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Introduction : Interactions entre
protéines membranaires

Apreés avoir considérablement progressé dans la connaissance du génome, les recherches
se focalisent désormais sur les propriétés et la fonction des protéines découvertes. La
propriété essentielle de ces protéines réside dans leur capacité a former des complexes avec
d’autres protéines. Ces interactions protéines-protéines jouent un role majeur dans tous
les processus cellulaires (la réplication de ’ADN, la transcription, la sécrétion de neuro-
transmetteurs, la transduction du signal). Ces assemblages peuvent aussi étre transitoires.
Ils ont alors différents roles possibles [1]:

e la modification de la dynamique d’association ainsi ’accrochage coopératif de I'oxyge-
ne pour I’hémoglobine est régulé par des interactions avec des protomeéres [2],

e |'extrusion de substrats hors de la cellule,
e la formation de nouveaux sites d’interactions,

e l'inactivation d’une autre protéine (c’est le cas de I'interaction de répresseur avec
leur anti-répresseur),

e la modification de spécificité d'un substrat. De cette facon, 'interaction de facteurs
de transcription avec la protéine chargée de la construction de 'ARN la dirige vers
des protoméres différents.

Identifier et caractériser ce réseau d’interactions est donc un pré-requis pour espérer com-
prendre les processus cellulaires aux niveaux moléculaire et biophysique. Dans ces pro-
cessus, les protéines présentes sur la membrane des cellules ont un réle primordial. Elles
entrent en jeu dans tous les mécanismes de liaison avec le milieu extérieur comme le
transport d’informations via les phénoménes d’endo et d’exocytose ou la fusion qui utilise
les protéines SNARE, I'adhésion entre cellules grace aux cadhérines, la reconnaissance, la
résistance aux toxines comme les pompes a efflux chez les bactéries dont nous parlerons
dans ce manuscrit.

Enjeux d’une interaction

Les interactions entre protéines peuvent étre analysées de maniére trés diverses et a
plusieurs niveaux d’étude.
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La premiére étape est bien sir la détection et 'identification des partenaires.

Cinétique,
dynamique d'association

Identificatio

Structure Affinité

Fonction biologique

Figure 1: Schéma-bilan sur les grandeurs a déterminer pour définir
une interaction. En gras, les techniques que nous allons décrire qui
apporte une description possible sont notées.(Abréviations : AFM :
microscope a force atomique, SPR : Résonance plasmon de surface,
SPT : Suivi de molécules uniques).

Une fois qu'une interaction a été décelée, les propriétés moléculaires de ’objet doivent
étre obtenues. Les paramétres-clés sont la configuration du lien (frontal ou latéral), I’état
d’oligomérisation de chacun des partenaires et les rapports stoechiométriques a l'intérieur
du complexe.

La deuxiéme étape concerne les propriétés biophysiques du complexe. Les taux d’associa-
tion et de dissociation sont essentiels pour décrire la dynamique du systéme et caractériser
les assemblages transitoires. En outre, I’affinité ou ’énergie de la liaison constitue un élé-
ment majeur de cette caractérisation. Ces valeurs d’équilibre soulignent les liens les plus
difficiles a rompre.

Enfin, 'ultime étape dans la connaissance d’une liaison est la découverte de sa fonction.
La réponse a cette interrogation peut étre partiellement suggérée a partir des éléments
précédents mais parvenir a recréer in vitro une fonction spécifique a partir de protéines
isolées reste ’enjeu des études biophysiques. Toutes ces interrogations sont résumées dans
la figure 1.

Techniques usuelles de caractérisation des interactions
entre protéines

Les méthodes proposées pour répondre a ces questions ont été développées par des physi-
ciens, des biologistes, des généticiens et des chimistes. Le panel est donc trés large. Notre
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but n’est pas de les référencer mais seulement de dresser un bilan des techniques les plus
utilisées.

Détection d’associations

Ny,

Extrait protéique l

Protéine P1 greffée sur la matrice

Protéines interagissant

-\/"

>t

Figure 2: Schéma de principe de la détection d’interaction par
étude de chromatographie d’affinité. L’extrait protéique est injecté
dans la colonne, les protéines qui vont fortement réagir avec la
protéine immobilisée vont étre les derniéres a sortir. A la fin, on
fait une élution qui permet d’obtenir les complexes

Tout d’abord, intéressons-nous aux méthodes de détection des complexes protéiques.
Il en existe deux types que ’on peut partager en détection in vivo ou détection in wvitro.
Nous évoquerons ici les méthodes in vitro. Elles requiérent la purification de protéines.

La chromatographie d’affinité 3] est trés répandue car elle est facile & mettre en ceuvre.
Une protéine est immobilisée sur une matrice généralement composée de billes de silice
fonctionnalisées (figure 2). Cette fixation se fait grace a un marquage de la protéine avec
un groupement histidine, par exemple, qui s’accroche aux éléments Nickel greffés sur la
bille. Dans la colonne, on fait alors circuler un extrait protéique. Les molécules vont mi-
grer en fonction de la force de liaison vis-a-vis de la protéine immobilisée. Les objets sans
interaction vont sortir les premiers, ceux qui sont fortement liés vont avoir une vitesse de
migration plus lente. Les complexes les plus fortement liés sortiront ensuite par élution.
Cette méthode est trés sensible puisque la détection d’interactions ayant des constantes
de dissociation de 10°M est possible. Elle autorise un test en paralléle de plusieurs espéces
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d’un extrait et de plusieurs conditions de tampon.
Cependant, la détermination de la steechiométrie du complexe est difficile par cette

Figure 3: Schéma de principe de la méthode de gel natif pour
la détermination de la stcechiométrie d’un complexe. Le premier
gel réalisé sous conditions non-dénaturantes isole chaque complexe
grace a une migration par poids moléculaire. Le second gel va sé-
parer chaque élément du complexe et permettre une quantification
de chacun pour déduire une steechiométrie.

méthode c’est pourquoi elle est souvent complétée par une étude du complexe par gel
électrophorétique natif ou BN-PAGE [4] [5]. Les complexes formés sur la colonne de chro-
matographie sont recueillis puis analysés par taille moléculaire en utilisant une migration
sur un gel électrophorétique (figure 3). Les conditions utilisées sont des conditions dites
natives ce qui signifie que les complexes ne sont pas coupés. La masse du ou des com-
plexes est déterminée par comparaison avec des marqueurs de poids moléculaires connus.
Le nombre d’éléments présents est ensuite obtenu en faisant migrer chacun des complexes
sous conditions dénaturantes sur un second gel. Les liaisons sont rompues et on peut
quantifier la quantité de matiére de chaque protéine.
Cette méthode n’est pas une méthode a 1’équilibre, on la compare souvent avec une étude
par ultracentrifugation analytique [6] |7] [8]. Cette technique permet de séparer les dif-
férentes espéces en fonction de leur masse moléculaire. La masse du complexe est ainsi
déterminée avec précision. Elle peut aussi apporter des informations quant a I’équilibre
de la réaction par la mesure de la constante de dissociation.

La technique du cross-linking détecte les interactions mais elle permet aussi de déduire
larchitecture du complexe |9]. Cette méthode utilise un linker de la forme R-S-S-R’ pour
renforcer les éventuelles interactions (figure 4). Ce linker posséde deux radicaux R et R’
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qui peuvent réagir avec chacune des protéines P et P’ qui interagissent. Les complexes
formés sont mis & migrer sur un gel non dénaturant de maniére a faire un tri par poids
moléculaire. Le complexe plus lourd va migrer plus lentement. Une seconde migration
est ensuite effectuée aprés traitement par un réducteur qui va casser le pont disulfure S-S.
Ainsi le complexe est clairement identifié puisqu’il sera le seul élément qui va donner deux
traces séparées lors de la seconde migration.

S--S
/ N

Figure 4: Description de la méthode de Cross-linking. Deux radi-
caux / et \_sont liés par un pont disulfure. Ces radicaux perme-
ttent de renforcer la liaison entre les deux protéines.

Le marquage fluorescent des protéines a ouvert la voie & de nouvelles technologies qui

sont applicables in vivo. Les techniques de détection basées sur le transfert résonant de
fluorescence (FRET) [10] sont intéressantes. Cette technique s’appuie sur un échange
d’énergie entre deux fluorophores : un donneur et un accepteur. Ce transfert d’énergie
a lieu avec une probabilité finie seulement si les fluorophores sont éloignés de moins de
10 nm. La mesure de ce taux de transfert permet de détecter les interactions et de préciser
les sites protéiques proches. En outre, la mesure de 'intensité de transfert par rapport a
celle d’émission directe donne la stoechiométrie des assemblages [11].
La détection de complexes protéiques est ainsi une voie importante de recherche. La dé-
tection par des dispositifs de sélection a grande échelle représente un domaine d’innovation
important : la protéomique. Les plateformes de tests sont développées pour tester
des interactions [12]. Diverses protéines sont immobilisées sur des supports solides et
I’accrochage d’une autre protéine est détectée en paralléle pour chaque puits. On peut
ainsi tester un panel de conditions différentes (forces ioniques, pH, ...) mais aussi varier les
couples de protéines étudiés. La microfluidique est aussi une des voies de développement
possible pour la détermination des conditions optimales pour une réaction.

Caractérisation de protéines

De nombreuses techniques pour la caractérisation in vitro d’interactions sont apparues ces
derniéres années. Certaines ont notamment connues un développement industriel. Ces
méthodes requiérent souvent une grande quantité de protéines. Les méthodes de suivi de
molécules uniques tiennent une place importante. Une bille d’or ou une boite quantique
[13| peut étre greffée sur une protéine et permet d’imager en temps réel les mouvements
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de cette derniére. Ces expériences donnent des informations sur les premiéres étapes de
la formation du lien [14]. Cependant elles ajoutent un marquage par un élément qui est
souvent plus gros que l'objet suivi ce qui peut bloquer les interactions.

Depuis l'arrivée du Biacore’™ dans les années 90, la détection d’interactions entre
protéines non marquées par des mesures sur des interfaces solides a connu une grande
popularité. La méthode de résonance plasmon de surface (SPR) et les techniques qui
sont lices [15] détectent l'interaction entre un ligand soluble et un récepteur immobilisé
sur la surface d’un transducteur physico-chimique. Ces mesures sont résolues en temps.
De cette maniére, les cinétiques d’associations et de dissociation sont décrites. Les taux
d’associations varient entre 1 et 107* s~!. L’avantage principal de ces méthodes est leur
absence de marquage. De plus, ces dispositifs peuvent potentiellement étre couplés a des
architectures de puits de tests afin de varier rapidement les conditions. Cependant, la
difficulté majeure reste la maitrise des méthodes d’immobilisation des récepteurs. Dans
le cas des protéines membranaires, les techniques de reconstitution sur de tels types de
surface restent difficiles & mettre en ceuvre [16].

Forces de rupture et énergie de liaison

Les mesures de force de lien unique sont un domaine qui connait une expansion consi-
dérable en interface physique-biologie. Les méthodes proposées permettent de tester des
forces dans une grande gamme. Ces techniques mesurent des forces entre une sonde sur
laquelle on applique une force de rappel variable et un substrat. Le microscope a force
atomique (AFM) [17] est un de ces dispositifs. Une des protéines est greffée sur une pointe
d’AFM tandis que la protéine partenaire est immobilisée sur une surface (figure 5). Sous
I’effet des interactions, la force nécessaire pour retirer la pointe va varier. Ces courbes
de force en fonction de la distance sont cependant difficiles & interpréter. Notamment les
théories différent sur les informations apportées par la spectroscopie dynamique de force,
sur la valeur de I’énergie du lien.

Les énergies de liaison sont plus difficiles & obtenir. La technique la plus utilisée reste
la calorimétrie isotherme de titration [18|. Lorsqu’un ligand se fixe & un récepteur, il y a,
selon le signe de ’enthalpie de la réaction, dégagement ou absorption de chaleur. Ce sont
ces modifications de températures qui sont mesurées. Ces changements sont évalués en
comparant deux solutions placées dans deux récipients liés par un thermocouple (figure 6).
La solution échantillon contient la molécule, la solution de référence ne contient que le
tampon. On ajoute alors des fractions connues de ligands et on mesure 1’énergie a fournir
ou a prélever a la solution échantillon pour que sa température soit identique a celle de la
référence. Ce dosage permet de mesurer 'enthalpie de la réaction. En outre, on a accés
a la stoechiométrie de la réaction. Cependant, sa mise en oeuvre dans le cas de protéines
avec un détergent est difficile.
Nous avons résumé dans le tableau 1, les informations apportées par chacune de ces
méthodes sur une interaction de maniére a mieux les comparer.
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Cantilever

( I&

Pointe d'AFM

Protéine 2

Protéine 1

Surface

Figure 5: Principe de PAFM. La pointe sur laquelle est greffée la
protéine 1 est retenue par la liaison entre les protéines 1 et 2 quand
la pointe se retire. On mesure la force de rupture du lien entre les
deux protéines.

Addition de
ligands
Chauffage
Chauffage de
de calibration
référence
A 4
hermo-
couple
Cellule de Echantillon
référence

Figure 6: Principe de la calorimétrie isotherme de titration. Les
variations de températures de la cellule d’analyse sont obtenues
par comparaison avec une cellule de référence. On obtient ainsi
des courbes qui sont des courbes de dosage.

Fonction ?

La détermination du lien entre la structure et la fonction d’un assemblage reste 1’enjeu
de I’étude des interactions. La cristallographie est 1'outil essentiel pour répondre a ces
interrogations. La structure tridimensionnelle des protéines sous forme complexée permet
de déterminer leur role dans un assemblage.

La reconstruction des fonctions in vitro est aussi un test de plus en plus développé pour
parvenir a déterminer la fonction des protéines et de leur associations.
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Technique Protéines Identification | Stoechiométrie | Cinétique | Energie
membranaires
Chromatographie +/- - + - _
d’affinité
BN-PAGE +/- + + - _
AUC +/- +/- + +/- _
Cross-linking + /- + +/- - -
FRET + + + - _
SPR +/- + +/- + +/-
Spectroscopie
dynamique + + - - +
de forces
Calorimétrie + /- - 4 _ i

Tableau 1: Tableau-Récapitulatif des différentes techniques
mentionnées lors de cette introduction. Les signes - indiquent
que la méthode n’est pas adaptée a ce type de mesures.
Les signes + indiquent au contraire une bonne adaptation.
L’utilisation + /- signifie que la technique est utilisable mais
qu’elle n’est pas trés adaptée.

Et pour les protéines membranaires ...

Les protéines membranaires sont délicates a étudier du fait de leur caractére hydrophobe.
Il faut parvenir a créer un environnement adapté. Les méthodes que nous avons évo-
quées sont mieux adaptées aux protéines solubles (tableau 1). Certaines sont cependant
utilisables pour des micromanipulations de cellules mais peu sont construites pour des
interactions entre protéines membranaires.

Cette mauvaise adaptation aux protéines membranaires conduit a multiplier les systémes
d’étude. Les mesures sont effectuées en cellule puis en solution lorsqu’il s’agit d’atteindre
des paramétres tels que ’affinité ou les taux de réaction.

En outre, les protéines membranaires sont souvent plus difficiles a produire que les pro-
téines solubles. Les quantités de protéines consommeées sont un facteur limitant pour la
réalisation de certaines mesures. Une contrainte essentielle pour ’étude de ces objets est
donc de limiter la quantité de protéines consommeées.

Ces remarques montrent bien toute 'importance du développement d’outil pour les objets
membranaires.

Dans ce travail, nous avons développé des outils adaptés a ’étude des protéines trans-
membranaires. Nous les avons testé en les applicant a I’étude d’un lien connu : celui
entre la streptavidine et la biotine. Une fois notre technique validée, nous avons étudié les
interactions entre trois protéines constituant une pompe a efflux d’une bactérie & double
membrane : Pseudomonas aeruginosa que nous décrirons dans le chapitre 1.

Aprés avoir décrit la maniére dont nous avons surproduit les protéines étudiées lors de
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cette thése (Chapitre 2), nous avons consacré le troisiéme chapitre a la description du
systéme simplifié de bicouches utilisé pour solubiliser les protéines transmembranaires.
Le Chapitre 4 est consacré a la description de la méthode de recouvrement de fluorescence
aprés photoblanchiment (FRAPP) utilisé pour déterminer les coefficients de diffusion des
différentes inclusions membranaires. Nous y montrons que, contrairement a l'idée com-
munément admise, le modeéle de Saffman-Delbriick qui relie la valeur du coefficient de
diffusion au rayon de ’objet diffusant et a I’épaisseur de la membrane n’est pas valable
pour des protéines dont le rayon est inférieur a 30 A. Les résultats de ce chapitre permet-
tent de développer un outil puissant dédié a I’étude des interactions entre les protéines
membranaires.
La suite de ce manuscrit présente les résultats obtenus pour la détection et la caractérisa-
tion des interactions entre protéines membranaires a l'intérieur d'un systéme unique. Le
cinquiéme chapitre est consacré a la détection et a la caractérisation géométrique d’'une
liaison. Nous montrerons que la méthode développée permet de détecter une interaction
mais aussi de préciser sa configuration en déterminant si les objets interagissent latérale-
ment ou frontalement (figure 7). Pour cette derniére géométrie, nous pourrons méme
avoir accés a la distance spécifique entre les membranes qui autorise la création d’un lien.
Nous verrons aussi que nous pouvons réaliser dans ces échantillons un dosage des sites
d’interaction pour répondre a I’enjeu majeur des rapports steechiométriques dans un as-
semblage.

Nous montrerons ensuite au chapitre 6 que nous avons accés aux constantes cinétiques

Figure 7: Géométrie des interactions. Deux protéines peuvent
interagir latéralement (cas (a)) ou frontalement (cas (b))

de formation et de rupture d’un lien ainsi qu’aux constantes de réactions a l'équilibre.

L’énergie de l'interaction entre deux protéines de la pompe a efflux a été déterminée au
chapitre 7.
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Chapitre 1

Résistance aux antibiotiques : Pompes
a efflux

Les bactéries sont des organismes procaryotiques en majorité unicellulaires avec une
taille allant de 1 & 10 pgm. Leur plan d’organisation est simple par rapport aux eucary-
otes. De maniére générale, les seules membranes existantes sont celles qui les limitent.
L’intérieur de la cellule ne posséde pas de compartimentation ou d’organites ; le patri-
moine génétique n’est pas enfermé dans un systéme membranaire clos ce qui conduit a une
continuité sur la localisation des différentes étapes de 'expression des génes. La division
chez les bactéries conduit a une coordination entre duplication de I'unique chromosome
bactérien et croissance. Parmi ces bactéries, le test de Gram permet depuis 1880 de dis-
tinguer deux grands groupes correspondants a deux types d’organisation membranaire.
On distingue :

e les bactéries a Gram positif qui sont caractérisées par une enveloppe avec une seule
membrane limitante : la membrane cytoplasmique doublée d’une épaisse couche de
peptidoglycane (il s’agit d’'un complexe macromoléculaire réticulé a trois dimensions
qui confére a la cellule sa rigidité et sa solidité),

e les bactéries a Gram négatif qui sont caractérisées par deux membranes phospholi-
pidiques limitantes : la membrane cytoplasmique et la membrane externe encadrant
le périplasme (figure I.1). Ce dernier est un espace de dimensions inconnues qui in-
clut une fine couche de peptidoglycane. Les deux membranes ont une composition
et une structure tres différentes ; ainsi la membrane cytoplasmique ou interne en-
ferme de nombreux transporteurs transmembranaires alors que la membrane externe
est percée de nombreux pores qui laissent passer des molécules allant jusqu’a 1500
g.mol™! (ou 1.5 kDa car 1 g.mol~! = 1 Da) et porte de nombreux résidus glucidiques
accrochés a des lipides.

L’avénement de l'antibiothérapie pour lutter contre les bactéries s’est accompagné
d’une résistance développée par certaines souches bactériennes. Celle-ci est due a I'activation
d’éléments chromosomiques déja présents dans le génome bactérien ou a l'utilisation
d’éléments génétiques mobiles. Cette résistance peut étre sélective pour une classe d’anti-
biotique ou au contraire couvrir un large spectre de toxines - ce sont les systémes MDR
(Multidrug resistance).

Parmi les mécanismes de résistances, trois catégories peuvent étre discernées [19] :

e la production d’enzymes inactivatrices des antibiotiques,

e la modification des cibles des antibiotiques ainsi la résistance aux fluoroquinolones
est due a la modification de leur cible : les topoisomérases de classe II, qui sont des
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Cytoplasme

ADN bactérien Plasmide

Membrane externe

Périplasme
Peptidoglycan

Membrane interne

Figure I.1: Bactérie a double membrane ou Gram négative

enzymes jouant un role dans le controle de la topologie de ’ADN et pouvant créer
des coupures transitoires dans la chaine,

e la réduction de la concentration intracellulaire de toxines grace a une imperméabilité
obtenue par diminution des productions de porines' externes ou grace a un efflux
actif.

Nous nous sommes intéressés, dans ce mémoire, a 'eflux actif chez une bactérie Gram-
négative : Pseudomonas aeruginosa. Ce chapitre présente la pompe a efflux que nous
avons étudiée. Nous étudions tour a tour chacune des trois protéines qui la composent :
MexB, OprM et MexA afin de mettre en évidence les enjeux d’une telle étude.

I.1 L’efflux actif chez les bactéries & double membrane

I[.1.1 Description d’une bactérie Gram négative

La bactérie P. aeruginosa est un agent pathogéne opportuniste capable d’infecter un large
spectre d’hotes allant du végétal a 'animal et pouvant toucher I’homme. Chez ce dernier,
cet agent pathogéne affecte principalement les personnes immunodéprimées comme celles
atteintes de mucoviscidose. Dans son environnement naturel, cette bactérie peut étre
trouvée sous sa forme planctonique ou dans un biofilm et peut se développer dans un
spectre de température allant de +4°C a +42°C.

Elle développe une forte résistance aux antibiotiques notamment aux (-lactames et aux
fluoroquinolones. 1l s’agit d’une bactérie Gram-négative ce qui signifie qu’elle posséde
une double membrane tout comme une bactérie plus connue et dont elle est proche FEs-
cherichia coli. Ces deux enveloppes lipidiques sont séparées par un espace estimé a 200 A
nommé périplasme (figure I.1). Cette double barriére permet a la bactérie de s’adapter
aux changements de pression osmotique en modifiant la taille de son périplasme mais
aussi de bloquer I'entrée des agents indésirables au niveau de ce premier seuil.

A Tintérieur de ces systémes, 'efflux actif élimine a la fois les antibiotiques mais aussi

'Porines : Protéines qui traversent la membrane cellulaire et forment un pore suffisamment large pour
permettre une diffusion passive. Elles agissent comme des canaux spécifiques ou non.
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de nombreuses toxines telles que les métaux lourds, les antiseptiques, les pesticides ou
les solvants organiques. Il est aussi essentiel pour la bonne santé de la cellule puisqu’il
lui sert a 'exportation des toxines bactériennes et des molécules nécessaires au pouvoir
invasif du germe des bactéries pathogénes. Ce mécanisme doit mener au passage des deux
membranes pour conduire le substrat du milieu intracellulaire vers le milieu extracellulaire.

1.1.2 Structure d’une pompe a efllux

A Tlintérieur de bactéries Gram-positives, le systéme d’eflux ne met en jeu qu’un seul
transporteur mais pour les bactéries a double membrane, celui-ci est généralement un
complexe protéique tripartite [20] [21] constitué des trois éléments suivants (figure 1.2) :

e un moteur qui va fournir I’énergie pour 'exportation. On en dénombre deux classes
principales qui sont, d’une part les transporteurs utilisant 1’énergie de I’hydrolyse
de I’adénosine triphosphate ou ATP (ces transporteurs sont nommés transporteurs
ABC pour ATP-binding cassette, ils sont peu présents chez les procaryotes), et
d’autre part, les transporteurs fonctionnant grace a la force proto-motrice ou par
dissipation de tout autre gradient d’ions (la famille principale est la famille RND
pour Resistance-Nodulation Cell Division). Ce moteur est une protéine transmem-
branaire avec des boucles périplasmiques impliquées dans la reconnaissance du sub-
strat.

e une porine de la membrane externe ou OMF (Outer Membrane Factor) qui va étre
chargée du transport entre le périplasme et le milieu extracellulaire.

e une protéine périplasmique ou MFP (Membrane Fusion Protein) dont le role est
inexpliqué. Plusieurs hypothéses sont avancées. Ainsi cette protéine pourrait étre
essentielle au recrutement de la protéine de la membrane externe, elle pourrait faire
fusionner les deux membranes localement pour faciliter le passage des antibiotiques
de la protéine de la membrane interne vers celle de la membrane externe [22].

Ces trois protéines sont généralement codées par le méme opéron.

Chez P. aeruginosa, on dénombre douze pompes identifiées par analyse bioinformatique
du génome complet de la bactérie et quatre de ces systémes ont été biochimiquement
caractérisés.

