complexes. Cell attachment is demonstrated with two differ-
ent peptides and two different cell types. The efficiency of
the platform in promoting cell adhesion is likely to result
from the homogeneity, orientation, and accessibility with
which peptides are presented. This paper also shows that
undifferentiated MES cells attach specifically to IKVAV pep-
tides, opening up the possibility of cell separation.

The proposed strategy opens promising perspectives, for
example for the sorting of cells via Anx5-peptide-SLB-
functionalized glass beads, for the transfer of cells between
supports, e.g., via Langmuir-Blodgett techniques, or for the
development of cell chips via lipid bilayers suspended over
holes.”” Anx5 2D matrices may also be used for presenting
other molecular entities, e.g., antibodies or proteins for the
development of biosensors or microarray systems.
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