On constate immédiatement & la lecture du tableau 1.1 que le spectre de substrats de
ces pompes est trés large car différentes classes d’antibiotiques peuvent étre efluées grace
a ce mécanisme. L’enjeu de I'étude de ces systémes est alors évident. La compréhension
de cette réponse immunitaire de la bactérie permettrait de pouvoir cibler des inhibiteurs
de cet efflux afin d’augmenter I'action des antibiotiques.

Lors de cette thése, nous nous sommes intéressés au systéme tripartite majeur de P. aerug-
inosa : MexAB-OprM ou MexB est une protéine de la membrane interne fonctionnant
sur la force proto-motrice, MexA est une protéine périplasmique et OprM une protéine
de la membrane externe. Ce systéme est constitutif c’est-a-dire exprimé en permanence
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Figure 1.2: Pompe a efflux chez Pseudomonas aeruginosa et Es-
cherichia coli.

Pompe MexAB/OprM | MexXY/OprM | MexCD/OprJ | MexEF /OprN
Protéine de la OprM OprM OprJ OprN
membrane externe
Protéine de la MexB MexY MexD MexF
membrane interne
Protéine périplasmique MexA MexX MexC MexE
Principaux substrats C, TC, FQ, TC, ML, C, TC, FQ, C, FQ,
antibiotiques L, Nov, ML, AG C4G, ML, Tmp, Ipm
Tmp, Sul Nov, Tmp

Tableau I.1: Pompes a efflux identifiées chez Pseudomonas aerug-
inosa. Les abréviations utilisées pour les substrats antibiotiques
sont les suivants : AG — aminosides, L — (-lactamines, C —
chloramphénicol, C4G = céfépine, FQ = fluoroquinolones, Ipm
= imipénéme, ML = macrolides-lincosamides, Nov = novobiocine,
Sul = sulfamides, TC = tétracyclines, Tmp = triméthoprime

contrairement aux trois autres qui sont seulement inductibles (ils ne s’expriment que dans
des conditions spécifiques de stress). Il est responsable de différents types de résistance
comme indiqué dans le tableau I.1.

Cette organisation protéique est trés proche de l'association AcrAB-TolC présente chez
E. coli, il S’agit d’un systéme homologue?. Dans ce systéme AcrAB-TolC chez E. coli, les
protéines des membranes externes et internes ont été cristallisées seules et avec des antibi-
otiques. Pour ’association MexAB/OprM de P. aeruginosa, seules les protéines MexA
et OprM sont connues d’un point de vue structurel. Nous nous référerons donc aux deux
systémes pour décrire ’assemblage qui nous intéresse. Ce croisement des références est
aussi justifié par le fait que des pompes non existantes in vivo telles que les associations
AcrAB-OprM ou MexAB-TolC peuvent étre créées méme si elles sont non fonctionnelles,

2homologue : analogie de structure avec un ancétre commun
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ce qui traduit une homologie entre ces deux systémes. Dans la suite, nous allons présen-
ter chacune de ces protéines MexB, OprM et MexA et nous croiserons les références en
évoquant aussi le systéme AcrAB-TolC.

I[.2 La protéine de la membrane interne MexB

MexB, la protéine de la membrane interne, est une protéine mal connue. Sa carte
d’identité est la suivante : elle posséde 1046 acides aminés et a une masse moléculaire
de 113 kDa. Douze segments transmembranaires la composent ainsi que deux grands
domaines hydrophiles orientés vers le périplasme. Cette protéine n’a pas été cristallisée.
Nous étudierons donc d’abord les résultats obtenus pour AcrB, la protéine homologue de
MexB chez Escherichia coli puis nous évoquerons les résultats obtenus pour MexB.

I.2.1 Une protéine homologue chez : AcrB

AcrB est une protéine proche de MexB au niveau fonctionnel et structurel, les études
menées sur elle sont principalement des études cristallographiques qui ont révélé son fonc-
tionnement de pompe péristaltique.

Région
d'interaction
avec TolC

Domaine
.. de
Vestibule | i A pore

Région
intermembranaire

Cavité centrale

Figure 1.3: Structure de AcrB. L’entonnoir assurant le lien avec la
protéine de la membrane externe est mis en évidence ainsi que la
cavité transmembranaire. Les ouvertures vers le périplasme sont
identifiées en pointillés. La vue de dessus permet de souligner
Iimportance de ces vestibules et la structure symétrique de fissure
qui pourrait assurer le lien avec AcrA.

Tout d’abord, intéressons-nous a la structure cristallographique symétrique de AcrB
|27] |28]. Cette protéine est organisée en trimére pour former un pore (figure 1.3). Elle
posséde un segment transmembranaire de 50 A de haut et de 80 A de diamétre surmonté
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par un segment hydrophile de 70 A de haut sur 100 A de diamétre. Cette derniére partie
est elle-méme composée de deux régions identifiables facilement qui sont :

e d’une part le pore long de 40 A,

e d’autre part, la région supposée d’interaction avec TolC ( protéine de la membrane
externe homologue & OprM). Cette région a une taille de 'ordre de 30 A.

Vestibule

Figure 1.4: Etude de I’entonnoir de AcrB.

Vue du périplasme, la partie supérieure du trimére, s’ouvre en entonnoir (figure 1.4). Le
diameétre interne ouvert de ce "conduit" est de 30 A environ. TolC, la protéine de la
membrane externe, définit elle aussi une ouverture centrale dont le rayon est du méme
ordre de grandeur. L’interaction entre ces deux éléments parait probable. Trois hélices
« forment un pore au centre de 1’édifice qui assure la connection avec une cavité centrale
dans la partie transmembranaire dont le diameétre est de 30 A. Des études en présence de
substrats [29] ont révélé au niveau de la frontiére entre parties hydrophile et hydrophobe,
la présence d'une voie protégée par un repliement et donnant accés depuis le périplasme
au pore. On nomme cette région le vestibule. Selon des résultats de mutagénése dirigée
sur ces sites, cette zone de la protéine, est en lien avec la spécificité du substrat (résultats
identiques a ceux obtenus pour MexB). On en vient a supposer que les antibiotiques sont
en fait recrutés soit dés le périplasme et soit a I'intérieur du cytoplasme.
Intéressons-nous maintenant plus en détail a chaque unité. La partie transmembranaire
de chaque monomeére est composée de douze segments transmembranaires en hélices a.
L’organisation de ces segments posséde une quasi-symétrie d’ordre 2 a I'intérieur de chaque
monomeére. Une hélice supplémentaire entre les segments 6 et 7 est présente a l'intérieur
méme du cytoplasme. Cette partie transmembranaire définit une cavité centrale de 30 A
de diamétre ; a I'intérieur d’une telle cavité, des phospholipides peuvent étre présents mais
le passage de substrats a ce niveau est aussi envisageable. Cette section de la protéine est
liée avec son activité proto-motrice.
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La partie hydrophile assure le passage des substrats depuis la cavité centrale ou le péripla-
sme. Le pore est formé de quatre sous-domaines. Ces derniers délimitent une cavité cen-
trale liée au périplasme par trois vestibules et entourée de trois sillons de 40 A de long
qui pourraient étre les sites d’interactions avec AcrA (protéine périplasmique homologue
de MexA). La cavité est aussi reliée a un entonnoir présent dans la partie haute de la
protéine ainsi qu’avec la cavité transmembranaire.

Afin de déterminer la fonction de AcrB, il fallait lever la symétrie au niveau du trimére,
pour cela 'utilisation de substrats co-cristallisés ou d’inhibiteurs de la pompe a été testée
[30] [31] [32]. Ces études identifient le chemin emprunté par les substrats a I'intérieur
de la pompe. Ces derniers pénétrent par les vestibules a partir du périplasme, ils sont
conduits au niveau du pore puis rejetés par 'entonnoir vers la protéine de la membrane
externe.

Figure 1.5: Schéma du fonctionnement de AcrB [31] [32]. On
distingue trois états symbolisés par trois couleurs diftérentes, le
premier est une configuration ouverte vers le périplasme qui voit
Parrivée d’un substrat (en bleu), le second est caractérisé par
P’accrochage du substrat sur un site d’interaction et par l’entrée
d’un proton qui va protoner I’hélice fermant I’accés a I’entonnoir
(en jaune), le dernier voit l'ouverture de I’entonnoir alors que
Paccés au vestibule est clos et que le proton est relaché vers la
cytoplasme (en rouge).

21



Chapitre I

Le schéma proposé du fonctionnement de la pompe rappelle celui d’un moteur a trois
temps pour lequel chaque élément du trimére jouerait un role différent alternativement
(figure 1.5). On définit donc les unités A, B et C obtenues par cristallographie. Le synopsis
de fonctionnement proposé est alors le suivant [32|. Le substrat s’accroche tout d’abord a
I'unité B en passant du périplasme au vestibule de AcrB. Les changements de protonation
induits au niveau des résidus des hélices du vestibule conduisent & une ouverture vers le
pore et a la fermeture du vestibule. On parvient donc a la configuration de 'unité C. Le
substrat est alors largué vers le conduit menant & TolC pour atteindre le milieu extérieur.
La déprotonation a alors lieu au niveau de I’hélice précédemment modifiée afin qu’elle
revienne a son état initial noté A.

1.2.2 Caractérisation de MexB

L’expression de MexB est difficile car cette protéine est toxique pour la bactérie lorsqu’elle
est surexprimée chez E. coli. En effet, la membrane interne est essentielle a la bactérie afin
de réguler ces échanges avec le milieu extérieur, elle est le dernier rempart pour protéger
la cellule. Si les porines sont trop nombreuses a ce niveau, la bactérie est plus fragile. La
bactérie peut soit mourir du fait de la surproduction, soit tenter de modifier le plasmide
inséré, soit encore synthétiser des protéases permettant de lyser les protéines produites.
La majeure partie des travaux réalisés sur MexB est donc constituée d’études in vivo et
de mutations génétiques. Trois roles majeurs de MexB ont été mis en évidence : son
interaction avec MexA, son action dans la translocation de protons et dans la spécificité
de substrat. Les premiéres interactions identifiables par ce type d’analyses ont été des
interactions entre MexA et MexB obtenues par des méthodes de cross-linking |24]. Cette
méthode repose sur le renforcement d’un lien entre protéines grace a un agent cross-
linkant. Ce dernier est greffé sur une des protéines a étudier au départ, mais présente
aussi une affinité pour un site de la seconde protéine identifié comme étant proche de la
zone d’interaction spécifique entre les deux objets étudiés. Le complexe ainsi formé, est
mis en évidence par une migration sur gel qui sépare les protéines selon leur poids molécu-
laire. Ces études ont montré que les régions impliquées dans les interactions avec MexA
sont situées au niveau du domaine du pore. La mutation T5871 a révélée I'importance de
ce résidu pour la création d’un lien entre les deux protéines [25].

Des mutations réalisées au niveau du domaine membranaire [26] ont démontré que cette
région était impliquée dans la translocation du proton. Enfin, & la frontiére entre partie
membranaire et pore, des modifications dans les résidus entrainent une modification dans
la spécificité de substrat. On observe une augmentation de la sensibilité au chlorampheni-
col et a la carbenicilline lorsque les modifications touchent des résidus appartenant aux
ouvertures périplasmiques. Une perte de résistance est notée quand des résidus appar-
tenant au repliement devant le pore de liaison entre la cavité centrale et le périplasme
sont mis en jeu.

Pour parvenir & compléter ces informations, la purification de ces protéines est nécessaire.
Le groupe du Pr Taiji Nakae (Department of Molecular Life Science, Takai University,
Isehara, Japan) y est parvenu [23|. Leur étude réalisée avec un détergent nommé dodécyl-
maltoside (ou DDM-voir annexe A) a révélé que cette protéine existait en solution sous
une forme trimérique. Elle a montré I'influence sur la dégradation de facteurs tels que la
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salinité et le pH témoignant de la grande fragilité de MexB.

I[.3 La porine externe OprM

La protéine de la membrane externe est elle aussi trimérique et chacun de ces monomeéres
a une masse de 50 kDa. Elle semble assurer le transport des substrats pompés par la
protéine de la membrane interne, de I'extrémité périplasmique de OprM vers le milieu ex-
térieur. La membrane externe posséde de nombreuses porines mais la structure de celles
intervenant dans les pompes est trés différente (figure 1.6). La premiére différence réside

OmpA

Figure 1.6: Structure de OprM et d’autres porines de la membrane
externe de E. coli. On a représenté les protéines a l'intérieur de
la bicouche lipidique et vues de dessus. OprM est remarquable
de par sa longueur de 'ordre de 130A alors que les autres porines
ne dépassent pas les 60 A de longueur. L’organisation trimérique
autour d’un pore central est aussi inhabituelle.

dans la longueur de leur partie périplasmique qui dépasse généralement 100 A alors que la
plupart des autres porines assurent seulement le passage a travers la membrane avec des
segments hydrophiles trés courts. Cette porine organisée en trimére délimite un seul canal
par trimére. Or, la majorité des porines existantes définissent sous ’état de monomeére
un pore mais peuvent parfois s’assembler pour donner des structures plus grandes comme
OmpF (figure 1.6).

Cette porine n’est pas spécifique du couple MexAB mais peut aussi fonctionner avec
d’autres partenaires comme MexXY chez P. aeruginosa. Ce recrutement non spécifique
est aussi un enjeu de la compréhension de ces systémes.
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Figure 1.7: Structure de OprM d’apreés [34]

I.3.1 Structure de OprM

La protéine OprM forme un trimére définissant un pore central de 17 A de rayon. On
peut décomposer chaque monomeére en deux grands domaines (figure 1.7) qui sont d’une
part 4 feuillets 3 localisés dans la membrane et d’autre part les feuillets o dans la partie
hydrophile [34]. Les homologies de séquence interne, e.g. H2/H6 laissent a penser a une
duplication de séquence.

L’ancrage a la membrane se fait au moyen des quatres feuillets 8 mais aussi par un
acide gras situé au niveau de l'extrémité N-terminale notée FA sur la figure 1.7. La
partie hydrophile est constituée de deux hélices o longues et quatres courtes. Les hélices
numeérotées 3 et 4 sont orientées vers l'extérieur de la structure et sont supposées étre
le site d’interaction privilégié de MexB selon des études comparatives de structure entre
AcrB et OprM [34], les hélices 7 et 8 sont plus internes.

La structure globale de OprM fait apparaitre deux régions :

e la région transmembranaire organisée en un tonneau (3 long de 30 A et ayant un
diameétre de 34 A. Les feuillets 8 font un angle de 55° par rapport au plan de la
membrane, ils délimitent un pore interne ayant un diameétre de 6 a 8 A insuffisant
pour le passage d'un substrat tel qu'un antibiotique.

e un tonneau formé d’hélices «, long de 105 A. Les hélices courtes et leurs liaisons
forment un renflement équatorial. Finalement ce trimére définit une cavité centrale
dont le rayon varie le long de ’axe longitudinal pour atteindre 25 A de diamétre
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au niveau de I’équateur avant de se resserrer a l'extrémité périplasmique pour étre
totalement close.

Cette structure pose donc immédiatement le probléme de I'ouverture de la porine puisque
d’une part la frontiére entre MexB et OprM est fermée et que d’autre part le pore mem-
branaire n’est pas assez important pour permettre un export vers I’extérieur. Cependant,
la taille de ce pore pourrait étre augmentée grace a la flexibilité des feuillets mais le
moteur de cette ouverture n’est pas connu. En ce qui concerne 'ouverture de la par-
tie périplasmique, le schéma proposé [43| est le suivant (figure 1.8) : MexA pourrait se
lier aux hélices internes 7 et 8 et les orienter dans la continuité des hélices 3 et 4 afin
d’augmenter le rayon du canal définit par ces hélices. L’ouverture aurait alors un rayon
de Dordre de 15 a4 20 A ce qui s’accorderait bien avec les valeurs du rayon de la région en
entonnoir de AcrB. Or, MexB étant une protéine analogue, son rayon doit étre proche de
celui de AcrB. Ainsi 'accrochage MexB-OprM est possible grace a ce mécanisme. Des ex-

Simulation de
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Figure 1.8: Simulation de I'ouverture du pore de OprM par mod-
ification de la position des hélices 7 et 8. Les surfaces de charges
sont représentées en haut ainsi que le schéma en rubans du pore

en bas.([43])

périences supplémentaires ont été conduites dans le systéme AcrAB/TolC sur la protéine
de la membrane externe. Nous allons les mentionner car elles permettent une meilleure
connaissance de OprM.

I.3.2 Une protéine analogue de : TolC

TolC est une protéine analogue de OprM, sa différence majeure réside dans son mode
d’accrochage a la membrane qui ne met en jeu que les feuillets 3 et n’utilise pas d’acide
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gras supplémentaire. OprM ne peut pas remplacer TolC dans son assemblage avec AcrA
et AcrB. Méme si le complexe AcrAB-OprM peut étre formé, ’association n’est pas fonc-
tionnelle. La reconnaissance entre TolC et AcrA ou AcrB doit mettre en jeu cette région
de la protéine.

La structure de OprM laissait voir une construction d’ensemble identique a celle de TolC
[35] résolue en 2000. La structure de TolC n’a pu étre obtenue que sur des protéines cor-
respondant & un trimeére fermé. Ces données ont été complétées par des simulations. Ces
derniéres montrent qu’en déplagant les hélices internes au niveau périplasmique terminal,
pour qu’elles aient la méme configuration que les hélices externes, 'ouverture obtenue est
de Pordre de 30 A ce qui permet le passage d’antibiotiques a I'intérieur du canal [43].
Cette étude a été complétée par des mesures de patch-clamp sur des mutants [36] pour
lesquels les ponts salins et les liaisons hydrogénes entre les douze hélices a sont peu a
peu coupés au niveau terminal. A mesure que ces liaisons sont Otées, on observe une
conduction plus importante. L’ouverture de ce segment nécessite donc la rupture de ces
liaisons. La protéine périplasmique AcrA parait étre le bon agent pour effectuer cette
transition.

I.4 La protéine périplasmique MexA

Les protéines périplasmiques de ces pompes sont celles dont le role et I’organisation sont
le moins bien compris. Leur fonction n’est pas évidente méme si les hypothéses sont
nombreuses : recrutement de la protéine de la membrane externe, fusion des membranes
interne et externe, ouverture du pore de la protéine de la membrane externe, couplage
énergétique des deux protéines membranaires...

La seule certitude est que ces protéines sont nécessaires pour rendre ’assemblage fonction-
nel. Pour parvenir & découvrir leur fonction des études biochimiques et cristallographiques
ont, été menées.

1.4.1 Structure de MexA

MexA est une protéine de 45 kDa dont le degré d’oligomérisation n’est pas défini. Tout
d’abord intéressons-nous a la structure cristallographique de MexA [37] [38]. Cette pro-
téine est circonscrite dans un cylindre de 110 A de longueur et de 30 A de large environ.
Elle posséde trois domaines facilement identifiables et un quatriéme domaine peu struc-
turé difficilement visible en cristallographie qui regroupe les segments N et C-terminaux
(figure 1.9). Ce dernier fragment est un acide palmityl c¢’est-a-dire un acide gras de seize
atomes de carbones obtenu par une modification au niveau de l'extrémité N-terminale.
Il représente 1'unique partie hydrophobe de la protéine qui pourrait ancrer celle-ci a la
membrane interne [39] et l'orienter.

Pour cette protéine, le premier segment identifiable est un domaine «a qui clot la partie
périplasmique par une épingle a cheveux constituée de deux hélices o longues de 50 Aet
formant un cylindre de 18 A de diamétre (figure 1.9). Cette zone est donc orientée vers
la protéine de la membrane externe et pourrait constituer la zone d’interaction avec les
hélices 7 et 8 de la porine. Cette hypothése semble appuyée par le fait que ’angle défini

26



RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES : POMPES A EFFLUX
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Figure 1.9: Structure globulaire et représentation en ruban de
MexA. On voit clairement apparaitre le domaine coiled-coil en
épingle ainsi que les autres régions globulaires moins structurées.

[37]

par la pointe que dessinent les hélices o de MexA est égal a celui de 'inclinaison des
hélices de OprM c’est-a-dire 20°.

Un domaine globulaire qui suit, s’inscrit dans une ellipsoide avec des axes de 25x25x 30 A
Cette région est constituée de huit courts feuillets 5. Elle fait un angle de 60°C par rap-
port aux hélices a. La position relative de ces deux domaines semble pouvoir évoluer. Des
simulations de dynamique moléculaire concluent a une variation de cet angle de 15°C |40]
sous l'effet de 'agitation thermique. Ceci confére a la protéine une élasticité puisqu’elle
peut s’allonger de 25 A.

Un troisiéme domaine, lui aussi globulaire, est composé de sept courts feuillets 3 et d’une
petite hélice a formant une région ellipsoidale de 35 x 40 x 40 A nommé domaine o + .
Cette derniére région pourrait étre impliquée dans I'association avec MexB [37].

Comme MexA est localisée au niveau de la membrane interne, et que la palmitylation du
fragment N-terminal constitue son unique partie hydrophobe, il est naturel de postuler
que le domaine o+ (3 est proche de MexB et que le domaine « est orienté vers OprM. Ces
hypothéses sont étayées par des tests réalisés sur AcrA la protéine homologue de MexA
chez FEscherichia coli. Ils montrent que AcrA et AcrB ont une interaction obtenue par
cross-linking |24]. Ces expériences soulignent que le segment C-terminal est important
pour cette interaction par comparaison avec des chiméres de cette méme protéine [41].
MexA interagit donc avec les deux protéines MexB et OprM méme si aucune liaison entre
MexA et OprM n’a été observée.

Les différentes études cristallographiques réalisées sur MexA ont aussi lancé un débat im-
portant sur I'organisation de la pompe. En effet si la trimérisation de OprM et de MexB
ne fait aucun doute, le degré d’oligomérisation de MexA reste inconnu.
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I.4.2 Oligomérisation de MexA

Figure 1.10: Récapitulatif des différentes stcechiométries pro-
posées dans 'assemblage MexA/B-OprM. On présente la vue de
lensemble formé entre les deux membranes (vue a) puis celle vue
autour du noyau central (vue b). Les deux premiers modéles sont
proposés par [37] avec 12 et 6 MexA, le modéle suivant est celui
défendu par [38] avec 9 MexA et le dernier est obtenu par [43] et
met en place 3 MexA autour de la construction.

[’organisation de MexA a l'intérieur de la pompe n’est pas définie et les hypothéses sont
nombreuses. Elles proposent 3, 6, 9 ou 12 MexA pour chaque pompe (figure 1.10). En
solution aqueuse, MexA apparait sous une forme monomérique avec présence de diméres
en faible quantité. Les premiéres études réalisées ont compté le nombre de protéines
présentes a l'intérieur de la bactérie afin de comparer cette numération avec celles de
OprM et de MexB [42]|. Cette détermination a été réalisée par chimioluminescence des
protéines dans une cellule sauvage : 2500, 1000 et 1200 molécules de MexA, MexB et
OprM par cellules ont ainsi été relevées conduisant donc a une stoechiométrie 6:3:3.

Les cristaux de MexA obtenus |37]|38] présentent des structures avec 13 protéines assem-
blées et organisées en heptamere et hexameére joints par leurs hélices o sous la forme d’une
spirale de 240 A (figure I.11). L’hexamére a la forme d’un fer a cheval et définit un canal
de 28 A de diamétre trop petit pour permettre 'insertion de MexB mais cette structure
pourrait peut-étre s’élargir en présence d’une protéine au centre. L’heptamére est une
structure fermée qui encercle une zone de méme diamétre.

Ces structures mises en relation avec celles de OprM ou TolC, et de AcrB, ont conduit a
plusieurs modéles. Le premier propose que les protéines MexA forment une sorte de man-
chon s’enroulant autour du canal constitué de I’assemblage MexB-OprM ce qui nécessite
la présence de 12 MexA par pompe [37]. Ce modéle est toutefois considéré comme peu
probable du fait des stoechiométries relevées par comptage.

Le second modéle reprend ces résultats pour proposer une organisation avec 6 MexA
présents autour de la pompe. Cette proposition donne alors aux protéines périplasmiques
un role d’interaction avec la protéine de la membrane externe grace a des interactions en-
tre hélices o pour chacune de ces protéines. Le reproche principal qui peut étre fait a ces
propositions est qu’elles n’utilisent pas les fortes interactions latérales entre monomeéres
mises en évidence par les résultats de cristallographie, une troisiéme hypothése a donc été
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Figure 1.11: Spirale de MexA constituée de 13 monomeéres (a).
Cette structure permet d’isoler un anneau a 7 éléments (b) [37] et
un autre avec 6 MexA (c) [38].

émise.

Les structures d’hexameére et d’heptamere présentes au niveau cristallographique n’existent
a priori pas in vivo ou I’accrochage de MexA avec la membrane interne n’autorise pas la
spirale des protéines autour d’un axe. Toutefois pour tenir compte de cette propension
des protéines MexA a interagir latéralement les unes avec les autres, un modéle d’anneau
fermé de 9 MexA est suggéré [38] dans lequel les domaines « des protéines sont accolés
pour créer un canal dont le diamétre est conciliable avec la taille de OprM et qui pourrait
ainsi stabiliser la structure de la pompe ou induire 'ouverture de OprM.

Pour les pompes & efflux, on ne posséde que les structures cristallographiques de MexA
en ce qui concerne les protéines périplasmiques, AcrB pour les protéines de la membrane
interne ainsi que OprM et TolC pour les protéines de la membrane externe. La structure
cristallographique d’'une pompe entiére n’est pas résolue. Cependant certaines études se
sont penchées sur la comparaison de structures en considérant les protéines analogues.
Ainsi des simulations ont été réalisées sur des interactions entre MexA, AcrB et TolC
[43]. Elles ont conduit enfin & une derniére proposition : une stoechiométrie de 3:3:3 pour
chacun des éléments [43|. Cette proposition s’appuie sur des calculs d’interactions entre
sites qui mettent en évidence des zones préférentielles d’interaction entre les différents
éléments. Ce modéle prédit 'interaction directe des protéines des membranes internes et
externes TolC et AcrB ainsi que des associations entre TolC et MexA (donc AcrA par
extrapolation). Ces interactions auraient lieu entre le domaine coiled-coil de MexA et le
domaine équatorial de TolC. MexA serait placée entre les hélices a du trimére a l'intérieur
des fissures présentes entre chaque monomeére. Ce modéle autorise ’assemblage de AcrB
aprés le recrutement par MexA de TolC. En revanche, les interactions entre MexA et AcrB
ne sont pas prises en compte. La construction est établie & partir de la liaison MexA-TolC
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et souléve 'hypothése d’une allostérie qui, une fois la pompe mise en place, aménerait a
une structure stabilisatrice avec un nombre de MexA plus important.

I[.5 Fonctionnement de la pompe et questions en sus-
pens

Les protéines constitutives des pompes a efflux sont bien caractérisées par cristallographie;
ces premiéres données, complétées par des études de mutants et de leur fonctionnalité ont
démontré plusieurs points essentiels :

e Le moteur de cette pompe est constitué par la protéine de la membrane interne,
MexB, qui fonctionne, d’apreés les résultats obtenus pour AcrB, comme un moteur a
trois temps. Cette protéine extrait les antibiotiques depuis le périplasme ou depuis
le cytoplasme pour les porter dans un conduit. Ce dernier est en contact probable
avec la porine de la membrane externe. La force utilisée est la force proto-motrice.

e La protéine de la membrane externe est une porine définissant un canal entre
périplasme et milieu externe. Ce canal est fermé par des hélices a au niveau de
son segment périplasmique.

e La protéine périplasmique est liée a la membrane interne et pourrait interagir avec
les deux autres entités.

Le point d’ombre le plus important concerne la protéine périplasmique puisque son role
n’est pas identifié. Les interrogations a son sujet sont donc : combien d’éléments MexA
sont-ils présents dans la pompe 7 'ancrage de cette protéine a la membrane interne a-t-il
un role 7 MexA interagit-elle directement avec MexB ou avec OprM ?

Des associations AcrA-AcrB ont été relevées [24] par cross-linking ce qui suppose une in-
teraction directe entre MexA et MexB. En revanche, les deux autres interactions possibles
sont controversées. Certaines mesures ont révélé des interactions directes entre TolC et
AcrB alors que d’autres réfutent cet accrochage. De la méme facon, pour les interactions
entre AcrA et TolC, on peut noter des contradictions.

La premiére question soulevée par ce systéme est donc : quelles sont les interactions ex-
istantes entre les protéines de cet assemblage ?

Le mécanisme de formation de la pompe est aussi un enjeu important pour la compréhen-
sion de son fonctionnement. Plusieurs schémas sont proposés :

e Les deux protéines MexB et OprM forment un canal et MexA ne fait que consolider
I’ensemble.

e MexA permet le recrutement de la protéine de la membrane externe et facilite
I’accrochage de MexB.

e MexB et OprM s’accrochent et MexA vient ouvrir le canal en faisant passer OprM
a I’état ouvert.
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Le dernier enjeu reste la compréhension du fonctionnement de cet nano-pompe a l'intérieur
de la bactérie. Cette connaissance pourrait permettre de mieux cibler des inhibiteurs
potentiels afin d’améliorer 'efficacité des antibiotiques.
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Chapitre 11

Protéines : Expression et purification

Dans ce chapitre, nous présentons les différentes techniques de biologie moléculaire

utilisées lors de cette thése. Ce travail a été réalisé au Laboratoire de R.M.N. et Cristal-
lographie Biologiques (Université Paris Descartes) sous la direction d’Arnaud Ducruix.
Nous donnerons les résultats obtenus sur le clonage et la purification de cinq protéines.
Il s’agit, d’une part, des trois protéines natives de la pompe étudiée c’est-a-dire les pro-
téines MexA, MexB et OprM sous leur forme sauvage et, d’autre part, des deux mutants
de MexA. L'une de ces protéines est nommée MexAg; nq, elle ne posséde pas de cys-
téine, ni de peptide signal (ce peptide permet la sécrétion de la protéine native dans le
périplasme, il se clive lors du passage de la membrane). Elle a été créée afin de vérifier le
role de 'acide palmityl dans ’accrochage & la membrane car elle ne posséde pas d’ancre
lipidique contrairement a la protéine MexA sous sa forme native. L’autre protéine modi-
fiée est baptisée MexAonyp. Elle posséde une cystéine libre et pas de peptide signal. Elle
va pouvoir réagir avec un maléimide-biotine et permettre de réaliser des expériences de
Biomembrane Force Probe décrites en annexe G.
La production de protéines s’articule autour de deux axes principaux qui sont le clon-
age et la purification. La premiére étape est celle qui va permettre la construction d’un
vecteur génétique codant pour la protéine d’intérét. Au terme de cette partie, des bac-
téries surproduisant la protéine d’intérét sont sélectionnées. J’ai choisi de présenter cette
construction sur I’'exemple du clonage de MexA; 4. La seconde étape est celle de la pro-
duction et de la purification de la protéine surproduite qui sera décrite avec la purification
d’une protéine soluble : MexA;y,q et celle d'une protéine membranaire OprM.

II.1 Clonage

Pour faire synthétiser une protéine par une bactérie, on utilise le clonage [44]. Le clonage
consiste a introduire un vecteur codant pour la protéine dans le patrimoine génétique de
la bactérie.

Les plasmides sont des molécules d’ADN extra-chromosomiques qui existent dans les
bactéries a I’état naturel. .”ADN plasmidique est circulaire, double brin et super-enroulé ;
ce sont d’ailleurs ces propriétés qui permettront de l'isoler de PADN chromosomique. Ces
plasmides portent souvent des génes de résistance & un antibiotique et leur réplication a
I'intérieur de la bactérie est indépendante de celle du chromosome bactérien. On utilise des
plasmides comme vecteur de clonage car ils sont capables de transporter ’ADN d’intérét
et de faire en sorte qu’il soit répliqué.

L’objectif est alors de placer a l'intérieur du plasmide, un géne codant pour la protéine
désirée pour construire un nouveau plasmide hybride. Une fois ce plasmide construit, il
faut I'insérer dans le matériel génétique d’une bactérie afin qu’elle puisse, sous certaines
conditions, surexprimer cette protéine. Les étapes de construction d’'un plasmide codant
pour la protéine MexA ;g nq sont résumées dans la figure I1.1
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Plasmide pBAD33 Séquence MexAsignal
|

Augmentation

du nombre
de copies par PCR
2
Digestion par Digestion par
des enzymes des enzymes
de restriction de restriction

Collage

Etape de ligation

Sélection des clones
possédant le plasmide
pBAD+MeXA5|gna|

Figure I1.1: Synopsis des étapes de construction d’un vecteur pour
la protéine MexAg;gna et sélection de clones.

II1.1.1 Vecteur de clonage

Afin de construire le plasmide comportant la séquence de MexAg; nq, il faut insérer cette
séquence a l'intérieur d’un vecteur de clonage, c’est-a-dire un plasmide produit indus-
triellement que nous allons modifier afin qu’il soit le vecteur de MexA; nq.. On utilise
un vecteur pBAD33 [45] (figure I1.2), celui-ci est issu de la conjugaison d’un plasmide
pBR322 qui appartient au patrimoine génétique de Escherichia coli et de phages M13 et
T7 qui conférent au plasmide des sites efficaces de recircularisation en cas d’ouverture.

Ce plasmide long de 5356 kilobases posséde comme tous les vecteurs, trois régions
majeures qui sont :

e une origine de réplication pour initier le processus de réplication a 'intérieur de la
cellule.

e un géne de résistance aux antibiotiques afin de sélectionner les bactéries ayant in-
corporé le plasmide des autres bactéries. Dans notre cas, le géne de résistance est
celui de la résistance au chloramphénicol, antibiotique qui se lie aux ribosomes des
mitochondries et inhibe la peptidyl-transférase.
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Figure II.2: Plasmide d’origine pBAD33

e un ou des sites de restriction, c’est-a-dire des sites qui pourront étre coupés par
des enzymes, pour insérer un fragment d’ADN. Le plasmide pBAD33 contient & ce
niveau une séquence codant pour la synthése de la protéine de fusion verte (Green
Fusion Protein ou GFP). Nous allons remplacer cette séquence par I'insertion d’une
séquence codant pour MexAg; .. On peut ainsi tester si I'insertion a été réalisée
avec succes. Lorsque des clones posséderont un plasmide dans lequel I’échange entre
insert GFP et insert MexA ;4,4 n'aura pas été fait, ils apparaitront fluorescents par
illumination aux UV : ils seront des clones négatifs.

On controéle ensuite I'expression du plasmide grace a un systéme de régulation qui peut
activer ou inhiber la transcription. Pour le plasmide pBAD33, le systéme de régulation
utilisé met en jeu le couple glucose-arabinose. Le glucose agit comme un répresseur alors
que 'arabinose agit comme un activateur en l’absence de glucose. En effet, le plasmide
contient un segment qui code pour la protéine araC. Celle-ci se fixe & ’ADN a proximité
du promoteur pBAD et empéche la transcription des génes de structure de 'opéron con-
trolé par pBAD, en 'occurrence, la protéine a synthétiser. Cependant, la protéine araC
peut fixer ’arabinose si celui-ci est présent dans le milieu, dans ce cas, la transcription
aura lieu car ’ARN polymérase pourra se fixer sur le promoteur et initier la transcription.
Ce systeme peut étre finement régulé en jouant sur les quantités d’arabinose introduites.
Sa réponse est trés rapide.

I1.1.2 Construction d’un insert codant pour MexA ;.

La séquence d’ADN qui va nous servir d’insert a été construite par Houssain Benabdel-
hak (Laboratoire de RMN et Cristallographie Biologiques, Université Paris Descartes).
Cet ADN comporte la séquence codant pour MexAg; .. a laquelle on ajoute en position
N-terminale un groupement de six histidines (un tag poly-histidines ou His-Tag) afin de
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pouvoir purifier cette protéine ultérieurement. Ce fragment contient a ses extrémités des
sites de restriction. Le choix de ces sites doit étre tel qu’ils existent sur le plasmide
pBAD33 afin d’autoriser I'insertion de notre insert dans le plasmide. Cet insert a été
donné par le Dr Kohler (Geneéve).

Le nombre de copies construites est trés faible, ’ADN plasmidique est donc amplifié
par une réaction de polymérisation en chaine (ou PCR). Cette réaction permet d’isoler et
d’augmenter le nombre de copies d’une séquence d’ADN spécifique. Ce processus s’appuie
sur des enzymes de réplication : les ADN polymérases. Méme si 'incorporation d’un nu-
cléotide dans une chaine d’ADN est énergétiquement favorable, ’ADN polymérase sert
a choisir le bon nucléotide en lisant le brin complémentaire. La polymérisation se fait &
partir d’oligonucléotides. Ces oligonucléotides sont de courtes séquences d’ADN simples
brins qui sont des amorces pour la séquence a amplifier.

En pratique, le protocole expérimental est le suivant. On ajoute au fragment d’ADN a
amplifier des oligonucléotides hybridant sur chacun des deux brins de I’ADN (ils vont
initier la construction de la copie), ainsi qu’une polymérase (cette enzyme va permettre
de construire les segments complémentaires I’ADN a partir d'une amorce) et quatre bases
ADN (A, T, C, G). La réaction se déroule en plusieurs cycles. Le tube réactionnel est
chauffé a 95°C pendant 15 minutes pour le premier cycle puis pendant 1 minute pour
les suivants, le chauffage sépare les deux brins (figure I1.3) : c’est la dénaturation. Lors
du premier cycle, il s’agit de dénaturer ’ADN surenroulé, la réaction est donc plus lente.
Pour les cycles suivants, la renaturation n’a été que partielle donc le temps pour séparer
les deux brins est moins important.

La température est ensuite baissée au-dessous de la température de fusion de PADN a
45°C ou a 58°C selon le cycle réalisé. Cette étape permet aux nucléotides de s’hybrider
a ’ADN sur les sites reconnus (figure I1.3). Le phénoméne d’hybridation dépend de la
concentration. La concentration en oligonucléotides (~ 1uM) est beaucoup plus élevée
que celle en ADN, I’hybridation se fait en majorité entre oligonucléotide et ADN alors que
I’hybridation de ’ADN n’a pas lieu. Toutefois pour les 5 premiers cycles, on se place a
45°C quand on réalise cette étape car le nombre d’oligonucléotides par rapport au nombre
de molécules d’ADN est trés grand. Lors des 21 cycles suivants, la température est fixée
a 58°C. Cette élévation permet de favoriser I’hybridation avec les oligonucléotides méme
si le nombre de copies d’ADN commence a devenir plus important. La spécificité des
oligonucléotides est 1’élément essentiel qui régit leur conception. Pour un génome bac-
térien, la longueur minimale assurant une bonne spécificité est de 16 nucléotides, aussi
les oligonucléotides choisis comportent-ils entre 20 et 25 nucléotides appariés spécifiques
du géne a cloner. En outre, ils ont été concus afin de pouvoir introduire des sites de
restriction a chaque extrémité du fragment obtenu par PCR. Ces sites sont des séquences
qui peuvent étre reconnues par certaines enzymes. Pour faciliter 'hybridation, on ajoute
des ions magnésium. Ces derniers vont se lier aux groupements chargés négativement
comme les groupements phosphates du squelette et ainsi diminuer les forces de répulsion
entre I’amorce et la matrice.

La température est ensuite élevée a 72°C, température de fonctionnement de la polymérase
qui est une enzyme de réplication de ’ADN. Nous utilisons une ADN polymeérase ther-
mostable : la Taq ADN polymérase dont le taux d’erreur est d’environ 10~* par base
dupliquée et dont la vitesse de synthése est de 1000 bases par minute. L’utilisation d’une
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Figure I1.3: Principe de la réaction de polymérisation en chaine.
Lors de chaque cycle, les étapes sont la dénaturation, I’hybridation

et I'élongation. A chaque cycle, le nombre de copies est multiplié
par 2.

polymérase thermostable permet de I'introduire dés le début de I'expérience sans qu’elle
soit dénaturée par le chauffage lors de I'étape de séparation des brins. La synthése et
I’incorporation des nucléotides ont lieu pour conduire a la fabrication d’un nouveau brin
d’ADN (figure I1.3) qui va lui-méme pouvoir servir de matrice lors d’un nouveau cycle.
Le temps d’élongation dépend de la longueur du fragment a amplifier. Dans notre expéri-
ence, il est choisi égal & 1 minute et cinquante secondes car notre fragment est long de
1500 bases. Lors du dernier cycle, ce temps est augmenté & 10 minutes afin de terminer
I’élongation des fragments. En effectuant 26 cycles de 4 minutes chacun, on atteint un
nombre de copies de 226 = 6 107 par brin d’ADN initial.
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Les fragments de PCR sont alors purifiés grace a un kit Qiagen (QIAquick PCR, purifi-
cation kit) afin de les séparer des nucléotides libres. On fait migrer le mélange sur des
colonnes de chromatographie composées de billes de silice de telle sorte que les molécules
soient séparées par taille moléculaire. Les lavages s’effectuent avec de I’é¢thanol a 70%.
Les fragments d’ADN sont séchés puis repris dans un tampon d’élution (Tris-HCl 10mM
pH8, EDTA 1mM).

Afin de quantifier les fragments obtenus ainsi que leur pureté, on réalise une électrophorése.
Cette opération consiste a faire migrer des molécules dans un gel sous ’action d’'un champ
électrique. Suivant la taille des molécules, I'amplitude de la migration est différente. On
peut ainsi séparer les différents acides nucléiques. A pH neutre ou basique, les acides
nucléiques sont chargés négativement et migrent vers I’anode. Le tampon de migration
utilisé est un tampon de TBE. La migration s’effectue sur des gels réticulés d’agarose a 1%
qui sont peu résolutifs mais permettent une analyse de molécules de taille trés différentes.
Les acides nucléiques sont ensuite détectés par incorporation de bromure d’éthidium (ou
BET) a l'intérieur du gel. Cet intercalant des acides nucléiques fluoresce sous UV (figure
I1.4).

molécule
intercalee

Hélice normale

(a) Hélice (b) Formule chim- (c) Hélice I’ADN
d’ADN normal ique du bromure dans laquelle des
d’éthidium (BET) molécules de BET

se sont intercalées

Figure I1.4: Insertion de molécules de BET a l'intérieur des hélices
d’ADN, la présence de cet agent intercalant augmente le pas de
Phélice.

On va pouvoir repérer la présence du fragment recherché et d’éventuels produits de PCR
contaminants. On peut aussi définir leurs tailles par comparaison avec un marqueur
d’ADN comportant des échantillons de tailles variées (le seuil de détection est de 1 ng
d’ADN). En outre, l'intensité de la fluorescence est proportionnelle & la quantité d’ADN,
ce qui permet de mesurer les quantités d’ADN produites. Dans le cas de MexA;gnq (figure
I1.5), les quantités d’ADN obtenues sont de 60 ng/uL par comparaison avec les quantités
d’échantillons sur I’échelle de marquage.

Le fragment d’ADN plasmidique ainsi que le plasmide dans lequel on doit placer I'insert

38



PROTEINES : EXPRESSION ET PURIFICATION

Marqueur
ADN

Fragments
de PCR

(a) Analyse des fragments issus de la PCR
aprés purification

Fragments
de PCR
apres digestion

(b) Analyse des fragments aprés digestion

Figure I1.5: Analyse de l'insert dupliqué par PCR et digéré par les
enzymes Ndel et Xbal. On peut voir que '’ADN plasmidique est
pur, on ne reléve pas de présence de contaminant. En outre le seg-
ment qui doit faire 1170 paires de bases migre a la bonne taille par
comparaison avec I’échelle de poids moléculaire. La comparaison
avec les intensités portées par chacun des marqueurs conduit & une
concentration en ADN de 60 ng/uL aprés la PCR et de 50 ng/uL
aprés digestion.

doivent ensuite étre digérés par des enzymes de restriction. Les enzymes de restriction
sont des molécules qui coupent ’ADN au niveau ou a proximité d’un site spécifique qui
peut étre placé au milieu du polymére. Elles reconnaissent certaines séquences et libérent
deux fragments : I'un se terminant par un 3’ OH et "autre par un 5’ phosphate. Les frag-
ments vont ainsi présenter des coupures spécifiques identiques qui pourront étre appariées
de maniére complémentaire car on utilise des enzymes qui produisent des bouts com-
plémentaires en laissant des petits morceaux d’ADN simple brin aux extrémités. Cette
étape va autoriser dans un second temps, la recombinaison de 'insert dans le plasmide
pBAD33. La coupure est spécifique, les fragments de restriction issus de I'insert et du
plasmide pBAD33 pourront étre "réappariés" car leurs extrémités sont compatibles. En
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outre, ils sont choisis de telle sorte que la ligation ne soit pas possible entre ces deux sites
de maniére a éviter toute fermeture du plasmide sur lui-méme. Les enzymes de restriction
que nous avons utilisés, sont les enzymes Ndel et Xbal. Ndel posséde la cible CA/TATG
(le caractére / désigne le site de coupure) et Xbal le site de restriction T/CTAGA. Ces
deux coupures ne peuvent pas étre recollées ensemble.

Les enzymes de restriction reconnaissent 4, 6 ou 8 bases (dans notre cas 6 bases). La
fréquence de reconnaissance sera d’autant plus faible que le nombre de bases a recon-
naitre est élevé : une enzyme reconnaissant 4 bases coupera toutes les 4* = 256 bases en
moyenne, une enzyme reconnaissant 6 bases comme celles qui ont été choisies, toutes les
4096 bases et une enzyme reconnaissant pour 8 bases toutes les 65536 bases. Ainsi pour
un fragment d’ADN ayant 1170 paires de bases comme notre insert, on obtient une seule
bande bien individualisée aprés séparation sur un gel d’électrophorése (figure IL.5).

On réalise la digestion des fragments de PCR en mélangeant ceux-ci avec un tampon,
de I’albumine de sérum bovin (ou BSA) et les enzymes Ndel et Xbal puis en laissant
le mélange au repos 2 heures. Les enzymes sont alors inactivées par chauffage a 65°C
pendant 15 minutes. Les fragments obtenus sont a nouveau purifiés sur colonne Qiagen
afin de séparer les acides nucléiques des enzymes et de la BSA.

Une étape identique est réalisée pour le plasmide pBAD33. Les deux coupures vont avoir
lieu au niveau de la zone comportant les sites de restriction et la séquence codant pour
la GFP. On va ainsi obtenir deux fragments d’ADN : I'un qui est le plasmide coupé que
I’on va isoler, I’autre qui comprend l'insert de GFP que nous allons éliminer grace a une
colonne. Comme son poids moléculaire est plus faible que le vecteur lui-méme, ces deux
objets seront séparés sur la colonne.

Les quantités d’insert et de plasmide sont ensuite évaluées sur gel par comparaison avec
le marqueur de poids moléculaire (figure IL.5).

I1.1.3 Construction d’un vecteur de clonage

La derniére étape est la ligation de I'insert et de son plasmide. Ces deux fragments d’ADN
possédent a ce stade des extrémités de séquence complémentaires, on utilise donc certaines
enzymes, les ligases, afin de souder les morceaux obtenus. Ces enzymes fonctionnent grace
a PATP et rétablissent les liaisons phosphodiesters covalentes sur des molécules d’ADN
double brin. Cette étape a lieu & 18°C pendant une nuit (figure I11.6).

L’ADN plasmidique est alors purifié par la méthode d’extraction éthanolique. La pré-
cipitation des polyméres d’acides nucléiques s’effectue par I’addition d’un sel monovalent
(lacétate de sodium pH 5.2) et d’éthanol. Les sels détruisent les liaisons entre les nu-
cléotides et 1’eau qui les solvate. Les sels d’acide nucléiques obtenus sont insolubles dans
I’alcool et précipitent donc. La réaction a lieu pendant 20 minutes & —80°C. On centrifuge
ensuite pendant 45 secondes a 13 000 g puis on Ote le surnageant. Le précipité de sels
d’acides nucléiques est lavé deux fois avec de I’éthanol 70% (v/v), puis il est isolé grace a
des centrifugations de 20 minutes & 13 000 g. Enfin le précipité est séché sous évaporateur
rotatif pour éliminer I’éthanol. A ce stade, un petit trouble est visible sur les tubes. Enfin
les sels précipités sont resuspendus dans 10 pL d’eau stérilisée.
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Figure 11.6: Principe de la ligation de deux brins d’ADN coupés
par une méme enzyme de restriction.

Nous avons donc un plasmide pBAD qui peut posséder en insert :
e le fragment d’ADN codant pour MexA;gna-

e le fragment GFP initial si la coupure par ’enzyme ne s’est pas faite ou si ce fragment
n’a pas pu étre séparé par chromatographie.

e un autre plasmide pBAD si deux plasmides ont été accolés.

Afin de sélectionner les bons plasmides recombinants il faut donc avoir recours a une
sélection de colonies.

I1.1.4 Sélection de clones

Cette sélection consiste en l'injection dans des bactéries compétentes du ou des plasmides
obtenus. Le premier test sera de déceler la production de GFP. Les clones qui la synthé-
tisent sont éliminés. Le second test vérifie la présence de 'insert.

La souche d’Escherichia coli utilisée est une souche DH5«. A 'intérieur des bactéries est
mis en place un systéme de protection de leur ADN. Ce systéme repose sur une activité
méthylase ; ’TADN "étranger" est reconnu et subit une méthylation. Ce mécanisme per-
met ainsi aux bactéries de se défendre contre une infection par des bactériophages. Dans
la souche DH5a, ce phénomeéne est absent. On choisit donc cette souche pour souche
crible. En outre, cette souche permet de réaliser une a-complémentation : en présence du
plasmide, les colonies paraitront donc blanches alors qu’elles seraient bleues dans le cas ol
aucun plasmide ne serait inséré. On peut donc sélectionner immédiatement les bactéries
contenant le plasmide.

Pour effectuer le criblage, il faut tout d’abord injecter ’ADN plasmidique dans les
bactéries, c’est la transformation. On effectue cette transformation par électroporation.
Le plasmide est mélangé dans les tubes de DH5a (2 L de plasmide pour 100 pL de
bactéries). Un échantillon de 90 ul est transféré dans des cuves de 2 mm d’épaisseur
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(Gene Pulser BioRad). On lui applique une différence de potentiel de 2.5 kV ce qui con-
duit a des champs de 'ordre de 10° V.m~!. Ce choc électrique va ouvrir des pores a
I'intérieur de la membrane de la bactérie, perméabiliser transitoirement la membrane des
cellules et permettre ’entrée du plasmide. Les quantités d’ADN plasmidique utilisées sont
inférieures aux quantités de cellules car il ne faut avoir au plus qu’une seule copie par
bactérie. L’efficacité de cette technique est de I'ordre de 10® bactéries transformées par
pug A’ADN. Les bactéries sont ensuite placées dans un milieu de culture riche le LB (ou
Luria Bertani) composé de Bacto-tryptone 10 g.L ™!, d’extraits de levure 5 g.1.~!, NaCl
10 g.7L. Elles sont laissées en incubateur a 37°C pendant 1 heure.

Il faut ensuite tester ces bactéries que ’on étale sous conditions stériles sur boites de Pétri
contenant du milieu LB en présence de chloramphénicol afin d’éviter toute contamina-
tion et pour ne conserver que les bactéries DH5«a transformées par le plasmide qui leur
confére une résistance a cet antibiotique. Aprés une journée de croissance de bactéries,
on repique les colonies présentes sur deux boites de Pétri possédant des emplacements
numérotés : I'une contient du milieu LB en présence de chloramphénicol, I'autre du mi-
lieu LB en présence de chloramphénicol et d’arabinose (0.02%), le promoteur utilisé dans
notre plasmide. Cette seconde condition est une condition d’induction. On a donc deux
boites contenant le méme échantillon de colonies mais sous deux conditions différentes.
Au terme de cette croissance, on observe les différentes colonies obtenues par croissance
sur la seconde boite de Pétri sous une lumiére UV. Aucune de nos colonies ne fluoresce
ce qui signifie que ces colonies possédent soit le plasmide recombinant de MexA g4, soit
un plasmide refermé sur un autre, ... mais aucune ne contient I'insert GFP initial du
plasmide pBAD33.

Afin de discriminer ces possibilités, il faut tester la présence de I'insert, on réalise donc
une PCR sur colonie. Trois colonies sont sélectionnées pour un premier test. Elles sont
prélevées a partir de la boite de Pétri sans condition d’induction, resuspendues dans de
I’eau puis mises en présence d’oligonucléotides. La procédure de PCR est ensuite lancée.
L’analyse sur gel d’agarose des préléevements effectués fournit trois résultats positifs. Les
plasmides semblent donc étre présents dans ces trois colonies.

Un second test de confirmation est le test de digestion de ’ADN plasmidique. L’ADN
plasmidique est extrait des bactéries en suivant le protocole des kits Nucleospin qui repose
sur le principe de la lyse alcaline. Les bactéries sont cultivées en milieu LB en présence de
chloramphénicol puis sont collectées par centrifugation. Elles sont resuspendues dans une
solution qui contient des RNases (Tris-HCI 25mM pHS, EDTA 25mM, RNase sans DNase
50 pg.mL™'). La lyse des bactéries est provoquée par I'ajout de sodium dodécylsulfate
(SDS). L’addition de soude dénature les ADN tant plasmidiques que chromosomiques.
Aprés réaction, on ajoute une solution d’acétate de potassium 3M qui va neutraliser le
mélange et permettre la renaturation rapide de ’ADN alors que les protéines précipitent.
ADN et protéines sont séparés. L’ADN plasmidique surenroulé renaturé reste soluble alors
que ’ADN chromosomique partiellement renaturé est entrainé avec les protéines lors de
la centrifugation. Le surnageant est alors placé sur colonne. L’ADN va s’accrocher a la
résine de silice. On lui fait subir trois lavages avant de sécher la membrane et de faire
I’élution de ’ADN plasmidique.

[’ADN est ensuite digéré par une enzyme. Nous avons choisi 'enzyme Rsal car elle
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coupe 5 fois le plasmide recombinant de MexA 4, pour donner des fragments de 2824,
1863, 1234, 538 et 17 bases alors qu’elle coupe 7 fois le plasmide pBAD33 pour donner
des fragments de 2055, 1863, 1184, 538, 306, 149 et 17 bases. La comparaison entre les
coupures obtenues pour pBAD33 directement et pour le plasmide supposé de MexA;gna
extrait des bactéries confirme la présence du plasmide contenant MexA 4,4 La différence
est visible au niveau du premier fragment.

Ainsi on posséde désormais de I’ADN plasmidique recombinant qui permet de coder pour
la production de MexA;gnqi-

La derniére étape est alors l'insertion du plasmide dans une souche compétente C43 [46].
Cette souche est sélectionnée car elle autorise la surproduction de protéines membranaires
toxiques comme celle des pompes a efflux. On réalise la transformation par électroporation
de cette bactérie a partir de 'ADN plasmidique obtenu par purification des colonies
positives.

II.2 Préparation d’extraits protéiques chez

A ce stade, nous disposons de colonies de bactéries qui possédent le matériel génétique
nécessaire a la production de la protéine MexA ;.. La seconde étape de la synthése
protéique est la production au sein de la bactérie clone de la protéine d’intérét. Le plasmide
inséré est sous le controle d’un activateur de la synthése. L’inducteur arabinose va initier
la surexpression de la protéine MexA;g,q. 1l va falloir vérifier que la surexpression a bien
lieu c’est-a-dire que le plasmide inséré est lu. D’autre part, nous allons devoir isoler cette
protéine avant la purification.

I1.2.1 Surexpression

Les bactéries sont tout d’abord cultivées dans un milieu de culture riche : le LB en présence
de chloramphénicol & 37°C ou a 40°C dans les conditions optimales de croissance pour
FEscherichia coli. Le volume de culture désiré (généralement de 'ordre de 3 a 5 litres) est
ensemencé a partir d’une préculture faite sur un petit volume (200 mL) pendant la nuit.
Lorsque les bactéries sont en phase stationnaire de croissance, c’est-a-dire pour une con-
centration bactérienne correspondant & une absorbance de 2 & 600 nm, I'expression des
protéines recombinantes est induite par addition d’arabinose (la concentration finale en
arabinose est de 4 mM). La surproduction a alors lieu pendant trois heures a 37°C.

Si la protéine est hautement toxique pour la bactérie, comme c’est le cas de MexB, on
arréte la croissance bactérienne en milieu de phase exponentielle & une absorbance a 600
nm de 0.6 par refroidissement 15 minutes dans la glace. On procéde ensuite a I'induction
mais a la température de 25°C afin de diminuer les risques de dénaturation de la protéine
et en présence d’éthanol.
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11.2.2 Obtention d’extraits

Les bactéries sont collectées par centrifugation (6000 g, 10 min., 4°C). Afin d’éliminer les
protéases excretées, les culots bactériens sont rincés deux fois dans le tampon A (Tris-HCl
20 mM pH 8, NaCl 150 mM, glycérol 10%), et peuvent ensuite étre conservés a —80°C.
Les bactéries sont resuspendues dans le tampon A auquel on ajoute des protéases et des
ions magnésium. La lyse est réalisée par passages successifs a la French Press (10000 Psi,
Power Laboratory Press; American Instrument). Les bactéries subissent une pression trés
forte qui vient rompre leurs membranes notamment aux points faibles que constituent les
porines. Cette technique est préférée a la sonication qui dénature souvent les protéines
membranaires. Les bactéries non lysées sont éliminées par centrifugation (10 min., 6000 g,
4°C).

A ce niveau, on récupeére aprés centrifugation (14000g, 30 min., 4°C) sur centrifugeuse
Beckman, le surnageant qui contient les protéines solubles mais aussi les protéines mem-
branaires protégées par une sorte de bouée de lipides arrachés a la membrane.

I1.2.3 Vérification de la surexpression

L’induction de la production protéique est vérifiée sur un gel électrophorétique en condi-
tions dénaturantes (ou SDS-PAGE). L’¢électrophorése sépare des molécules chargées sous
I’effet d’un champ électrique a travers un gel. Les gels de protéines ont pour but de séparer
les protéines selon leur masse moléculaire. Il faut donc préparer les protéines de telle sorte
que ces derniéres soient chargées pour migrer sous ’action d’un champ électrique et il faut
que cette charge soit proportionnelle a la masse moléculaire de 1’objet.

Pour cela, I’échantillon est réalisé en mélangeant une fraction de la solution d’intérét
avec du (G-mercaptoéthanol, celui-ci réduit les ponts disulfures a I'intérieur de la protéine.
Puis on ajoute du sodium dodécylsulfate ou SDS qui est un détergent anionique fort. Ce
détergent va entourer les chaines polypeptidiques de charges négatives : une molécule de
SDS s’associe a un acide aminé sur deux en moyenne. Le SDS va finalement masquer la
charge effective de la protéine qui va avoir une charge négative proportionnelle a sa masse
moléculaire. On ajoute aussi du bleu de bromophénol comme marqueur de la distance de
migration dans le gel.

La phase stationnaire est un gel réticulé d’acrylamide organisé en chaines pontées par du
bi-acrylamide. Cette réaction est initiée par des radicaux libres fournis par le persulfate
d’ammonium et catalysée par un agent réticulant, le TEMED (N,N N’ N’-tétramethyl-1-
,2-diaminométhane). Le pourcentage d’acrylamide controle la densité du maillage. Selon
le poids moléculaire des protéines a étudier, on utilise donc des gels avec un pourcent-
age différent d’acrylamide (tableau I1.1). Les échantillons protéiques sont placés dans les
puits d’un gel plus dense (20%) appelé stacking gel permettant d’augmenter la résolution
en amincissant la largeur de la bande correspondant a I'extrait. Le gel est ensuite placé
dans une cuve électrophorétique (figure I1.7) pour la migration des espéces sous un champ
constant contr6lé par un générateur de courant (courant fixé a 25 mA par gel). La cuve
est remplie d’un tampon contenant du SDS. Lorsque le bleu de bromophénol sort du gel,
on arréte la migration.
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Pourcentage d’acrylamide | Poids Moléculaire des protéines a séparer (kDa)
7.5 45-400
10 22-300
12 13-200
15 2.5-100

Tableau I1.1: Gamme d’utilisation des gels d’acrylamide en fonc-
tion des objets a séparer

Puits
Cathode
Gel d'attent
Tampon —
de
migration] Poids

moléculaire
décroissant

74\

"

Gel de migration

Figure I1.7: Réalisation d’un gel protéique afin de séparer les pro-
téines par poids moléculaire.

Les gels sont alors révélés par du bleu de Comassie, un colorant organique qui se fixe
sur les protéines par adsorption.
Pour cette étape, les extraits obtenus a partir de la bactérie avant et aprés induction sont
comparés (pistes 2 et 3 de la figure I1.8). La surexpression est effective, on remarque
une différence entre les deux échantillons : celui correspondant & I'induction présente
une bande importante en dessous du marqueur correspondant a 45 kDa. Or, 'objet
recherché MexAg; .4 @ un poids moléculaire de 41 kDa. De plus, cette bande est absente
de l'extrait obtenu sur bactérie avant induction. Les résultats obtenus pour MexA (figure
I1.8) et OprM (figure II.11) sont identiques. Toutefois il faut remarquer que pour les
protéines membranaires, la surexpression est moindre. Ceci tient au fait que les protéines
membranaires sont souvent surproduites avec un plus faible rendement. D’autre part, ces
protéines sont toujours entourées d’importants segments de membranes, elles sont souvent
moins visibles aprés coloration.

A ce stade, nous avons donc des clones capables de surproduire une protéine d’intérét.
La derniére étape est alors celle de la purification des protéines qui différe selon que 1'on
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Figure I1.8: Gel récapitulatif de la purification de Mex Agignar- Les
pistes d’electrophorése représentent respectivement 1: Marqueur
protéique, 2: Echantillon de C43 non induit 3: Echantillon de C43
aprés induction par l’arabinose 4: Fraction insoluble 5: Fraction
soluble dans le 3-OG 6: Fraction non fixée sur la colonne 7: Lavage
a 10mM en Imidazole 8: Fractions correspondant a une élution de
30 mM en Imidazole, 9: Fractions correspondant a une élution a
50 mM en Imidazole, 10: Fractions correspondant & une élution a
100 mM en Imidazole, 11: Fractions correspondant a une élution
a 400 mM en Imidazole.

s'intéresse a des protéines solubles ou insolubles.

I1.3 Purification d’une protéine soluble : MexA signal

L’exemple des protéines solubles va permettre d’introduire la technique de purification des
protéines. En ce qui concerne les protéines membranaires, le déroulement sera le méme
mais la solubilisation sera a considérer.

La protéine mutante MexA g, est une protéine soluble puisqu’elle ne posseéde aucun
segment hydrophobe.

11.3.1 Vérification de la solubilité

L’étape préliminaire est de vérifier la solubilité de cette protéine. En effet, certaines pro-
téines sans segment hydrophobe sont parfois insolubles. Une ultracentrifugation est réal-
isée pendant une heure a 4°C a 150 000 g afin de séparer la fraction soluble de la fraction
insoluble. Le surnageant est recueilli puis analysé sur gel. Il est comparé a I’échantillon
obtenu a partir de ’extrait insoluble de facon a repérer la protéine. La bande identifiée
comme étant celle de la protéine est bien présente dans la fraction soluble (figure I1.8,
piste 5) mais légérement décalée vers les poids moléculaires plus faibles. Nous avons donc
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réalisé un séquencage de la protéine afin de vérifier qu’elle n’était pas dénaturée.
MexAj;ignar est ainsi présente dans un cocktail protéique contenant des protéines solubles
avec des tailles trés variables. La protéine MexAg; . a été construite avec un marquage
moléculaire poly-histidines en position C-terminale. Or les histidines sont des acides am-
inés contenant un groupe imidazole qui posséde une forte affinité pour les ions métalliques
divalents comme Ni** ou Co?*. Nous allons utiliser cette étiquette histidine afin de sé-
parer notre protéine des autres. En effet, la protéine d’intérét va se fixer sur les billes
fonctionnalisées avec du Nickel qui compose la colonne alors que la plupart des autres
protéines ne sera pas retenue. L’élution va ensuite jouer sur la compétition de ces liaisons
avec de I'imidazole. Cette molécule va peu a peu remplacer les protéines liées aux billes
de Nickel par ordre croissant d’affinité. Cette technique va éliminer les protéines qui
contiennent des groupes imidazoles et séparer ainsi la protéine d’intérét des autres qui
manifestent pour le Nickel une affinité moins forte.

I1.3.2 Préparation de la colonne d’affinité

Nous avons utilisé une colonne de chromatographie liquide & haute performance (ou
HPLC) avec une résine d’affinité Nickel (Fast flow Sepharose-Amersham). Cette technique
utilise comme support des particules de faible diamétre. Ceci augmente son pouvoir de
séparation mais, parallelement, cette diminution de la taille des grains qui constituent la
phase stationnaire conduit a une pression d’élution plus élevée. La présence d’un module
de commande pour controler les pompes, la pression a I'intérieur de la colonne ainsi que la
température est alors nécessaire. Cette technique offre la possibilité de travailler avec une
faible quantité d’échantillon et posséde une extréme sensibilité ainsi qu’'un grand pouvoir
séparateur.

Une colonne d’affinité est composée d’un volume de billes fonctionnalisées avec du Nickel
et délimitée par un tube en verre pouvant supporter de hautes pressions ainsi que par
deux disques de délimitation dont la position est ajustable (figure I1.9). La colonne est
préparée en introduisant une solution contenant le volume requis (20-25 mL) de billes
fonctionnalisées avec du Nickel ou du Cobalt dispersées dans un solvant de méme densité.
On utilise alors les pompes afin de faire circuler a I'intérieur de la colonne le solvant sous
une pression de quelques bars pour tasser les grains. Le disque de la partie supérieure
est descendu au fur et & mesure en évitant de créer des bulles d’air qui empécheraient
I’écoulement.

Il faut équilibrer la colonne de fagon a charger ensuite I’échantillon. Le tampon d’équilibra-
tion est le tampon dans lequel on souhaite obtenir les protéines auquel on ajoute 20 mM
en imidazole. Cette quantité d’imidazole permet d’éviter lors du chargement les associ-
ations non spécifiques avec la matrice de billes de nickel. On utilise donc la solution S2
(5% glycérol, 100 mM NaCl, 50 mM tampon phosphate de sodium).

I1.3.3 Chargement et collection des protéines

L’extrait protéique soluble précédemment obtenu est alors chargé dans la colonne. La
partie non fixée sur la colonne est conservée pour analyse (figure I1.8, piste 6). On procéde
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ensuite a un lavage avec la méme solution sur deux volumes de colonne de maniére a

éliminer les protéines qui interagissent de fagon non spécifique avec la matrice (figure 11.8,
piste 6).

————Pompe Solutions

{
RN
Disques Colonne
denylon| < de
Nickel
N

Spectromeétre UV
Conductimeétre

Tubes

collection

Figure I1.9: Colonne d’affinité dans un systéme de chromatogra-
phie liquide haute performance. Les pompes permettent de
faire passer avec une pression élevée les différentes solutions
d’équilibration, de chargement de I’échantillon, de lavage et
d’élution. Les fractions sont collectées en sortie aprés un systéme
de détection UV qui met en évidence les pics dus au passage de
protéines.

L’élution commence alors en créant un gradient d’imidazole entre 20 mM et 400 mM.
On surveille I'élution des protéines au moyen d’un spectrométre ultraviolet (figure 11.9)
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qui va détecter la présence d’éventuelles protéines avant collection. En ce qui concerne
MexAjignar, on peut facilement repérer des pics qui s’étalent entre des concentrations en
imidazole de 50 et 200 mM. Les fractions correspondantes aux pics sont ensuite analysées

200 250
Absorption UV (mAU) oncentration Imidazole (mM)|

200
150

150
100
100

50

Volume Solution (mL)
I I I I I
200 220 240 260 280 300 320

T 0

Figure 11.10: Courbe d’absorption ultra-violet & la sortie du spec-
tromeétre pour I’élution de la protéine MexA signal. La droite mon-
tante représente la concentration en imidazole.

pour vérifier la présence de la protéine et connaitre sa pureté. Pour ce faire, on précipite
avec du sulfate d’ammonium une quantité de 1 ng de protéine. Le précipité est séché
et resuspendu dans le tampon d’analyse. On peut constater sur le gel (figure I1.8) que
la protéine est presque pure notamment dans les fractions du second pic. Seuls des
contaminants de plus faibles poids moléculaires demeurent. Ils pourront donc étre éliminés
par concentration s’ils sont inférieurs au seuil des concentrateurs.

11.3.4 Concentration

Cette derniére étape permet d’éliminer encore quelques contaminants ainsi que I'imidazole
qui serait génante dans nos expériences mais aussi d’augmenter la concentration de la
protéine. On utilise des concentrateurs Centricon dont la membrane posséde un seuil de
poids moléculaire & 30 kDa. Le concentrateur est équilibré avec la solution contenant le
tampon final désiré c’est-a-dire la solution S2 (glycérol 5% (v/v), 100mM NaCl, 50mM
tampon phosphate de sodium pH 7.5). Puis on charge I’échantillon sur ces colonnes
jusqu’a obtenir une concentration augmentée d’un facteur 25. L’échantillon ainsi obtenu
est lavé trois fois avec la solution tampon afin de diminuer la concentration en imidazole
jusqu’a une valeur inférieure a 80 M. La solution finale a une concentration de 150 uM
en protéine.

I1.4 Purification d’une protéine membranaire : OprM

Pour les protéines membranaires qui possédent un segment hydrophobe, la question clef
reste la solubilisation dans un détergent. Les principaux détergents utilisés sont le (-
octylglucoside (ou B-OG) qui a été choisi pour solubiliser MexA sous sa forme native
et OprM et le dodécylmaltoside (ou DDM) utilisé pour solubiliser MexB. L’obtention
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d’extraits protéiques est effectuée avec un protocole identique a celui de MexA;gnq (pro-
posé a la section I1.2.2).

I1.4.1 Reécupération des membranes

A partir des extraits protéiques obtenus, on va sélectionner les membranes dans lesquelles
s’ancrent les protéines (ici pour OprM, il s’agit des membranes externes). Les deux
membranes des bactéries Gram-négatives ne possédent pas la méme composition lipidique.
Elles n’ont donc pas la méme densité. C’est cette propriété qui est utilisée pour parvenir
a les séparer. On prépare donc un gradient de sucrose en superposant dans un tube de
centrifugation de 13 mL, 3 mL d’une solution de sucrose a 1.5 M et 3 mL d’une solution
de sucrose a 0.5 M. Le surnageant précédemment obtenu est placé sur ce palier de sucrose
(7 mL).

Une centrifugation a 200 000 g est alors réalisée pendant 2h45 a 4°C. Au terme de celle-
ci, on obtient deux anneaux trés visibles : le moins dense correspond aux membranes
internes, le plus dense a la membrane externe qui forme un culot au fond du tube. On
enléve le surnageant jusqu’a I’anneau de la membrane cytoplasmique compris. Le culot
est récupéré et lavé dans le tampon A. Une centrifugation a 8 000 g pendant 10 minutes
suit afin d’éliminer les structures les plus importantes qui auraient pu ne pas étre bien
lysées. Enfin un cycle d’ultracentrifugation & 100 000 g et de resuspension du culot obtenu
est réalisé de maniére a laver I’échantillon. Sur le gel, la bande correspondant a la protéine
apparait clairement pour une taille proche de 45 kDa (figure I1.11, piste 4). La masse
moléculaire d’OprM attendue est de 52 kDa. Cependant la présence résiduelle de détergent
lié pourrait modifier la quantité de SDS associé et donc les charges et la migration de la
protéine. Les échantillons des extraits de bactéries avant et aprés induction montrent
aussi une bande plus marquée pour le cas de I’échantillon induit.

11.4.2 Solubilisation

Pour la solubilisation, on laisse réagir sur la nuit le culot resuspendu dans le tampon S4
de solubilisation (Tampon Tris-HCI 20 mM, NaCl 150 mM, glycérol 10%, 5-OG 2%) sous
agitation. Les phases solubles et non solubles sont ensuite séparées par une centrifugation
a 50 000 g de 20 minutes. Les échantillons solubles et non solubles sont prélevés pour
analyse (figure I1.11, pistes 5 et 6). On peut remarquer qu’une fraction importante de
OprM est soluble dans le tampon.

I1.4.3 Séparation et concentration

Comme pour la protéine soluble, ’étape de séparation de la protéine OprM se fait sur une
colonne d’affinité au Nickel en mettant a profit le marquage poly-histidine de la protéine.
La fraction soluble est donc fixée sur une colonne en utilisant le tampon S1 (Tampon
Phosphate 50 mM, NaCl 150 mM, glycérol 5%, 3-OG 0.9%) dans lequel on ajoute 10
mM d’imidazole. Les lavages ont lieu & la méme concentration en imidazole. L’élution se
fait avec un gradient linéaire d’imidazole entre 10 et 450 mM. On observe un pic d’'UV
indiquant une forte concentration protéique pour une concentration d’élution entre 100 et
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Figure II.11: Gel électrophorétique des différentes fractions
prélevées au cours de la purification. 1: Marqueur de poids molécu-
laire, 2: extraits totaux de bactéries avant induction, 3: extraits
totaux de bactéries aprés induction, 4: Membrane externe aprés
Iyse et séparation sur un gradient de sucrose, 5: Fraction soluble
dans le 3-OG 2%, 6: Fraction insoluble dans le détergent, 7: OprM
purifiée et concentrée.

250 mM en imidazole. Les fractions correspondantes sont collectées et concentrées dans
la solution S4 sur des concentrateurs Amicon Ultra avec une seuil de 30 kDa. La protéine
purifiée et concentrée est analysée sur gel (figure I1.11 piste 7).

I1.5 Reésultats obtenus

11.5.1 OprM

La protéine OprM a été surexprimée, purifiée et cristallisée au Laboratoire de R.M.N.
et Cristallographie Biologiques. Nous avons reproduit le protocole déja mis en place par
Houcine Benabdelhak et Dimitri Lerouge [47] [48]. La concentration finale de protéine
obtenue est de 2mg/mL soit 4,0107° M. On ne note aucun contaminant majeur comme
en témoigne le gel final (figure I1.11 piste 7).

11.5.2 MexA variété native ou soluble

Nous avons obtenu de bons résultats pour la protéine MexA. Pour le protéine native,
j’ai la encore reproduit le protocole obtenu par Houcine Benabdelhak et Xavier Moreel
au Laboratoire de R.M.N. et Cristallographie Biologiques. MexA sous sa forme native
est une protéine ancrée a la membrane via une ancre lipidique. Le détergent utilisé est le
méme que celui d’OprM, la solution de solubilisation S4 est identique. Pour la purification
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de MexA, un seul détail différe par rapport & OprM : le procédé de concentration. Celle-ci
a lieu sous courant d’azote. La concentration finale obtenue est de 9.4 mg/mL soit 2.3
10~4 M.

En ce qui concerne les protéines mutantes MexA ;5,4 et MexAcyp, elles sont toutes deux
des protéines solubles pour lesquelles nous avons construit les clones. Nous avons utilisé
un protocole classique de purification pour la protéine MexA;y,q. Gilles Phan a mis en
place un protocole pour MexAcnp. La pureté des échantillons est trés bonne comme en
témoigne le gel figure I1.8. On obtient une concentration finale de 'ordre de 7.4 mg/mL
soit 1.5 10~4M.

I1.5.3 MexB

J’ai réalisé le clonage de la protéine MexB, toutefois les tests de surexpressions se sont
avérés négatifs ou peu probants malgré les améliorations apportées au protocole de sur-
production. Les bactéries sont désormais placées & une température de 25°C pendant
I’induction et cette étape commence aprés un arrét de leur phase exponentielle par re-
froidissement dans la glace. En outre, on ajoute de I’éthanol afin de placer les cellules
sous stress éthanolique ce qui les rend plus productives. Cependant, 'effet toxique de
production de la protéine se fait ressentir ; on repére notamment une diminution de la
population dont la densité optique passe de 2 & 1.8 (A =280 nm) en fin de surexpression.

Stratégie 1 : Sélection de clones sous conditions d’induction

Une stratégie différente a alors été envisagée : sélectionner des clones en condition d’induction
ce qui est la technique utilisée pour obtenir des souches sélectionnées C43 [46]. Des colonies
transformées par le plasmide de MexB ont été étalées sur boites de Pétri contenant du LB
en présence de chloramphénicol et d’arabinose. Parmi les quelques colonies qui apparais-
sent, on peut supposer que certaines doivent surproduire la protéine MexB. Nous avons
sélectionné 5 clones potentiels et avons testé, mais sans résultat probant, leur surproduc-
tion en comparant pour chacun de ces clones des extraits de membranes lysées pour des
échantillons de bactéries avant et aprés induction. La surexpression n’est pas décelable
mais ce résultat peut signaler d’'une part la faible production de la protéine ce qui est
probable puisqu’elle est toxique, d’autre part un manque de visibilité car nous étudions
des extraits membranaires. Nous avons essayé de solubiliser la protéine dans différents
détergents : le dodécyl-maltoside (DDM) ou le S-octylglucoside (8-OG) puis de faire une
mini-purification. Un échantillon est purifié sur résine de Nickel dans un tube de 15 mL :
on réalise une élution a 100 mM en imidazole apres des lavages a 10 mM et a 20 mM. Les
gels protéiques sont difficiles a analyser. La protéine semble présente et solubilisée avec
un meilleur rendement dans le DDM, en revanche aucune fraction n’est fixée sur la résine.

Stratégie 2 : Protocole publié

Nous avons alors suivi le protocole publié |23] de purification de MexB. Nous avons purifié
la protéine mais avec un contaminant majeur présent a 45 kDa. Ce contaminant ne
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disparait pas malgré les tentatives de I’éliminer en utilisant un concentrateur a 30 kDa ou
par chromatographie sur gel filtration. Ce comportement a été expliqué grace la réalisation
d’un immuno-transfert (ou Western Blot) [49] sur les gels de séparation des protéines.

A partir des gels précédents, on effectue un transfert des protéines sur une membrane de
nitrocellulose. La membrane est placée face au gel et un courant électrique est appliqué
aux plaques sur lesquelles reposent le gel et la membrane. Les protéines chargées migrent
vers le gel en conservant leur organisation spatiale. Au terme de ce transfert, les protéines
sont présentes sur une surface mince et donc plus exposées pour une interaction avec des
anticorps. Cependant, la membrane de nitrocellulose interagit de maniére non-spécifique
avec les protéines par des interactions hydrophobes et ioniques. Il faut bloquer ces sites
d’interaction si on veut que les anticorps se lient seulement aux zones contenant leur
ligand. Cette passivation du reste de la membrane est obtenue en ajoutant de la BSA.
Ainsi, lorsque les anticorps sont appliqués lors de 1’étape suivante, ils réagissent avec les
sites de la protéine cible.

Dans notre cas, 'anticorps anti-histidine s’accroche sur le contaminant. Nous avons donc
a faire soit a une protéolyse dont le site reste non identifié mais qui a lieu au niveau
N-terminal, soit & un contaminant possédant un groupement histidine comme AcrB. Une
possibilité d’amélioration aurait été 1'utilisation d’inhibiteurs des protéases a sérine comme
le PMSF ou 'AEBSF.

Stratégie 3 : Synthése

La tentative suivante repose sur des expériences de bio-réacteur en vésicules [50] [51].
Noireaux et al. ont introduit a l'intérieur d’une vésicule des extraits de Escherichia coli
ainsi que des plasmides codant pour la protéine GFP et pour une protéine I’a hémolysine
qui est une porine. Cette protéine membranaire s’incorpore a la membrane et permet des
échanges avec le milieu extérieur. Le temps d’expression est allongé a quatre jours ce qui
est trés supérieur aux temps obtenus par les systémes de culture in vitro qui, de plus, ne
donnent pas de résultats pour les protéines membranaires.

Aprés discussions avec A. Libchaber, la tentative de créer des vésicules porteuses de MexB
sur leur membrane a donc été testée. Nous avons introduit le plasmide pBAD33-MexB
dans des vésicules constituées d’un lipide la phosphatidylcholine de I'oeuf (EYPC). Au
bout d’une journée, nous avons examiné sur gel les éventuelles protéines obtenues mais
aucune trace n’était visible sur gels. Les résultats obtenus a partir du plasmide commer-
cial codant pour la GFP, le plasmide pIVex et fourni avec les extraits protéiques ont été
positifs. Nous avons donc essayé de créer un nouveau plasmide en remplacgant le fragment
codant pour la GFP dans ce plasmide par I'insert correspondant au codage de MexB. Les
protéines ne sont pas visibles sur le gel. Une derniére hypothése peut étre que la protéine
est produite en faible quantité. En effet, pour des protéines dont le poids moléculaire
exceéde 40 kDa, la synthése in vitro est trés difficile. Pour le vérifier, il faudrait la mar-
quer par une construction ajoutant la GFP. On aurait ainsi une détection par mesure de
fluorescence comme dans le cas de la synthése de la GFP seule.
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Stratégie 4 : Le courrier électronique ou la collaboration internationale

Finalement, la solution la plus avantageuse s’est révélée étre la demande directe au groupe
de T. Nakae (Department of Molecular Life Science, Takai University, Isehara, Japan).

I1.6 Marquage d’une protéine par la FITC

Afin d’étudier ces protéines, nous avons dans un premier temps utilisé la technique de
la mesure de recouvrement de fluorescence aprés photoblanchiment en franges. Opter
pour cette méthode demande de marquer des protéines avec un fluorophore dont la fluo-
rescence puisse étre détruite par un éclairement fort : nous avons choisi la Fluorescéine
Isothiocyanate ou FITC.

[1.6.1 La FITC

La FITC est un marqueur fluorescent dont les caractéristiques sont les suivantes : on note
un pic d’absorption a 494 nm, il peut donc étre excité par la raie a 488 nm d’un laser
Argon, et un pic d’émission a 518 nm, on récupére donc ce signal en ajoutant en sortie
de notre microscope un filtre dichroique avec une longueur d’onde de coupure a 510 nm

(figure 11.12).
HG o ) absorption
L

émission

C—0OH
I
QL
N=C=5 350 400 450 500 550 600 650
FITC 7 Longueur d'onde (nm) 7
(a) Formule chimique de (b) Spectres d’absorption et
la FITC. d’émission de la FITC.

Figure 11.12: Données spectrométriques sur le fluorophore FITC.

Ce marqueur est préféré aux autres marqueurs correspondant aux mémes longueurs d’onde
d’excitation pour ses propriétés de photoblanchiment : sa fluorescence est fortement
diminuée quand un laser de forte puissance I'illumine (figure I1.13). Un des inconvénients
majeurs de ce fluorophore est que son intensité dépend fortement du pH du milieu ; en
dessous d'un pH de 5, la fluorescence de la FITC est éteinte. Les protéines que nous
utilisons sont elles aussi sensibles au pH et un pH trop acide les fait précipiter. La gamme
de pH compatible avec la FITC est donc suffisante.

La FITC a été obtenue chez Molecular Probes, Invitrogen.
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Oregon Green Fluor (carrés vides).

Figure I1.13: Caractéristiques de la FITC fournies par Invitrogen.

I1.6.2 Marquage des protéines par la FITC : réaction de conju-
gaison

Le protocole de marquage de la FITC est proche de celui proposé par les kits Fluoreporter
FITC Labeling Kit produit chez Molecular Probes mais a été adapté a nos protéines
notamment en ce qui concerne la séparation des protéines marquées et du marqueur.

Le marquage repose sur le fait que la FITC réagit avec les sites amines primaires des
protéines. Les protéines ont été concentrées a 3mg/mL dans un tampon phosphate pH
7.5 qui ne posséde pas de sites amines primaires. La FITC est dissoute dans du DMSO
avec une concentration finale de 10 mg/mL. On mélange 500 uL. de protéines avec 50 pl
d’une solution tampon de bicarbonate a 1M, pH 9 et 42 ul. de la solution de FITC. Dans
le mélange réactionnel, on a donc 30 FITC pour 1 protéine ce qui augmente les chances
de marquage.

La solution est placée sous agitation par un barreau magnétique miniature dans le noir
pendant 3 heures.

I1.6.3 Purification des protéines marquées

Il faut ensuite séparer les protéines marquées et le fluorophore. Pour cela, on utilise une
colonne gel-filtration. Ces colonnes sont constituées de grains de silice qui forment une
matrice. Les molécules sont séparées selon leur poids moléculaires. Les objets les plus
petits peuvent s’insérer dans les pores de la matrice ce qui ralentit leur progression. On
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parvient facilement & résoudre la protéine marquée qui a un poids moléculaire de 45 kDa
de la FITC qui a un poids moléculaire de 389 Da. La protéine marquée est trés pure mais
sa concentration est plus faible, le passage par la colonne conduit a une dilution par un
facteur 10.

Le degré de marquage final est une donnée importante. Il est obtenu en mesurant les ab-
sorptions a 280 nm et a 494 nm d’une solution diluée des protéines marquées. L’absorption
a 280 nm permet de déduire la concentration en protéines de lI’échantillon mais il faut
corriger ceci par l'absorption due a la fluorescéine. L’absorption a 494 nm permet de
doser les fluorescéines présentes. Finalement, on a les formules suivantes qui permettent
de déduire les concentrations en protéines c et le degré de marquage d :

[AQSO — (A494 X 030)] X (facteur de dllutlon)
€

ol 0.30 est un facteur correctif et € est le coefficient d’extinction molaire & 280 nm.

g Ayoq X (facteur de dilution)

€ErrTC X C

ol exrrc = 68000 est le coefficient d’extinction molaire de la FITC a 494 nm et & pH 8.
Pour les différentes protéines que nous avons marquées, nous avons obtenu les concentra-
tions et les degrés de marquage suivants :

e MexA est marquée avec 3.7 FITC par protéine et la concentration est de 0.33 mg/mL
soit 7.9 puM,

o MexAgigna est marquée avec 4.6 FITC en moyenne, sa concentration est de 0.5
mg/mL soit 12 uM,

e OprM est marquée par 1.7 FITC en moyenne, sa concentration finale est de 0.45
mg/mL soit 9.1 uM,

e MexB présente une faible efficacité de marquage avec seulement 0.5 molécules par
protéine pour une concentration finale de 0.5 mg/mL soit 4.4 pM.

II.7 Marquage des protéines par un maléimide-biotine

Les mesures de forces d’interaction décrites au chapitre VII entre les protéines nécessitent
qu’une protéine soit fixée sur une bille fonctionnalisée par de la streptavidine. La strep-
tavidine réagit avec la biotine avec une forte constante d’affinité (K= 107!* M~!) ainsi
si notre protéine est marquée par une biotine, ’accrochage sur la bille pourra avoir lieu.
Pour pouvoir ancrer les protéines sur une bille, il est plus facile d'utiliser des protéines
solubles afin d’éviter tout effet d’écrantage di au détergent. Le choix s’est donc porté sur
MexA que nous avons exprimé sans sa modification lipidique mais avec une cystéine libre
unique en position N-terminale, MexAcyp. On fait réagir la cystéine avec un groupement
maléimide couplé a une biotine (Uptima - FT-UP48198).

La réaction commence par la conjugaison du maléimide-biotine avec la cystéine libre de
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la protéine MexAcnyp. On prépare une solution de maléimide-biotine a 40 mM et une de
protéine a 1 mM. On mélange 1 mL de la solution protéique avec 25 pL de solution de
maléimide-biotine et I’échantillon est mis a réagir 1 a 2 heures.

La purification des protéines est réalisée avec deux méthodes différentes qui ont fourni sen-
siblement les mémes résultats. La premiére méthode suggérée par la notice était d’utiliser
une colonne gel-filtration afin de séparer la protéine de 45 kDa du maléimide n’ayant pas
réagi de 451 Da. Cette méthode comme nous I'avons dit, permet de controler la pureté
de la protéine directement. Toutefois, elle dilue celle-ci d’ou la nécessité d’utiliser ensuite
des concentrateurs a 10 kDa de seuil (calculé pour une particule sphérique). La seconde
méthode consiste en 'utilisation directe de ces concentrateurs qui laissent passer toutes les
molécules avec un poids moléculaire inférieur & 10 kDa dont le maléimide-biotine. Cette
méthode donne une pureté identique par comparaison sur gel et une concentration plus
importante en une seule étape. Elle est rendue possible par le fait que le marqueur ne
réagit pas avec la membrane du concentrateur.

I1.8 Bilan

Nous avons donc obtenu et purifié 4 protéines : MexA et ses mutants MexA;gna, MexAconp
ainsi que OprM. Seule la purification de MexB a été problématique.

Nous sommes parvenus a marquer toutes ces protéines avec un fluorophore : la FITC. Les
concentrations obtenues apreés le marquage sont suffisamment importantes pour permettre
d’enregistrer un signal lors des expériences de photoblachiment. La protéine MexAconp a
été marquée par un maléimide-biotine pour des expériences de micromanipulations.
Cette partie a pour but de montrer aussi toutes les techniques qui s’offrent au physicien
pour parvenir a constituer des objets d’études avec des propriétés choisies. La biologie
moléculaire est un outil trés précieux pour le biophysicien.
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Membranes fluides

Les membranes biologiques sont décrites comme des bicouches lipidiques fluides qui

constituent un "solvant" pour les protéines membranaires [52]. Ces membranes permet-
tent aux protéines de diffuser et d’interagir en surface [53] (figure II1.1). L’é¢tude de pro-
téines membranaires et notamment des interactions entre protéines membranaires peut se
faire dans un milieu simplifié équivalent a une membrane biologique. C’est 'option que
nous avons choisie.
Dans cette partie, nous présenterons les propriétés d’une membrane fluide. Nous décrivons
ensuite le systéme que nous avons choisi. Nous nous focaliserons alors sur la détermina-
tion des propriétés de la bicouche en étudiant une phase lamellaire puis nous aborderons
la caractérisation de la phase éponge dans laquelle nous avons réalisé nos expériences.

Milieu
extracellulaire

re os0®
1 L; o

o
CarbohydrateJ 2

Protéine

Protéine
transmembranaire

f e
1/
1/
i
Cytosquelette
Cytoplasme

Figure 1III.1: Schéma de la membrane plasmique dans
laquelle  évolue des  protéines, d’aprés  Greg  Geibel
(http://sun.menloschool.org/ cweaver/cells).

ITII.1 Physique des membranes fluides

II1.1.1 Structures amphiphiles

Les tensioactifs (que nous avons nommé détergents dans les premiers chapitres car cette
dénomination est plus souvent utilisée en biologie) sont des molécules dites amphiphiles
ce qui signifie qu’elles possédent a la fois une partie polaire hydrophile (nommeée téte po-
laire) et une partie apolaire hydrophobe (baptisée queue aliphatique) composée de chaines
carbonées. Les lipides sont des molécules tensioactives avec deux chaines aliphatiques, les
savons n’en posseédent qu’une.

Parmi les tensioactifs, on distingue trois catégories selon la nature de leur téte polaire :
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e les tensioactifs ioniques dont la téte est ionisée par solubilisation ce qui conduit a la
libération d’un contre-ion en solution. Parmi ces tensioactifs, on peut citer le SDS
(voir annexe A).

e les tensioactifs zwiterrioniques présentant une double polarité avec un groupement
basique au niveau du raccordement entre la téte polaire et la queue aliphatique et
acide au niveau de la téte. Globalement neutres, ces tensioactifs vont présenter
une charge effective selon le pH de la solution. Le C14DMAO (tetradécyldiméthyl
aminoxide) appartient & ce groupe (annexe A).

e les tensioactifs non-ioniques auxquels nous nous sommes intéressés. Ils demeurent
neutres. La famille la plus connue est celle des tensioactifs CiEj. Ces tensioactifs sont
composés d'une chaine carbonée a i atomes de carbones et d'une téte polyéthyléne
glycol avec j groupements éthyléne glycol. Nous avons travaillé avec le C12E5 ou
pentaoxyéthyléne, monododécyl-éther (annexe A).

La partie polaire est soluble dans tout milieu aqueux alors que la partie apolaire préférera
un solvant organique. Ce caractére amphiphile est a 'origine de la diversité des structures
adoptées par les ensembles de molécules de maniére & minimiser leur énergie d’interaction
avec le milieu. Selon la concentration de ces objets, on voit apparaitre au-dela de la
concentration micellaire critique (concentration au dela de laquelle est présent en volume
sous forme d’agrégats), les assemblages suivants :

e des micelles globulaires ou cylindriques,

e des phases de bicouches parmi lesquelles on distingue une phase anisotrope de bi-
couches planes (c’est la phase dite lamellaire ou L,) et des phases istropes de bi-
couches multiconnectées comme la phase cubique ou la phase éponge (Ls),

e des vésicules qui sont des bicouches refermées sur elles-mémes. Elles peuvent étre
unilamellaires ou multilamellaires.

Un modéle géométrique développé par J. Israelachvili [54], [55] explique ce polymor-
phisme a partir de la propension des éléments a avoir une courbure. Une molécule de
tensioactif peut géométriquement étre modélisée par un cone de section o correspondant
a ’aire occupée par téte polaire, une longueur [y de sa chaine aliphatique et un volume v
de cette partie hydrophobe (figure I1I.2a). La section moyenne de la queue hydrophobe

v
est donnée par v/ly. Selon le rapport p= v la courbure spontanée de la molécule sera
00

différente et favorisera un type de structure (figure II1.2b). Si p< 1/2, des micelles seront
présentes, si p€ [1/2, 1], une phase de vésicules est la plus probable, si pa 1, on aura une
phase plane de bicouches, si p> 1, des micelles inverses apparaitront.

Ce raisonnement explique aussi les modifications des phases obtenues selon la tempéra-
ture : & mesure que celle-ci augmente, ’hydratation de la téte polaire et donc la valeur
de o va étre modifiée ainsi la courbure spontanée va étre changée.

Ce modéle permet de prévoir I'action d’une molécule tensioactive ajoutée en plus faible
proportion qui sera nommeée cotensioactif. Cette addition modifie la courbure spontanée
du systéme et donc son organisation.
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Figure II1.2: Interprétation géométrique des phases de tensioactifs
en fonction du paramétre p [55].

Cependant, cette description n’explique pas la transition entre les phases fluides de bi-
couches que sont les phases lamellaire et éponge.

IT1.1.2 Description mécanique des membranes

Pour expliquer ce passage d’une phase lamellaire a une phase éponge, il faut considérer la
membrane d’un point de vue thermodynamique [56|. Tout d’abord, du fait des fluctuations
thermiques, il faut distinguer dans ces structures deux variables [57] : aire totale A et
'aire projetée Ag (figure I11.10). Des expériences réalisées sur des vésicules ont montré que
ces derniéres étaient tres résistantes aux compressions et dilatations ce qui implique que
les bicouches peuvent étre considérées comme incompressibles. L’aire totale A est alors
associée au potentiel chimique des tensioactifs, ’aire projetée Ay dépend des contraintes
appliquées. L’aire projetée s’adapte de sorte que 1'énergie soit minimisée.

Quand on considére un fil de section constante, son énergie élastique est donnée par [58| :

dE = Srcde
2

ot ¢ est la courbure locale imposée a I’élément df de fil et x est le module de rigidité. A
partir de cette équation, une longueur de persistance A intervient due au fait que cette
énergie élastique est le résultat de fluctuations thermiques ainsi A = k/kgT. En dega
de cette taille, le fil peut étre considéré comme un baton rigide, au-dela il adopte une
structure aléatoire.

Par analogie, Helfrich s’est intéressé a l'énergie élastique d’un film [59]. Dans ce cas
bidimensionnel, il faut décrire la membrane en introduisant les deux courbures principales
locales ¢; et ¢y selon deux axes définissant ’élément de surface dA considéré ainsi que la
courbure spontanée cy. D’aprés la géométrie différentielle dans le cas bidimensionnel,
il existe deux sortes de déformations a prendre en compte : la courbure gaussienne ou
intrinséque et la courbure extrinséque. Une feuille de papier est ainsi intrinséquement plate
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méme si elle peut étre courbée en cylindre. Une sphére est, quant a elle, intrinséquement
courbe.

Le produit cicy désigne la courbure dite gaussienne. Le théoréme de Gauss-Bonnet relie
cette quantité au degré de connectivité de la structure :

/dS c1cy = 271(2 — 2g)

ou g est le degré de connectivité de la surface, c’est-a-dire le nombre de connexions par
cellules. g est nul pour une sphére et égal & 1 pour un tore. La quantité 2-2g désigne la
caractéristique d’Euler de la phase.

La courbure c;+cs représente la courbure moyenne qui doit étre comparée a la courbure
spontanée pour accéder a la courbure extrinséque. Pour chacune de ces courbures, on fait
intervenir un module élastique.

Helfrich introduit donc deux modules élastiques k et K qui ont la dimension d’une énergie
et sont relatifs respectivement a la courbure moyenne et a la courbure gaussienne. Helfrich
propose un développement limité aux faibles déformations de I’énergie de courbure a partir
de 'expression de I’énergie libre de Landau. L’expression de ’énergie d’Helfrich est alors :

1
dE = [ém(cl + ca — ¢o)? + Repeg]dA (IT1.1)

Ce développement est valable tant que les rayons de courbure principaux sont grands de-
vant I’épaisseur de la bicouche et la portée des interactions entre molécules tensioactives.
[’étude de cette expression de I’énergie témoigne du role tres différent de chacun des mod-
ules de rigidité. x représente ’énergie nécessaire pour créer une déformation cylindrique
sur la surface, il est I’analogue du module de rigidité introduit & une dimension, c’est
lui qui va contréler les fluctuations thermiques de la membrane. K a un role différent, il
représente le potentiel chimique pour le degré de connectivité de la structure [61].

Des valeurs négatives pour & favorisent la formation de structures sans connexion (figure
II1.4) comme les vésicules, si la valeur absolue de & est grande, ou les phases lamellaires
pour des valeurs absolues faibles de . Des valeurs positives conduisent a ’apparition de
systémes multiconnectés comme les phases éponge. Les structures lamellaires et éponges
difféerent donc par la valeur de leur module de rigidité gaussienne %.

L’amplitude des fluctuations de la membrane dépend de la rigidité de celle-ci. Si on veut
avoir acceés, comme au cas unidimensionnel, a une échelle caractéristique de persistance,
on doit introduire une fonction h(x,y) qui va repérer la déviation de la membrane en tout
point (x,y) par rapport au plan de référence [56]. La courbure moyenne est alors simpli-
0%h 0*h 0?h
0x? 0y? (axay)

représentation de Fourier & deux dimensions, 'énergie s’écrit [56] :

fide [62] en /°h [62] et la courbure gaussienne en 2. En introduisant la

K dq -, = 4
H=—- | —=h(q)h(- 1.2
S | Gosa@a (112)
Les fluctuations de position sont données par le théoréme de I’équipartition de I’énergie :
— = kgT
(h(@)h(-q)) = A%qél (IT1.3)
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Figure I11.3: Illustration du réle de k et k sur I'exemple des phases
éponges et des phases lamellaires. k donne 'amplitude des fluctua-
tions. La diminution de k permet de passer d’une phase lamellaire
(L, ) sans fluctuation a une phase avec fluctuations ou d’une phase
cubique (I) a une phase éponge (L3). F est lié a la topologie de
la phase, il donne le nombre de connexions. L’augmentation de k
permet la transition d’une phase lamellaire 4 une phase cubique.
Ce schéma est inspiré de [61].
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Figure II1.4: Diagramme donnant linfluence de k et Kk sur la
topologie des phases.
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Ceci conduit a : LT I
(Vh)?) o 2= 1n(=) (IT1.4)
K a
ol a est le rayon d’une téte polaire de tensioactif et L. I’extension latérale de la membrane.
Une longueur nommeée longueur de persistance par de Gennes et Taupin apparait [63] :

ATk )
3kgT

La notion de membrane plane n’a de sens que pour des tailles L trés supérieures a &,.
Cette longueur est la longueur caractéristique sur laquelle disparaissent les corrélations
d’orientation de la membrane. C’est une notion essentielle pour comprendre la dynamique
des phases de membranes fluides.

&p = aexp(— (I1L.5)

IT1.2 Diagramme de phase

Nous allons dans cette section décrire la phase dans laquelle nous avons travaillé ainsi que
le diagramme de phases du systéme tensioactif/cotensioactif/solution choisi.

Notre but est ’étude de protéines membranaires dans des phases fluides. Il est nécessaire
de choisir un tensioactif qui ne dénature pas les protéines. Nous avons donc opter pour
un tensioactif non-ionique. Ce type de tensioactif présente aussi 'avantage de supporter
une grande gamme de forces ioniques sans modification. La taille du périplasme chez
les bactéries est de 1’ordre de 200 A, nous voulons donc faire varier les périodes de nos
structures entre 50 et 400 A. Eric Freyssingeas [64] s’est intéressé a des phases lamellaire
et éponge d’'un systéme ternaire C12E5 /hexanol/eau dont la période recouvrait de telles
valeurs (figure I11.5). Nous avons donc opté pour le C12E5 (Annexe A). Les monocouches
de C12E5 ont été étudiées et leur épaisseur peut étre modifiée par 'addition de dodécane
|65]. Cette propriété conduit a une adaptabilité plus importante de ce systéme. Nous
allons pouvoir adapter la taille de la membrane a I'objet qu’on souhaite insérer en ajoutant
la quantité de dodécane requise du moins pour des objets ayant une taille hydrophobe
supérieure a 16 A qui est la taille d’une bicouche de C12E5 sans addition de dodécane.
Cependant, I'utilisation de I’hexanol comme cotensioactif est a proscrire car les protéines
que nous étudions précipitent en sa présence. Les protéines membranaires utilisées sont
solubles dans deux types de détergents qui sont : d’une part, le F-octylglucopyranoside
(-OG) pour les protéines MexA et OprM et d’autre part, le dodécylmaltoside (DDM)
pour la protéine MexB (les caractéristiques de ces détergents sont données en annexe A).
Le DDM posséde une chaine aliphatique longue de 12 atomes de carbone identique a celle
du C12E5. Ce détergent va difficilement s’insérer entre les chaines de C12E5. Il ne va
pas étre un bon cotensioactif pour le C12E5. Le 8-OG posséde une queue aliphatique de
8 carbones plus courte que celle du C12E5. Nous I'avons utilisé comme cotensioactif &
I’intérieur de nos phases.

Pour la phase aqueuse, nous avons choisi de conserver le tampon des protéines (solution
S2 annexe A).

Plus précisément, comme le 3-OG est commercialisé sous forme solide, on réalise des
solutions aqueuses contenant différentes concentrations massiques en détergent :
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Figure  IIL5: Diagramme de phase du  systéme

C12E5/hexanol /eau.  En abscisse, la fraction volumique de
C12E5 est représentée et en ordonnée, la fraction volumique en
hexanol. Ces résultats sont extraits de [64].

e S1 qui est une solution identique a la solution de solubilisation des protéines (0.9 %
(3-OG (pourcentage massique), 100mM NaCl, 50mM tampon phosphate pH 7.5, 5
% glycérol (pourcentage volumique)),

e une solution S2 sans $-OG (100mM NaCl, 50mM tampon phosphate pH 7.5, 5 %
glycérol (pourcentage volumique)),

e une solution S3 contenant une concentration dix fois plus importante en 5-OG (9
% (-OG (pourcentage massique), 100mM NaCl, 50mM tampon phosphate pH 7.5,
5 % glycérol (pourcentage volumique)).

En mélangeant ces trois solutions, on parvient a faire varier a la fois la fraction volumique
de C12E5 et celle de 5-OG. L’ordre dans lequel le tensioactif et les solutions S1, S2 et
S3 sont ajoutés est indifférent. Lorsque des échantillons avec des protéines vont étre
réalisés, la solution contenant les protéines est la solution S1. Il suffit de remplacer dans
les échantillons une fraction du volume de S1 par un volume de solution protéique. De
plus, comme le tampon des protéines contient aussi du cotensioactif, les protéines sont
ajoutées en méme temps que le cotensioactif qui permet de créer les phases. Ceci conduit
a priort a une meilleure incorporation des protéines a 'intérieur des bicouches.

Nous avons tout d’abord exploré le diagramme de phase du systéme ternaire C12E5/3-
OG /eau en faisant varier la quantité de cotensioactif ajouté. Ces résultats ont été obtenus
grace a une observation sous microscope polarisé. La phase lamellaire est biréfringente.
Entre polariseur et analyseur croisés, des figures telles que des coniques focales, des stries
huileuses...sont visibles. La phase éponge est isotrope : elle apparait noire. Cependant,
sous l'effet de cisaillement, elle acquiert une orientation transitoire et donc des propriétés
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Figure II1.6: Diagramme de phase du systéme CI12E5/[3-
OG /solution a une température de 20°C. En abscisse, la fraction
volumique de CI12E5 est représentée et en ordonnée, la fraction
volumique en (B-OG. Les lignes de dilution utilisées lors des ex-
périences suivantes sont indiquées en rouge pour la phase éponge
et en bleu pour la phase lamellaire.

biréfringentes.

Ces observations ont été complétées par des enregistrements de spectres de rayons X, des
mesures de conductivité ou des clichés de cryofracture comme nous le verrons par la suite.
Les résultats auxquels nous sommes parvenus sont présentés sur la figure II1.6. Nous
pouvons constater la présence, dans la gamme étudiée, de différents types de phases : une
phase éponge et une phase lamellaire sont notables.

Quand on augmente la fraction volumique de cotensioactif, c’est-a-dire en suivant la ligne
verticale en pointillés de la figure I11.6 de bas en haut, on a tout d’abord une phase Ls.
Quand le rapport molaire cotensioactif-tensioactif est augmenté, on trouve un systéme
biphasique puis on obtient une phase lamellaire. Habituellement, ’ajout de cotensioactif
fait passer d’une phase lamellaire & une phase éponge. Nous avons donc ici une phase
éponge "anormale". A partir de la phase lamellaire, si la fraction de cotensioactif est
augmentée, on trouve une phase isotrope biréfringente sous cisaillement donc il s’agit
certainement d’une phase L3 mais nous n’avons pas fait d’études complémentaires dans
cette région.

Ainsi par rapport a la phase utilisant ’hexanol comme cotensioactif (figure II1.5), le
cotensioactif -OG permet d’obtenir une phase éponge a la place de la phase cubique.
L’utilisation de ce cotensioactif stabilise cette phase éponge sur une grande gamme de
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température (entre 6 et 30°C).

Nous avons choisi de travailler avec la phase éponge correspondant & ’addition de 1
molécule de $-OG pour 9 molécules de C12E5 c’est-a-dire un rapport volumique de 0.08
entre ces composés qui correspond a la ligne rouge notée sur la figure I11.6. Notre étude
va s’attacher a étudier des protéines membranaires grace a la mesure de leur coefficient
de diffusion. Les principales méthodes d’orientation de phases lamellaires sont les cycles
chauffage-relaxation ou I'addition d’hexanol [66]. Or l'utilisation de 'une ou Pautre de
ces méthodes serait dommageable pour les protéines insérées a l'intérieur de la bicouche.
Nous avons donc opté pour une phase éponge car cette phase est isotrope. Elle n’a pas a
étre orientée pour permettre la mesure. Ce systéme est stable sur une gamme importante
de dilution (pour une fraction volumique de membrane ¢ entre 3 et 30%) (figure I11.6) et
de température entre 6 et 30°C .

IT1.3 Etude des bicouches des phases lamellaires C12E5/
$-OG/ Solution S2

Nous allons tout d’abord nous intéresser a la phase lamellaire du systéme C12E5/-
OG/Solution S2 (Annexe B) contenant environ 10 molécules de cotensioactif 5-OG pour
16 de tensioactif. La ligne de dilution étudiée est tracée en bleu sur la courbe IIL.6.
Nous avons fait ce choix afin de décrire les propriétés de la bicouche mais aussi car la
description d’une phase lamellaire est plus simple que celle d'une phase éponge. Les
concepts introduits dans cette partie seront utilisés pour la phase éponge car localement
une phase L3 peut étre assimilée a une phase lamellaire.

Nous parlerons des techniques utilisées pour la caractérisation de ces phases lamellaires
puis nous donnerons les résultats obtenus sur la propriété de la bicouche : son épaisseur
et sa rigidité x.

IT1.3.1 Description d’'une phase lamellaire

Dans un tel systéme, les bicouches de taille infinie sont diluées dans une phase aqueuse
et sont réguliérement espacées. Trois paramétres sont essentiels dans cette phase (figure
IT1.7) : en premier, I’épaisseur de la bicouche d,, ; deuxiémement, la distance qui sépare
deux bicouches (cette distance est notée dy), ensuite la période de la structure nommée
dp qui vérifie dg = dw + d,,.

[’empilement de ces lamelles est stabilisé par quatre types d’interactions :

e [’interaction attractive de Van Der Waals entre bicouches voisines créée par leur
moment dipolaire.

e L’interaction répulsive d’hydratation. Elle est liée au déplacement de la couche
d’eau autour des groupes hydrophiles. Cette force est a courte portée.

e L’interaction électrostatique qui intervient notamment lors de 1'utilisation de ten-
sioactifs ioniques ou si la solution aqueuse contient des sels.
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Figure III.7: Représentation d’une phase lamellaire. Ce schéma
met en évidence les paramétres de la phase lamellaire qui est faite
d’un empilement de membranes d’épaisseur d,, avec une période

dp

e L’interaction d’ondulation pour les systémes dans lesquels « est de 'ordre de I’énergie
thermique kgT. Cette interaction est liée a la présence de I'empilement de mem-
branes. Elle a été comprise par Helfrich. Si on considére une membrane isolée,
sa position est libre de fluctuer dans tout 'espace. Grace aux fluctuations ther-
miques, elle va explorer un volume important, du moins si s est de l'ordre de kgT.
Si maintenant elle est confinée entre deux membranes voisines qui peuvent étre con-
sidérées comme des murs, le nombre de configurations possibles diminue ainsi que
I’entropie de configuration. Cette énergie libre de configuration est liée a une inter-
action répulsive stérique entre membranes. C’est cette énergie qui est responsable
de l'invariance d’échelle de telles structures.

Cette propriété d’invariance d’échelle est essentielle pour ce type de phases. Elle explique
le fait que, si on conserve la méme composition de membrane en se contentant de modifier
le rapport entre la fraction volumique de composés hydrophobes par rapport au volume
total (cette fraction est notée ¢ et se nomme la fraction volumique de membrane), la
phase ne subit qu'une homothétie (dans une certaine limite de ¢). Ainsi, en changeant
la valeur de ¢, la taille caractéristique de la structure est modifiée ; I’évolution de dpg est
inversement proportionnelle & ¢ comme nous le verrons lorsque nous aborderons les lois
de dilution de ces phases fluides.

IT1.3.2 Spectres de diffusion des phases lamellaires

Les systémes que nous étudions présentent des structures pseudo-périodiques que se soit
la période de la structure de la phase lamellaire ou la taille caractéristique des canaux
pour la phase éponge. Cette périodicité se traduit par un pic de diffusion pour un vecteur

de diffusion ¢4, = 3“ qui sera visible aux rayons X.
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Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental utilisé est celui du Laboratoire de Physique de la Matiére Con-
densée situé au Collége de France sous la direction de Dr Raymond Ober.

Une anode tournante en Cuivre est la source de rayonnement X. En sortie, aprés filtrage,
le rayonnement correspond a une longueur d’onde de 1.54 A,

Le faisceau est focalisé sur I’échantillon. La solution & étudier est placée dans des capil-
laires en verre (Marckrocher) de 10 cm de long et 1 mm de diamétre avec une paroi de
100 pm d’épaisseur. Ils sont scellés par passage rapide au bec bunsen de maniére a faire
fondre le verre au niveau de I'extrémité. Les échantillons sont déposés dans un porte-
échantillon thermostaté. Le faisceau diffusé (figure II1.8) est enregistré au niveau d’un
détecteur linéaire composé de 512 canaux séparés de 115 um. Le vecteur de diffusion q

4
est lié a l'angle de diffusion 6 par ¢ = Tﬂ sin(E). La distance échantillon-détecteur est

de 80 c¢m ce qui autorise des vecteurs d’onde entre 0.01 et 0.35 A~1. La résolution de

I’appareil est obtenue en mesurant la largeur & mi-hauteur du faisceau direct, elle est de
0.0017 A1,
Tous les spectres enregistrés sont normalisés selon le temps d’exposition et sont corrigés

Faisceau Echantillon
incident

Figure I11.8: Diffraction par une phase éponge

en fonction du facteur de transmission. On peut ainsi tenir compte du nombre de pho-
tons regus et comparer différents échantillons. La contribution de la solution aqueuse est
éliminée en enregistrant le spectre de la solution seule et en soustrayant ce spectre a celui
obtenu pour ’échantillon et réalisé dans les mémes conditions.

Spectre de diffusion

Les phases lamellaires présentent un ordre smectique. Leur spectre de diffusion comporte
des pics de Bragg dont les positions correspondent aux vecteurs :

Qn =MNGo = N— (IIL.6)

Cependant, les fluctuations thermiques vont élargir ces spectres. Les spectres obtenus ont
lallure suivante (figure II1.9) :
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e un pic de Bragg dont la position du maximum ¢y correspond a la période de la
phase lamellaire dg. La largeur de ce pic est liée aux fluctuations thermiques de la
membrane.

e une remontée aux petits angles témoin des interactions répulsives d’Helfrich.

e de la diffusion aux grands vecteurs d’onde qui correspond au facteur de forme d’une
membrane isolée.

1000

800 —

600 —

I (u.a.)

400 —

200 —

0

I I I I I I I I
0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16 0.18

q(Ah

Figure II1.9: Spectre de diffusion obtenu pour une phase lamellaire
avec une fraction volumique de membrane de 10% et un rapport

molaire p = % égal a 0.63.

Nous avons étudié la phase lamellaire du systéme ternaire C12E5/3-OG /solution S2
dans le but de caractériser la bicouche de ces systémes c’est-a-dire ’épaisseur de la mem-
brane et son module de rigidité x. Nous nous focaliserons sur la détermination de la loi
de dilution de cette phase lamellaire c’est-a-dire 1’étude des variations de sa période en
fonction de la fraction volumique de membrane. Nous ne parlerons donc pas des mod-

éles d’ajustement des spectres qui apportent des informations supplémentaires sur les
parametres élastiques de cette membrane.

I11.3.3 Loi de dilution des phases lamellaires

Dans une premiére approximation, la phase lamellaire peut étre représentée par un em-
pilement de bicouches avec une période dg. Le paramétre qui va permettre de décrire
I’évolution de cet empilement est la fraction volumique de membrane ¢ qui se définit
comme le rapport entre le volume de membrane (ou volume des composés hydrophobes

introduits) V;, et le volume total de solution Vi, soit ¢ = ™ Géométriquement, on a la
tot
relation suivante entre la fraction volumique de membrane et les tailles de ces structures :

A

= — III1.
o ()

¢

Toutefois, les membranes de la phase lamellaire fluctuent. Ces fluctuations sont gou-
vernées par la constante de rigidité de courbure moyenne . L’aire de la surface libre de
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Figure II1.10: Représentation de aire réelle A et de I'aire projetée
Ay pour une membrane fluctuante

la bicouche notée A n’est pas égale a Iaire projetée Ay sur un plan moyen de position (fig-
ure 111.10). D’aprés Helfrich, le rapport des deux aires est donné par la relation suivante
[59] :

—=14+—In
Ao 47k
Coin correspond a la taille des plus petites fluctuations observables ¢’est-a-dire a la taille
d’une téte polaire de tensioactif alors que | représente la plus grande échelle de fluctu-
ations. Cette grandeur dépend de I’espace libre pour les membranes c’est-a-dire de la
distance entre membranes égale & dp-d,,. D’aprés Golubovitch et Lubensky [70], on a :

4 hpT ( d ) (IIL8)

Emin

32K
37Tl{'BT

£ = (dp — dmm)

Ainsi la présence de fluctuations conduit & une surestimation de I’épaisseur de la mem-
brane et cet effet est d’autant plus important que la phase est plus diluée. L’expression
II1.7 est corrigée par ce facteur et devient alors :

¢ = Z—Z(Y + ZIn(dp — d)) (I11.9)
ou
VoL )
et L kB_T
ATR

Si on trace la loi de dilution dp en fonction de ¢!, on observe pour les points correspon-
dants a une phase concentrée une droite puis une déviation a cette droite quand la phase
est plus diluée (figure II1.12).

En conclusion, la courbe de dilution peut fournir deux informations qui sont :

e d’une part, I'épaisseur de la membrane en ajustant pour les premiers points, la
courbe dp en fonction de ¢!

e d’autre part, la rigidité de la membrane en tracant ’écart a la loi de dilution c’est-
a-dire dp¢ en fonction de In(dp — d,,,) puis en Pajustant avec la loi donnée en IIL.9.
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Figure 111.11: Exemples de spectres renormalisés de phases lamel-
laires correspondant a des fractions volumiques variant entre 12 et
33%. Les périodes correspondantes sont notées en encart.

111.3.4 Loi de dilution

La phase lamellaire que nous avons étudiée est représentée par la droite bleue dans le
diagramme de phase de la figure II1.6. Nous avons enregistré les spectres de phases lamel-
laires correspondant a différentes valeurs de fraction volumique de membrane comprises
entre 0.11 et 0.36. A mesure que la fraction volumique de membrane diminue (figure
II1.11), les pics s’élargissent ce qui traduit des fluctuations plus importantes. La valeur
de l'intensité obtenue en ¢ ~ 0 diminue quand la fraction volumique de membrane aug-
mente ; ce phénoméne témoigne d’un renforcement de I'ordre smectique.

La loi de dilution pour la phase lamellaire sans addition de dodécane permet de déter-
miner 1'épaisseur de la membrane (figure I111.12). En ajustant les points correspondants
aux fractions volumiques de membrane entre 20 et 36 % par la loi II1.7, nous obtenons une
épaisseur d,, de 31.8 A qui est en bon accord avec les expériences précédentes réalisées
sur le C12E5 : 32 A pour Lu et al. [65] et 28 A pour Freyssingeas et al. [64] dans des
systémes avec 'hexanol comme cotensioactif. L’épaisseur des tétes polaires est de 16 A
donnée par [65], ce qui conduit & une épaisseur hydrophobe, h, de 15.8 A .

111.3.5 Ecart a la loi de dilution

Pour les phases les plus diluées, les périodes mesurées sont supérieures a la prédiction
obtenue par le modéle géométrique de I’équation III.7. L’écart a la loi de dilution est
positif comme prévu par I’équation TI1.9.
On trace alors I'écart a la loi de dilution en fonction de la quantité In(dp —d,,,) de maniére
a déduire x de ces courbes. L’ajustement linéaire de cette courbe fournit une valeur de
module de rigidité (figure I111.13) de (0.6 £ 0.2) kgT.

Cette valeur du module de rigidité est inférieure a celle obtenue pour une bicouche de
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Figure I11.12: Loi de dilution pour une phase lamellaire de C12E5
sans addition de dodécane. L’ajustement linéaire sur les 11 pre-
miers points (les points pris en compte sont compris entre les deux

fleches) permet de déduire I’épaisseur de la bicouche c’est-a-dire
31.8 A.

Mﬁl
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Figure II1.13: Ecart a la loi de dilution tracée pour une phase
lamellaire sans dodécane. De la valeur de la pente de la droite
d’ajustement, on déduit une valeur de k de 0.6 kp'T.

C12E5 sans -OG qui est de l'ordre de 1.5 kg7 [71]. L’addition de cotensioactif diminue
donc la rigidité de la membrane.

I11.3.6 Etude de phases lamellaires gonflées avec du dodécane

Nous avons étendu cette étude au cas de phases gonflées avec du dodécane. Malgré
I’addition de dodécane, la phase reste lamellaire. En revanche, on voit les pics de Bragg
se déplacer. A mesure que du dodécane est ajouté, on reléve une augmentation de la pente
de la courbe de dilution (figure II1.14), ¢’est-a-dire une augmentation de I’épaisseur de
la membrane qui atteint 47.9 A pour un rapport entre volume de dodécane et de C12E5
de 0.5. On vérifie que cette augmentation de I'épaisseur hydrophobe est proportionnelle
au volume de dodécane ajouté (figure I11.15). Plus précisément, le dodécane va s’insérer
entre les deux monocouches, il va donc augmenter ’épaisseur hydrophobe de la membrane
alors que la taille des tétes polaires va rester constante.

En outre, I'influence du dodécane sur la rigidité est étudiée en tracant I’évolution du
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Figure II1.14: Loi de dilution pour des phases lamellaires gonflées
au dodécane. Le dodécane est ajouté avec une fraction volumique
de 0.25 () et une fraction volumique de 0.50 (o) par rapport au
tensioactif. Les épaisseurs de membranes déduites sont respective-
ment de 42 et de 48 A . Les résultats obtenus dans le cas d’une
phase sans dodécane sont rappelés ()
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Figure I11.15: Augmentation de la taille de la membrane en fonc-
tion de I’addition de dodécane

d
rapport ¢ en fonction de In(dp — d,,,) (figure I11.16). On choisit d’étudier le rapport

dm
d
di(b car son évolution ne dépend pas de la taille de la membrane qui est différente pour

chacune de nos expériences. De cette facon la comparaison de la pente renseigne immédi-
atement sur la valeur du module de rigidité de la membrane. Sur les différentes courbes
obtenues, on ne note pas de modifications importantes de la pente (figure I111.16). Un
relevé plus attentif nous donne les variations de la constante de rigidité « en fonction de
la quantité de dodécane ajoutée (figure II1.17). La constante de rigidité n’est que peu
affectée par l'addition de dodécane. Le dodécane est donc introduit dans la bicouche
comme un fluide amorphe. Il diminue légérement la valeur de la constante de rigidité qui
passe de (0.6 = 0.2) kT a (0.4 = 0.1) kgT. Ce résultat est expliqué par Kurtisovski
et al. [71]. Quand D’épaisseur de la membrane est faible, les fluctuations de deux mono-
couches sont couplées. Pour des valeurs plus importantes de la taille de la bicouche, le
couplage entre les deux monocouches est moins fort et les monocouches peuvent évoluer
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Figure I11.16: Ecart a la loi de dilution pour des phases lamellaires
gonflées au dodécane (fractions volumiques de 0.25 () et de 0.50
(o) par rapport au C12E5. La rigidité reste presque constante pour
la gamme de fractions volumiques étudiées (elle est égale a 0.6 +

0.2 kgT).
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Figure I11.17: Evolution de la constante de rigidité de la phase en
fonction de la quantité de dodécane introduite. La constante de
rigidité diminue légérement a mesure que du dodécane est intro-
duit.

de maniére indépendante. Dans ces expériences réalisées sur des systémes inverses, la
diminution du module de rigidité intervient pour des épaisseurs entre 10 et 20 A. Au-dela
de cette valeur, le module de rigidité atteint une valeur limite seuil interprétée comme la
constante de rigidité d'une monocouche. Dans nos expériences, il faudrait continuer la
dilution pour savoir si nous avons atteint la valeur limite correspondant a la rigidité d'une
monocouche.

Nous avons donc un moyen simple pour modifier continuement ’épaisseur des bicouches
afin qu’elle s’adapte aux objets qui vont étre insérés dans cette membrane fluide modéle
dans la limite d’une épaisseur de membrane de 48 A.

L’étude des phases lamellaires nous a permis de caractériser nos bicouches. Nous connais-
sons désormais leur épaisseur ainsi que la rigidité de ces membranes modéles.
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I11.4 Caractérisation de la phase éponge C12E5/ fOG/
solution S2

Notre objectif est d’insérer des protéines dans des bicouches dont la séparation puisse
étre controlée. Pour les expériences de diffusion, nous avons utilisé une phase éponge afin
d’éviter les problémes liés a 'orientation de la phase. Une premiére étape est donc de
bien caractériser cette phase car elle sera essentielle pour nos expériences.

Une phase éponge peut étre vue comme une structure cubique "fondue". Les connexions
qui existent entre membranes forment un réseau a trois dimensions. Localement, cette
phase est assimilable & une phase lamellaire mais a grande échelle, ¢’est une structure
multiconnectée. On peut définir dans cette structure des tailles caractéristiques qui sont
I’épaisseur de la membrane d,,, mais aussi un diamétre moyen des connexions ou des
passages qui sera noté d et qui correspond localement au dy des phases lamellaires. En
comparant cette structure avec une phase cubique, une taille de cellule £ pourra étre
introduite. Cette distance sera de 1’ordre de la distance caractéristique d.

La phase éponge sépare I’espace en deux sous-espaces aqueux séparés par une bicouche.

II1.4.1 Composition des phases éponges

Nos phases sont constituées de C12E5 auquel on ajoute comme cotensioactif du 5-OG a
raison de 1 cotensioactif pour neuf tensioactifs. Cette répartition correspond a la ligne
rouge dans le domaine L3 de la figure I11.6. Comme nous préparons nos phases grace a des
mélanges avec des volumes fixés de chacun des composants, il est plus facile de raisonner
de maniére volumique. Nos phases sont faites en mélangeant un volume V de C12E5 avec
un volume 0.08 x V de $-OG et un complément de solution aqueuse S2 (Annexe B) de
maniére a atteindre une valeur de ¢ donnée. La préparation de ces phases est résumée en
annexe B. Elle utilise en fait le mélange des solutions S1, S2 et S3 comme nous 1’avons
dit plus haut.

I11.4.2 Spectre de diffusion d’une phase éponge

La premiére étude faite sur ce diagramme de phase a été effectuée grace a un microscope
polarisé. La phase L3 est isotrope, elle apparait noire entre polariseur et analyseur croisés.
Toutefois, les spectres de diffusion restent la véritable signature d’une phase éponge. Nous
avons donc étudié ces phases par rayons X. Le spectre de diffusion d’une phase éponge met
en évidence ses paramétres géométriques et thermodynamiques. Le profil fait apparaitre
les trois régions suivantes (figure I11.18) [72] :

e Une bosse de corrélation centrée sur un vecteur d’onde qq correspondant a la taille
caractéristique d du systéme (c’est-a-dire a la taille des pores).

e Une remontée aux petits angles dont 'importance augmente avec la dilution jusqu’a
occulter la bosse de corrélation pour certaines dilutions. Cette partie du signal est
dominée par les corrélations entre membranes.
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Figure II1.18: Spectre de diffusion obtenu pour une phase éponge
de C12E5 avec une fraction volumique en CI12E5 de 0.25 et une
fraction volumique de membrane de 28%. Pour les grands vecteurs
d’onde, on ajuste ce spectre avec le modéle de Gazeau et al. (équa-
tion II1.10) en prenant une épaisseur de membrane de 15.9 A
('ajustement est tracé en noir). Ce modéle s’accorde avec nos
spectres. L’encart est un zoom du spectre pour de grands vecteurs
d’onde, Ia loi asymptotique en g2 est vérifiée.

e Un signal aux grands angles lié & la composition de cette phase de membranes
d’épaisseur d,, orientées aléatoirement. Loin de la bosse de corrélation, le spectre
est décrit par le facteur de forme suivant |73] :

Sin(qdm/2) ]2
qdm/2

Cette loi est utilisée pour ajuster nos valeurs en prenant une épaisseur de membrane
de 31.8 A qui a été obtenue pour la phase lamellaire. Cet ajustement est en bon
accord avec nos données (figure I11.18). De plus, cette loi de variation conduit & une
asymptote correspondant & une variation de I'intensité en q~2 puis en q~*. Ceci est
vérifié sur nos spectres comme le montre ’encart de la figure I11.18.

1
prl

I(q)ex (I11.10)

Ces spectres nous ont permis d’accéder a la loi de dilution de cette phase éponge pour
des fractions volumiques en C12E5 supérieures a 0.1. En dega de cette valeur, la bosse
de corrélation est cachée par la remontée aux petits angles (voir Annexe C). Nous avons
ainsi complété ces données par I’étude en cryofracture de nos échantillons de maniére a
vérifier que la phase obtenue était bien une phase éponge.

I11.4.3 Cryofracture et microscopie électronique

La cryomicroscopie permet d’avoir des clichés d’une coupe réalisée dans la phase éponge.
C’est, donc la technique idéale pour avoir des informations sur la topologie d’une phase.
Ces expériences ont été réalisées dans deux laboratoires : le laboratoire du trafic mem-
branaire (CEA-Science du Vivant - Gif-sur-Yvette) et le département de Physique (Uni-
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versité de Sonora - Hermosillo,Sonora - Mexique). Les clichés ont été obtenus par Dr
Jean-Marc Verbavatz et Pr Amir Maldonado respectivement.

Principe

o) @

/Disque de Cuivre

-

Goutte d'échantillon Azote Liquide
J I_(\ Portoir

@ Jet de platine

v ]

Réplique

Figure II11.19: Résumé de la préparation d’échantillons de cry-
ofracture. Les deux premiéres étapes permettent de cryofixer
P’échantillon placé entre deux disques conducteurs et plongé dans
lazote liquide. L’étape 3 est celle de la fracture de I’échantillon.
La gravure de la réplique en platine a alors lieu.

Il faut tout d’abord produire une réplique a partir d’un plan de coupe d’un échantillon
comme le résume la figure I11.19. Les solutions échantillons sont déposées sur un portoir
en métal conducteur généralement du cuivre. La goutte est ensuite prise en sandwich
entre le portoir et un disque du méme conducteur. L’échantillon est alors plongé tres
rapidement dans l'azote liquide. Cette étape est une étape clef, il ne faut pas que les
échantillons subissent de changement de phase. Pour augmenter I'efficacité du processus,
on ajoute généralement un agent cryoprotecteur, le glycérol, & une concentration de 30 %.
Cependant dans notre cas, 'addition de glycérol déstabilise la phase. La quantité de gly-
cérol n’a donc pas pu étre élevée au dessus de 5 % pour les phases possédant une fraction
volumique en C12E5 inférieure & 0.33 et au-dessus de 10% pour les phases possédant une
fraction volumique en C12E5 supérieure. Ceci introduit une difficulté supplémentaire.
Une fois I’échantillon cryofixé, on introduit ce dernier a l'intérieur d’un graveur cryo-
génique stabilisé a 123 K. L’échantillon est fracturé en 6tant le disque de cuivre supérieur.
On réalise ainsi une coupe a l'intérieur de notre échantillon. Un film de platine est déposé
sur l'interface puis couvert par une couche de carbone pour solidifier la réplique ainsi
créée. Cest I’étape de gravure lors de laquelle on crée un négatif de la coupe.
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Cette réplique est ensuite étudiée par microscopie électronique. On atteint des résolutions
de I'ordre du nanométre sur les structures présentes.

Résultats de cryofracture

(a) Phase éponge (fraction volumique de (b) Phase lamellaire (fraction volumique
C12E5 de 0.25 soit ¢=0.28). de C12E5 de 0.6 soit ¢=0.66).

Figure 111.20: Clichés de cryofracture obtenus le long de la ligne
de dilution étudiée pour différentes valeurs de fraction volumique
de membrane. La phase éponge correspondant a une fraction vo-
lumique de membrane de 0.28 permet d’imaginer la structure mul-
ticonnectée de la phase éponge. Sur le cliché correspondant a la
phase lamellaire, on voit clairement se dessiner des lamelles qui
sont empilées, la période de cette structure est de 35 A, ce qui est
en bon accord avec les données de SAXS.

Nous avons obtenu des clichés pour 7 phases éponge avec des fractions volumiques de
membranes entre 3.3 et 44 % environ puis pour des phases lamellaires correspondant sur
cette ligne de dilution a des fractions volumiques de membranes de 55 et 66 %. Tout
d’abord, ces résultats confirment notre diagramme de phase. Au dela de 0.45 de frac-
tion volumique de membrane, on note une transition de phase vers une phase lamellaire.
Les rayons X montrent en fait la présence de deux phases dés une fraction volumique de
membrane de 0.38.

Les clichés de phases lamellaires sont faciles & interpréter (figure I111.20 b). On voit que le
plan de fracture est oblique par rapport au plan des bicouches. Quand le plan de coupe
suit le plan médian de la bicouche, on voit facilement des ondulations. Nous avons ainsi
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pu mesurer la période de cette structure en estimant la distance entre 10 lamelles. Nous
avons obtenu une période de 35 A ce qui corrobore nos résultats de SAXS.

Sur les clichés relatifs a la phase éponge (figure I11.20 a), on reléve des frontiéres qui sont
des passages entre phases aqueuses mais on peut aussi mettre en évidence la présence de
canaux quand le plan de fracture a permis de les couper [74]. Toutes les structures visibles
sont des structures fermées.

Pour les différentes phases éponge dont nous possédons des clichés, la position des canaux

16
14 ]
12+ -
w0l
8l
6l
o
2k
0 | T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140
taille des passages (A)
(a) Phase éponge (¢=0.33) (b) Histogramme des tailles de passages

Figure I11.21: Sur les clichés de phase éponge, il faut tout d’abord
identifier les canaux qui ont été coupés par la fracture. Les encarts
montrent deux de ces coupes de passages. La distribution en taille
de canaux est ensuite relevée. La précision sur les mesures est de
lordre du nanométre. A partir de cette distribution, on donne une
taille caractéristique de la structure en utilisant un ajustement par
une gaussienne. Cette valeur est comparée aux données obtenues

par SAXS (figure I11.29).

dans la coupe est identifiée (figure I11.21 a). Les tailles des canaux sont relevées grace
a un programme de traitement d’images : Scion Image. A partir de I'histogramme des
valeurs mesurées (figure I11.21), une taille caractéristique est alors déduite. Ces données
viennent ainsi compléter nos résultats issus des spectres de rayons X. Les valeurs trouvées
pour des phases déja étudiées sont en bon accord avec les mesures de position du pic de
corrélation (figure I11.29).

Ces résultats permettent d’étendre la gamme de caractérisation de la phase éponge.
Cependant, les données obtenues ne représentent que quelques points. Nous avons com-
plété ces résultats par des mesures de conductivité afin de vérifier qu’il n’y avait pas de
transition de phase le long de la ligne de dilution.
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111.4.4 Mesures de conductivité

La phase éponge est composée d’une surface, la membrane, et d'un volume, le solvant.
Dans la phase C12E5/3-OG/solution S2 (Annexe B), la membrane est isolante et le
solvant est conducteur car il contient des ions. La fraction volumique de milieu con-
ducteur est alors donnée par (1-¢) ou ¢ est la fraction volumique de membrane. Les
propriétés de ces milieux sont celles d'un systéme mixte de charges libres dans le solvant
et de charges liées a l'intérieur de la membrane mais aussi dans le solvant |75|. Les pro-
priétés diélectriques des phases éponge vont étre décrites par deux parameétres essentiels
qui sont leur conductivité o d'une part et leur constante diélectrique € d’autre part.

Cellule plan de mesure

Afin d’étudier le comportement conducteur des phases éponge, nous avons réalisé une
cellule plan. Pour cela, nous avons construit une chambre en téflon ce qui évite une

Générateur de basses fréquences

Cellule en téflon

Electrode de cuivre
recouverte d'or de
surface S

Figure I11.22: Schéma du montage utilisé afin de mesurer la con-
ductivité d’une solution de phase éponge. Les électrodes ont une
surface de 1.1 cm? et sont séparées de 1 mm.

interaction avec les solutions. Dans cette chambre, des électrodes de cuivre recouvertes
d’or sont installées. L’utilisation d’une fine couche d’or évite toute réaction entre la
solution et la surface (figure I11.22). Ces électrodes ont une surface S de 1,1 cm? et
définissent une chambre de longueur [ = 1 mm. Cette chambre est alimentée par un
générateur basses fréquences.

Modéle équivalent

Le circuit équivalent le plus simple permettant de décrire le comportement de ’ensemble
cellule + solution est I'association en paralléle d'un condensateur de capacité C et d’une
résistance R (figure I11.23). L’admittance du systéme est alors donnée par :

1
Y = = +jCw (IIL.11)
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Figure I11.23: Modéle équivalent au circuit réalisé. Le systéme
cellule + solution est décrit comme 1’association en paralléle d’une
résistance R et d’un condensateur C

Les valeurs de la capacité et de la résistance sont liées aux constantes diélectriques par
les relations suivantes :

R=
(I11.12)
C = €)\C

ol Ag et Ao sont les constantes de cellule. Dans le cas idéal, elles sont égales et sont
données par le rapport entre la surface des électrodes et la distance entre les électrodes

—. Cependant, dans un circuit réel, une partie du courant peut étre déviée vers la masse

et le couplage est alors essentiellement capacitif.
La cellule est placée en série avec une résistance Ry de 500 €2. Les deux tensions mesurées
sont la tension aux bornes du générateur (U,) ainsi que celle aux bornes de la cellule (U,).
On réalise ainsi un filtre passe-bas. La fonction de transfert H s’écrit :

U. 1 1

H:—: =
Ug 1+R1Y 1+R1/R+]R10w

Le module de la fonction de transfert doit diminuer avec la fréquence (pente de -20
dB/décade) et atteindre une valeur de R/(R + R;) a fréquence nulle. La phase doit
diminuer entre 0 et -7 /2.
Les mesures du module |H| et de la phase ¢y de la fonction de transfert permettent de
déduire les valeurs de la résistance R et de la capacité C. Les formules suivantes sont
obtenues :
1 1 1
1t mws@ﬂ))
Cw = |H|—1Rl sin(pp)
Nous avons donc un moyen de déterminer la conductivité d’une solution de phase éponge.
Nous allons tout d’abord caractériser notre systéme de mesure en étudiant la résistance
équivalente du systéme cellule-solution S2 car S2 est le solvant de notre phase éponge.

(111.13)
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Etude de la solution S2

Pour toute la suite, les mesures sont effectuées a une température de 23 °C. Dans cette
expérience, on place 200 uL de solution S2 dans la chambre. La fréquence du générateur
est variée entre 5 Hz et 200 kHz. On reléve les tensions U, et U, ainsi que leur déphasage
puis on déduit le module et la phase de la fonction de transfert (figure 111.24).

aff 0.8 - ¢, (ad) = ]
™ [ |
06F = -
Ll
O.lg: 04 -

T
N ]
il 0z fréquence (Hz
‘r fréquence (Hz) " .q
T 0.0 & | | | | | |

T T ™ T T

10" 107 10° 10* 10° 10" 10° 10° 10* 10°
(a) Variation du module de la fonction de (b) Variation de la phase de la fonction de
transfert en fonction de la fréquence transfert en fonction de la fréquence

Figure 111.24: Détermination de la fonction de transfert en fonction
de la fréquence pour la solution S2 qui est le solvant de la phase
éponge.

Le module de cette fonction de transfert diminue avec la fréquence. L’admittance du

systéme cellule+solution augmente donc avec la fréquence. Le déphasage passe par un
maximum pour une fréquence de 'ordre de la centaine de Hz et s’annule a haute fréquence.
Ce comportement est différent de celui attendu d’aprés notre modéle. Ceci indique un
maximum pour la capacité équivalente et donc pour la constante diélectrique du milieu.
Le modéle utilisé n’est pas valable en ce qui concerne la capacité.
Considérons les variations de la valeur de l'inverse de la résistance et de la capacité
équivalente en fonction de la fréquence obtenues grace aux relations II1.13 (figure I11.25).
Si le modeéle utilisé est valable, on aura une conductance 1/R constante et une capacitance
Cw qui augmente linéairement en fonction de la fréquence.

Les variations de la partie imaginaire de ’admittance présentent trois régions dis-
tinctes. A basses fréquences, la capacité effective augmente rapidement avec la fréquence.
Elle atteint un maximum autour d’une fréquence de 1 kHz. Enfin, elle diminue a haute
fréquence pour atteindre une valeur nulle.

On observe une augmentation rapide de la conductance (1/R) quand on se déplace vers
les hautes fréquences. On a donc une résistance qui varie en fonction de la fréquence. Au-
dela de 100 kHz, la conductance atteint un plateau. La valeur de ce plateau est de (7.3 +

S
0.6) 1072 Q~'. Si on applique la formule I11.12 dans le cas idéal pour lequel A\g = 7 on

obtient une conductivité maximale mesurée de 6.6 £ 0.5 10~* S.m~'. Or la solution S2
contient des ions Na*t et Cl~ a la concentration de 100 mM, un tampon phosphate (3 Na™,
PO?") 4 50 mM. La conductivité molaire ()\) des ions sodium est de 5 1073 S.m?.mol %,

83



Chapitre II1

8x107 1R (@) Co (@ 8x10
7 7
6 6
5 5
4 4
3 3
2 2
1 1
0 0

10’ 10° 10° 10" 10°
Figure I11.25: Variation de I'admittance pour une solution S2 en
fonction de la fréquence. La droite avec les triangles donne les
variations de la partie réelle de 'admittance (1/R) et celle avec les
carrés, celles de la partie imaginaire (Cw).

celle des ions chlorure est de 7.6 1072 S.m?.mol~! et celle des ions phosphate est de 2.8
1072 S.m2.mol~!. La conductivité totale de la solution est alors donnée par la somme :

0 = CNa " ANa + Cc1 - At + 3¢po, - Apo,

On trouve une valeur de 5.7 S.m~!. Ainsi, la valeur obtenue & haute fréquence est in-

férieure a celle attendue pour une conductivité constante en fonction de la fréquence. La
constante de cellule A est plus faible que celle attendue. En effet, & haute fréquence, les
effets de propagations sont a prendre en compte et la surface effective de 1’électrode plan
est plus faible que celle considérée dans le cas simple. Pour vérifier cet effet, on utilise
plusieurs solutions de salinité différentes. On compare la conductance seuil obtenue a la
conductivité des solutions (figure I11.26). La constante de cellule mesurée est alors A\p =
(1.2 4 0.1) 1072 m.

-3
80x10 1R ( Q—l)

60

40

20

Figure I11.26: Variation de la conductance seuil mesurée en fonc-
tion de la conductivité. La pente donne la constante de cellule \r
~(1.240.1) 1072 m.

Les excés de résistances et de capacité observés a basse fréquence proviennent des
phénomeénes de polarisation aux électrodes. En effet, méme si aucune réaction d’oxydo-
réduction n’a lieu au niveau des électrodes, certains ions s’adsorbent sur la surface de
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I'électrode [76]. Ceci induit un masquage partiel des électrodes ce qui se traduit par
une chute supplémentaire de potentiel. Tout se passe donc comme si une impédance
supplémentaire était ajoutée au systéme. Il faut corriger cet effet. Nous avons donc repris
la méthode donnée par Corinne Vinches dans sa thése [75] pour corriger nos données.
Cette méthode repose sur I’hypothése que le couple électrolyte/électrode différe peu pour
la solution S2 seule et pour celle des échantillons de phase éponge. La solution S2 sert
alors de calibration pour la correction de ces effets, elle autorise la détermination de
I'impédance supplémentaire pour chaque fréquence par simple différence avec la valeur
attendue.

Mesure du facteur d’obstruction

La tortuosité des phases influence la conductivité du milieu. On définit alors le facteur
d’obstruction S par la relation suivante :

§=_—7bc (II1.14)

0s2(1 — @)

oll opc et ogo désignent respectivement les conductivités de la phase a étudier et celle
de la solution S2. Le facteur 1 — ¢ corrige le fait que seule cette fraction de volume est
conductrice. Ce facteur quantifie 'obstacle du milieu a la diffusion.
Nous avons testé deux types de phases : d'une part une phase lamellaire du systéme
C12E5/3-OG /solution S2 correspondant a une fraction volumique de membrane de 0.5,
et d’autre part des phases identifiées comme phases L3 dont la fraction volumique de mem-
brane varie entre 0.033 et 0.33. En ce qui concerne la phase lamellaire, nous obtenons un
facteur d’obstruction de 0.68 4+ 0.05 (figure II1.27) proche de la valeur de 2/3 attendue
pour de tels systémes. Ce résultat permet de valider notre méthode de mesure.

Pour les échantillons correspondants a des fractions volumiques comprises entre 0.033

1.0F -
facteur d'obstruction S

0.8

SIEE I A :

04
02
00 ¢
I I I I I I
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Figure II1.27: Variation du facteur d’obstruction en fonction de
la fraction volumique de membrane des échantillons le long de Ia
ligne de dilution de la figure I11.6. Les B indiquent une phase Lj
et le x indique la phase lamellaire étudiée.

et 0.33, le facteur d’obstruction est constant et égal a 0.62 £+ 0.08 (figure I11.27). Cette
valeur est proche de celles trouvées pour des phases éponge symétriques |73] [77]. Ces
articles concluent & une valeur de 0.6 pour ce type de phases.
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En conclusion, les mesures de conductivité sur la phase de C12E5/3-OG /solution S2
suivant la ligne de dilution en rouge de la figure II1.6 confirment que la phase étudiée
est une phase éponge pour des fractions ¢ comprises entre 0.033 et 0.33. En outre, elles
permettent de conclure que la phase étudiée est symétrique. En effet, pour une phase
asymeétrique, la conductivité augmente pour atteindre la valeur de 1 [77] correspondant
au solvant ce qui indique une phase moins obstruée qu'une phase éponge.

I11.4.5 Conclusion

Ces résultats permettent de déduire que sur la gamme de fraction volumique de C12E5
comprise entre 0.033 et 0.3, la phase étudiée est bien une phase éponge et qui plus est,
une phase éponge symétrique. Il nous reste donc a connaitre les tailles caractéristiques
de cette structure pour pouvoir 'employer dans nos expériences. Nous devons en effet
vérifier que cette gamme de variation de la fraction volumique de membrane autorise un
encadrement de la taille du périplasme d’une bactérie (200 A ) pour pouvoir réaliser nos
expériences sur les protéines d’une pompe a efflux.

ITI.5 Taille caractéristique de la phase éponge C12E5/5-
O0G/S2

Nous avons mesuré selon la fraction volumique de C12E5, et donc selon la fraction volu-
mique de membrane ¢, la taille caractéristique de la phase éponge par deux méthodes qui
sont :

e la diffusion de rayons X. La taille caractéristique est déduite de la position de la
bosse de corrélation.

e la détermination de la taille des canaux sur les clichés de cryofracture.

Ces résultats ont été comparés aux principales théories existantes sur les lois de dilution
de telles structures.

II1.5.1 Loi de dilution d’une phase éponge

Dans une premiére approche, I’étude des lois de dilution des phases éponges ou L3 s’appuie
sur les mémes arguments que ceux évoqués pour la phase lamellaire et on obtient la loi

de dilution suivante :
ad,,

— : III.15
6= (11L.15)
avec o une constante égale a 1 pour la phase lamellaire et a 1.5 pour une phase éponge.
Des résultats expérimentaux [67], [68], [69] annoncent un coefficient o compris entre 1.4
et 1.6.

Si on reprend le formalisme développé pour les phases lamellaires, ce résultat est modifié
par la prise en compte des fluctuations. Si les différences entre les surfaces réelles et
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projetées sont modélisées, le rapport entre ces deux grandeurs est toujours donné par la
relation II1.8. /,,;, a la méme signification que pour une phase lamellaire. En revanche,
§| n’a pas la méme origine. Dans une phase lamellaire, cette grandeur représente I’échelle
spatiale au-dela de laquelle la rigidité de la membrane est renforcée par les répulsions
stériques entre membranes adjacentes. Dans le cas de la phase éponge, la situation est

kT
K

différente. Les déplacements sont de 'ordre de d, pour des rigidités de I'ordre de 0.6

kgT. Ces déplacements sont donc légérement supérieurs a d et les interactions stériques
ont un poids moins important que pour la phase lamellaire. Toutefois, comme la phase
éponge est multiconnectée, les déplacements de deux points distants de d sont corrélés.
I faut bien introduire une taille maximale & pour les fluctuations qui doit étre reliée a
d mais par un préfacteur différent de celui obtenu pour une phase lamellaire. La relation
entre d et ¢ s’écrit :

1.5d,,
O = 53 (Y'+ Z'In(9)) (IT1.16)
Z’ est identique au résultat obtenu pour la phase lamellaire soit :
kgT
4 = —
41k

Y’ est, quant a lui, différent de celui obtenu pour la phase lamellaire.
Si le pic de corrélation des phases éponge est assez précisement déterminé, il est donc
possible de mesurer le module de rigidité de la bicouche de maniére analogue a la déter-
mination faite pour une phase lamellaire. Cependant on peut voir sur nos spectres (figure
I11.18) que la largeur de la bosse est trop importante pour espérer une telle estimation.
Une approche différente de la phase éponge a été faite par Engblom et Hyde [78]. Ces
derniers ont pris en compte le fait que la membrane n’est pas localement plane. Leur hy-
pothése est que le plan neutre qui correspond a la surface sur laquelle I'aire par molécule
reste constante au cours de la dilution est maintenu a une certaine distance t de la surface
médiane de la bicouche. Ils sont parvenus a une correction par un terme cubique dans la
loi de dilution :

¢=ond  +asd (IIL.17)

a1 et as sont des constantes reliées a des caractéristiques topologiques de la phase. Elles
font apparaitre sa caractéristique d’Euler-Poincaré x = 2(1 — g) avec g le degré de con-
nectivité de la phase, la constante d’homogénéité H. Cette derniére constante relie ’aire
d’une cellule élémentaire de surface minimale A, la taille caractéristique de la structure
¢ et la caractéristique d’Euler-Poincaré y par la relation :

A
(~2m)1 e’
oy et ap font aussi intervenir des paramétres comme v le volume d’un tensioactif ou Q(t)

la surface d’une molécule de surfactant au niveau du plan dit neutre. On a les relations
suivantes :

(=167 H?)Y3v
()

a1 =
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et
—4myvt?

Q(t)
Cette modélisation nous permet d’accéder a la topologie de la phase a partir de sa loi de
dilution. Cette loi de dilution est reprise par les auteurs pour étudier des données déja
publiées et donne de bons résultats. Ce modéle a été confronté a des résultats obtenus par
d’autres techniques [79]. Amir Maldonado a déterminé la topologie d’une phase éponge
de C14DMAO grace a I’étude de la loi de dilution. Ses conclusions ont été confirmées par
des mesures de diffusion de tensioactif a 'intérieur de cette méme phase [79].

Qg =

I11.5.2 Etude de I’évolution de la période avec la fraction volu-
mique de membrane

En SAXS, on obtient une bosse qui se dégage de la remontée aux petits angles dés que
la fraction volumique de membrane est supérieure & 10%. Par rapport aux phases lamel-
laires, le fait que nous ayons une bosse et non un pic rend la détermination de la taille
caractéristique de ces phases plus difficile. Toutefois, on parvient a voir un déplacement
net de la position de la bosse quand on passe d’une fraction volumique de membrane de
0.32 4 0.11 % comme en témoigne la figure I11.28. La forme de ces pics n’est pas la méme
selon la fraction volumique en membrane ¢. A mesure que le pic se déplace vers les faibles
vecteurs d’onde, on observe une remontée de I'intensité aux petits angles.

On représente ¢ en fonction de la position du pic de corrélation pour ces phases éponge

12

intensité

1.0
0.8
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Figure III.28: Spectres obtenus pour des phases éponge de
CI12E5/3-OG/H20 correspondant a des fractions volumiques de
membranes de 0.11 (o), 0.17 (W), 0.29 () et 0.32 (¢)

(figure TI1.29). Ces résultats sont complétés par ceux obtenus grace a nos clichés de cry-
ofracture. Les mesures effectuées par ces deux méthodes donnent de bonnes corrélations.
En outre, elles permettent d’atteindre une gamme de fraction volumique ¢ plus impor-
tante.

La premiére observation de I'étude de cette loi de dilution est que ’ajustement linéaire
n’est pas adéquat pour décrire le comportement de cette phase. Méme si on peut par-
venir a ajuster par une droite les points obtenus grace 1’étude des spectres de rayons X
de ces structures, celle-ci ne passe pas par I'origine. L’ajustement par une loi de la forme

88



MEMBRANES FLUIDES

o= oz%’—” + (3 (ligne en pointillés sur la figure I111.29) donne une valeur de « de 1.4, en sup-
posant que I’épaisseur de membrane d,, déterminée pour la phase lamellaire est inchangée
(soit d,, = 31.8 A). La dépendance entre fraction volumique et taille est identique aux
résultats obtenus sur des phases éponges. Cependant, dans notre cas, nous avons une
valeur non nulle du coefficient 3. Ce résultat interdit toute détermination du module de
rigidité par ’étude de I’écart de la loi de dilution.

Une approche alternative est donc de considérer le modéle de Engblom et Hyde. Ce mod-
éle donne de bons résultats pour 'ajustement de nos données. Cependant I’ajustement
proposé requiert une valeur positive pour y. Cela signifie que le nombre de connexions
de cette phase éponge est inférieur a 1 par cellule. Ce résultat n’est pas acceptable pour
une phase éponge.

Certains résultats établis sur les phases de C12E5 montrent que les chaines s’interpénétrent

0.7
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I I I I I I I
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Figure I11.29: Variation de la fraction volumique de membrane en
fonction du vecteur de diffusion correspondant a la taille caractéris-
tique de la phase éponge. Deux types de résultats sont comparés :
les carrés vides représentent les résultats obtenus avec les spec-
tres de rayons X et les disques pleins ceux obtenus & partir des
clichés de cryofracture. L’ajustement linéaire (en traits pointillés)
est comparé a I'ajustement proposé par Engblom et Hyde [78] pour
les phases éponge. Ce dernier modéle décrit mieux nos données.
Il conduit aux valeurs suivantes de oy et oy de 8.1 A et de 6.6

10* A3,

[71]. II est possible que I'épaisseur de la bicouche ne soit pas constante au cours de la
dilution. Si I’épaisseur de la bicouche augmente & mesure que la fraction volumique de
membrane augmente ¢ alors la courbe représentant ¢ en fonction du vecteur d’onde @¢,,4.
sera concave. Ceci peut expliquer nos variations (figure II1.30). Toutefois cette hypothése
semble infirmée par le fait que pour les phases lamellaires étudiées, la loi de dilution donne
un écart positif a cette loi c’est-a-dire un comportement sans interdigitation. En effet,
si & mesure que la fraction volumique de membrane augmente, la taille de la bicouche
diminue alors la période de la structure sera inférieure a la valeur extrapolée a partir de
la loi linéaire de variation. Ceci conduirait a un écart négatif. Mais cela n’est pas vérifié
(figure I11.12). Dans le cas des phases éponge, le rapport entre cotensioactif et tensioactif
est moins important que celui utilisé dans les phases lamellaires. Le comportement de ces
phases est donc plus proche de celui de phases binaires de C12E5.
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v

(a) (b)

Figure 111.30: Comparaison entre la loi de dilution obtenue pour
une phase d’un tensioactif dont les chaines interdigitent (M) et un
tensioactif sans interpénétration des chaines (o). Les représenta-
tions d = f(¢~1) et ¢ = f(q) sont utilisées.

De plus, nous avons essayé¢ de déterminer les caractéristiques topologiques de la phase
C12E5/8-OG /solution S2 par une théorie de champ gaussien développée par Pierre Levitz
[80] [81]. Ce modéle utilise des coupes a deux dimensions comme les clichés de cryofracture
afin d’obtenir une construction tri-dimensionnelle de la phase en supposant que celle-ci
est symétrique et qu’elle suit une surface minimale. Les résultats obtenus pour une phase
correspondant a une fraction ¢ de 0.3 ne permettent pas une reconstruction en accord
avec les clichés de départ. Ainsi deux théories qui supposent une surface minimale ne
s’appliquent pas a la phase L3 que nous étudions : la théorie de champ moyen et celle sur
la dilution développée par Engblom et Hyde. Cette hypothése est peut-étre a remettre
en cause pour 1’étude de nos systémes.

I11.6 Conclusion

Nous avons étudié des phases de bicouches constituées de C12E5 et de 5-OG dispersées
dans un tampon phosphate (solution S2 Annexe B).

Pour une concentration en ($-OG de 10 molécules pour 16 molécules de C12E5, on
observe une phase lamellaire dont les bicouches peuvent étre gonflées par du dodécane
entre d,, — 31.9 et 47.9 A.

L’écart a la loi de dilution a permis de déterminer le module de rigidité de cette bicouche
k=0.6 + 0.?&kBT lorsque la phase n’est pas gonflée et k=0.4 4+ 0.1 kgT" pour une épaisseur
dp = 47.9 A.

90



MEMBRANES FLUIDES

Pour des concentrations en 3-OG de 1 molécule pour 9 molécules de tensioactif C12E5,

la phase devient isotrope. Les mesures de conductivité permettent de mesurer un facteur
d’obstruction de 0.62 £ 0.08 proche de la valeur mesurée dans d’autres systémes pour
une phase éponge [73|. La cryofracture révéle des textures typiques d’une phase éponge.
L’analyse de ces clichés permet de déterminer la variation de la taille caractéristique &
avec la dilution et ce en bon accord avec les résultats de SAXS.
Toutefois, la loi de dilution (figure I11.29) ne suit ni le modéle de Porte et al. [67], ni celui
de Engblom et Hyde |78]. Ce comportement pourrait étre di au fait qu’en Lg, I’épaisseur
de la bicouche n’est pas constante lors de la dilution. Ce phénoméne a été observé pour
des phases lamellaires de C12E5. Cette phase L3 est particuliére puisqu’habituellement
I’ajout de cotensioactif & une phase lamellaire induit une transition vers une phase L.

ITI.7 Caractérisation de la phase C12E5/3-OG-DDM /S2

La protéine MexB est soluble dans un détergent : le DDM. Les essais réalisés pour une
solubilisation dans du -OG prouvent que la protéine MexB n’est pas stable [23]. Pour
I’étude de la protéine MexB, nous avons dii changer le cotensioactif utilisé. Plus précisé-
ment, nous utilisons toujours du S-OG mais une molécule de S-OG sur 10 est remplacée
par du DDM. Cette quantité a été choisie car elle représente la quantité minimale de
protéines MexB fluorescentes pouvant étre placée dans la solution et dont le signal de flu-
orescence soit mesurable. En effet, la protéine MexB est nécessairement ajoutée avec son
détergent le DDM a l'intérieur de la solution. La quantité minimale de protéine pouvant
étre ajoutée fixe ainsi la quantité minimale de DDM. L’addition de DDM ne semble pas
modifier la phase, celle-ci reste isotrope entre polariseur et analyseur croisés.

Les échantillons ont alors été étudiés par diffusion de rayons X pour des fractions
volumiques de membranes comprises entre 0.03 et 0.3. Ces résultats ont été obtenus par
Laurence Navailles (CRPP-Bordeaux). Pour les phases trés diluées (figure II1.31), le pic
de corrélation n’est pas visible du fait de la remontée aux petits angles. A partir d’une
fraction volumique de 0.11, une bosse apparait. Cependant la position de cette bosse ne
change pas malgré 'augmentation de la fraction volumique de tensioactif. L’intensité du
pic se contente d’augmenter. On peut remarquer un épaulement qui apparait aux grands
vecteurs d’onde comme si deux phases co-existaient. Une explication possible est que la
phase contiennent des micelles faiblement polydisperses dont la concentration augmente
avec la fraction volumique de membrane. Le DDM est un détergent ayant une trés faible
concentration micellaire critique (Annexe A). Il est donc possible qu’il encourage la for-
mation de micelles. De plus, ce détergent a la méme longueur de chaine que le tensioactif.
Son insertion dans la bicouche n’est donc pas facilitée. Ces résultats montrent que le
changement d’un cotensioactif est trés sensible pour 'existence de la phase éponge.

La conductivité de ces phases a été mesurée avec la méme méthode que celle décrite a
la section I11.4.4. Le facteur d’obstruction est égal a 0.6 pour des phases dont la fraction
volumique de membrane varie entre 0.03 et 0.11 (figure I111.32). L’hypothése d’une phase
éponge pour cette gamme de ¢ est donc envisageable. Pour des fractions volumiques
supérieures a 0.12 (figure I11.32), le facteur d’obstruction diminue. Si la solution contient
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Figure I11.31: Spectres de SAXS obtenus pour la phase contenant
du DDM. Les fractions volumiques de membranes sont de 0.033,
0.055, 0.077 et 0.11 pour les spectres E01 a E04 du haut et de 0.13,
0.165, 0.187, 0.22 et 0.275 pour les échantillons E05 a E09 sur la
figure du bas.

des micelles, la fraction volumique qui participe a la conduction est inférieure a (1 — ¢).
Ainsi le facteur d’obstruction n’est pas bien corrigé mais il est sous-estimé. Ceci pourrait
expliquer nos résultats.

Pour les expériences que nous allons réaliser, ce sont les phases les plus diluées qui nous
intéressent. Il faudrait compléter ces résultats par des données de cryofracture afin de
connaitre la nature exacte des phases pour des valeurs de ¢ entre 0.033 et 0.11. Ces échan-
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Figure II1.32: Variation du facteur d’obstruction pour la phase
C12E5/3-OG-DDM /solution S2 en fonction de la fraction volu-
mique de membrane. Pour des valeurs de ¢ inférieures a 0.11,
on retrouve le méme facteur d’obstruction que dans le cas d’une
phase éponge [77]. Pour des valeurs supérieures de ¢, le facteur
d’obstruction diminue.

tillons sont en cours d’étude par Pr Amir Maldonado (Université de Sonora-Hermosillo-
Mexique).

La phase C12E5/3-OG-DDM /solution S2 est une phase qui est isotrope pour des frac-
tions volumiques comprises entre 0.033 et 0.25. Dans cette gamme, les rayons X révélent
que le systéme obtenu pour des valeurs de ¢ entre 0.12 et 0.25 n’est pas une phase éponge
simple. Pour des fractions volumiques de membranes inférieures, la nature de la phase
n’est pas identifiée. Toutefois, les mesures de conductivité mettent en évidence une tran-
sition de phase autour d’une valeur de ¢ de 0.12. Le facteur d’obstruction des phases dont
la fraction volumique de membrane appartient a l'intervalle 0.03-0.11 est compatible avec
celui d’une phase éponge. Dans l'attente de résultats complémentaires, nous avons sup-
posé pour les expériences qui vont suivre que la phase utilisée est bien une phase éponge
dont les caractéristiques sont identiques a la phase Lz du systéme C12E5/3-OG /solution
S2 que nous avons étudié lors de ce chapitre.
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Chapitre IV

Diffusion de protéines membranaires

La diffusion brownienne a été découverte grace aux observations de grains de pollen
par Brown [82]. Einstein [83] en a proposé une interprétation et Perrin [84] I'a vérifiée.
La diffusion d’un objet de rayon R est décrite par :

kT
f

ot f est le coefficient de friction qui s’exerce sur 'objet. Ce coefficient est égal a 67nR
dans le cas d’une sphére diffusant a l'intérieur d’un milieu de viscosité n. Ce modéle
hydrodynamique et statistique considére le fluide environnant comme un milieu continu.
Dés les années 70, les membranes ont été modélisées sous la forme de milieux fluides [52].
Une question intéressante a alors été de déterminer le coefficient de diffusion latérale d’un
objet dans une bicouche. L’enjeu était de comprendre la diffusion de protéines sur une
membrane. Si on se place dans un régime de faible nombre de Reynolds!, le probléme se
réduit a la détermination du coefficient de friction f d’un cylindre en translation dans un
écoulement. Toutefois ce probléme a deux dimensions n’a pas de solution. Ceci est da
au fait que les perturbations de vitesse sur le fluide divergent avec la distance au cylindre
[85] [86]. C’est ce qui est nommé le paradoxe de Stokes. Saffman et Delbriick en 1975
[87] ont proposé un nouveau modéle prenant en compte la viscosité du fluide environnant
que nous décrirons dans la premiére partie de ce chapitre. Ce modéle conduit & un coef-
ficient de diffusion qui varie trés faiblement en fonction du rayon de 'objet (dépendance
logarithmique). Cette dépendance est peu sensible aux interactions entre des objets. En
effet, une variation de rayon d’un facteur 20 conduit a une variation de 10% seulement sur
le coefficient de diffusion. Les mécanismes membranaires tels que l'export, les échanges
d’informations entre cellules ou les voies de transduction font appel & des assemblages
transitoires au sein de la membrane mais selon le modéle de Saffman-Delbriick, la mo-
bilité n’est pas modifiée. Cependant, les outils tels que les mesures de recouvrement de
fluorescence [88], le suivi de molécules uniques [89] ou la corrélation de fluorescence [90|
qui s’attachent a mesurer des coefficients de diffusion sont toujours employés afin de met-
tre en évidence des structures transitoires.

Nous avons étudié ce modéle a 'intérieur de systémes modéles de bicouches : les phases
éponge. Les objets diffusants sont des protéines et des peptides couvrant des gammes de
rayons entre 5 et 30 A . Aprés avoir introduit le modéle de Saffman et Delbriick, nous
verrons les résultats obtenus sur la vérification expérimentale de ce modéle. Nous utilis-
erons alors ces résultats pour apporter un nouveau point de vue sur le mésappariement

D (IV.1)

!Le nombre de Reynolds qualifie le régime d’un écoulement. Il compare les forces d’inertie et les forces
de viscosité. Pour un faible nombre de Reynolds (< 1), ’écoulement est laminaire et les phénomeénes
visqueux sont prépondérants.
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hydrophobe, c’est-a-dire I'inadéquation entre la taille d’un objet et I’épaisseur du milieu
dans lequel il diffuse.

IV.1 Modéle de Saffman-Delbriick

IV.1.1 Hypothéses

Saffman et Delbriick ont envisagé la diffusion d’objets cylindriques de rayon "a" libres de
se déplacer a l'intérieur d’une membrane de viscosité p entourée de part et d’autre d’un
fluide de viscosité p' (figure IV.1). L’épaisseur hydrophobe de la membrane notée h est
égale a la hauteur du cylindre qui diffuse. Comme Saffman et Delbriick s’intéressent au cas
de membranes biologiques qui sont des objets trés visqueux entourés d’eau, ils supposent
que ' < p (des valeurs de p cent fois supérieures a celles de p/ sont supposées).

Dans le cas limite ou la viscosité du fluide environnant est négligée, aucune friction n’est

Figure IV.1: Modéle hydrodynamique de diffusion d’un objet in-
corporé dans une membrane de viscosité et entouré d’un fluide
de viscosité y'.

transmise de part et d’autre de la membrane. Le probléme est celui de la diffusion d’un
cylindre dans un fluide d’extension infinie qui n’est pas soluble : c’est le paradoxe de
Stokes [85].
Saffman et Delbriick proposent alors trois solutions correspondant a trois hypothéses
distinctes :

e la membrane posséde une taille finie, cette extension est notée R,

e la viscosité du fluide environnant ' est prise en compte,

e la trainée due au cylindre est décrite par les équations des écoulements turbulents
Pour les deux premiéres situations, ils ajoutent aussi une hypothése de non-glissement aux
frontiéres entre 1’objet et le fluide environnant. Cependant ils soulévent l'interrogation
sur la justesse de cette hypothése dans des milieux tels que les membranes biologiques.
Le second cas est celui qui décrit a prior: le mieux la situation d’une protéine incorporée

dans une membrane et diffusant a 'intérieur de celle-ci.
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IV.1.2 Reésultats d’une viscosité i/ non nulle

Le probléme étant a deux dimensions, les mouvements dans la direction perpendiculaire
au plan de la membrane sont interdits.

Nous allons ici introduire les étapes principales du raisonnement de Saffman [91] [92] afin
d’obtenir les différentes dépendances mises en jeu puis nous donnerons directement les
résultats obtenus par Saffman et Delbriick. On considére un cylindre de rayon "a'" se
déplacant avec la vitesse U a l'intérieur d’'une membrane de viscosité p entourée d’un
fluide de viscosité p' |91]. La perturbation de vitesse du fluide en fonction de la distance
au cylindre peut s’exprimer de maniére classique comme [86] :

Fooor
Au(r) ~ uhln(a>

Il faut ensuite estimer la taille de fluide sur laquelle le frottement exercé par le fluide
environnant sur la membrane n’est pas négligeable. On nomme [ cette longueur. La force

_ : : ou Au
de friction surfacique exercée par le fluide sur la membrane est donnée par ' — ~ 4/ -
r

Or si on suppose que cette force est distribuée sur toute ’épaisseur h, la force volumique

de viscosité qui en découle peut étre estimée par p’ e Parallélement, la force visqueuse

2 Au
exercée par le cylindre sur le fluide est ,uw o~ ul—2. [ est estimée en égalant ces deux

forces, on trouve ainsi :

Le rapport des viscosités entre la membrane et le fluide environnant est compris entre 100
et 1000 selon Saffman. L’épaisseur i de la membrane étant de ordre de 10 & 30 A, [ est
de l'ordre de 0.1 & 3 um. Le rayon "a" d’une protéine est de 'ordre du nanométre. Le

rapport 7 est négligeable. Ceci signifie que 1’'objet ressent I'influence du fluide environ-

nant. Les forces qui s’exercent sur le cylindre sont dominées par les variations de vitesse
qui interviennent sur une longueur caractéristique de I'ordre de aln(%) [92]. L’ordre de
grandeur de la force qui s’exerce sur le cylindre est alors :

_ 2mp'al
al(i/a)  Bn(l)

F:MS%

o ~ p2mah

(IV.2)

D’aprés la formule de Stokes-Einstein, comme le coefficient de friction est donné par F /U,
le coefficient de diffusion qui s’en déduit est :

D= kT In (M—h)

27 ph 'a

Cette formule montre que le rayon a de I'objet a peu d’'importance. Les dépendances les
plus importantes sont celles en épaisseur hydrophobe h et en viscosité de membrane .
Saffman utilise la méthode perturbative [91] afin d’obtenir la force exercée sur le cylindre :

A al
#mcp) -]
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et en déduire la constante de diffusion translationnelle :

kgT h
Dr=h {m(%) = (IV.4)
ol 7 est la constante d'Euler égale a 0.5772.

Contrairement au cas de la diffusion en volume ot le coefficient de diffusion est inversement
proportionnel au rayon hydrodynamique de I'objet, la formule de Saffman ne donne qu’un
faible poids au rayon a de l'objet du fait de la dépendance logarithmique. Si un objet
est un dimeére, alors son coefficient de diffusion n’est modifié que de 5% par rapport au
monomeére. Les mesures de coefficient de diffusion ne renseignent pas sur la détection des
interactions et les assemblages au niveau cellulaire n’ont qu’un faible role dynamique.
Des études ont été menées pour résoudre cette équation dans le cas plus général ou les
viscosités de la membrane et du fluide environnant ne soient pas négligeables I'une par

rapport a lautre |93]. Leur conclusion est que le modeéle de Saffman est valable tant
/

que le rapport € = est inférieur a 0.1. Le développement de la formule aux ordres

supérieurs en € donne ’expression suivante :

kT 2 de €. 2
= Ieih [ln(z) -7+ ——3 In(-)] (IV.5)

€

D

Ce résultat conclut toujours a une influence faible du rayon.

En outre, certains modéles dérivés ont envisagé l'influence de membranes a une distance

H de celle sur laquelle diffuse les objets [94] [95], ce qui signifie que I'espace de fluide en-

vironnant est fini. Les corrections envisagées sont 14 encore peu importantes par rapport

a la formule de Saffman-Delbriick.

Le modéle de Saffman-Delbriick a été étendu au cas d’objets possédant une partie hy-

drophile de longueur L qui dépasse dans le fluide environnant [96]. La formule proposée
24 a

ph + 'L’

Le modéle de Saffman-Delbriick a donc été décliné sous de nombreuses formes. Il vient

proposer un cadre théorique aux observations in vivo ou in vitro. Ceci explique son succes.

reprend le modéle de Hughes (équation IV.5) en posant € =

IV.1.3 Tests expérimentaux du modéle de Saffman-Delbriick 7

Ce modéle a été largement utilisé pour déterminer des viscosités de membrane [97] [98],
pour mettre en évidence des interactions d’objets solubles avec une membrane [99] ou
pour déceler des changements de configurations des objets [100].

Il a aussi fait 'objet d’études plus approfondies de certains paramétres comme par exemple
la viscosité du fluide qui entoure la membrane 98| ou encore le rayon [101| [102]| [103|
[104] [105].

Tout d’abord, examinons les variations en fonction de la viscosité du fluide environnant.
Cette viscosité est modifiée en ajoutant au milieu du sucrose ou du glucose. Les études
menées [98] concluent a une adéquation avec la loi de Saffman-Delbriick. Toutefois ces
résultats considérent que seule la viscosité du fluide environnant est modifiée par ’addition
de sucrose. Or le sucrose a tendance a s’accrocher aux membranes [106] [107]. Pour valider
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la loi de Saffman-Delbriick, il faudrait donc utiliser une sonde afin de tester la viscosité
de la membrane. La dépendance de I’équation de Saffman par rapport a la viscosité du
fluide environnant n’est donc pas vérifiée.

Les études réalisées pour étudier Iinfluence du rayon [101] [102] [103] [104] [105] ont
soulevé un probléme. Dans la majeure partie des expériences, le coefficient de diffusion des
protéines est comparé a celui d’une sonde insérée dans la membrane - il s’agit généralement
d’un lipide marqué par un fluorophore. Le rapport entre ces deux coefficients de diffusion
est de 'ordre de 3 a 4, ce qui conduirait a des rapports de rayons entre les objets de
I'ordre de 100. Mais aucun agrégat n’est visible. Cette remarque a fait naitre deux
réponses distinctes :

e Tout d’abord, les lipides ne sont pas transmembranaires. Leur nature est différente
de celle des protéines et surtout, on ne peut pas les considérer comme des cylin-
dres parfaits incorporés dans une membrane de méme taille hydrophobe. Le modéle
de Saffman-Delbriick ne peut leur étre appliqué |[108]. Cette objection peut donc
aussi expliquer ’écart important entre protéines et lipides. La diffusion d’objets
plus proches de cylindres a alors été examinée. Il s’agit de peptides dont le degré
d’oligomérisation est modulable. Ces résultats (figure IV.2) ont reproduit les mémes
écarts a I’ équation IV.4 que pour les lipides. En effet, le modéle de Saffman peut
expliquer I'évolution du coefficient de diffusion pour des objets dont la surface est
supérieure a 2 nm?, c’est-a-dire & un rayon supérieur & 8 A . En revanche, pour
des valeurs de rayons inférieures, ’ajustement, par I’équation IV.4 donne des résul-
tats aberrants. Cette explication n’est donc pas satisfaisante pour expliquer ces
variations.

e La nécessité d’une théorie différente selon le rayon des objets étudiés est alors ap-
parue.

Cette démarche résumée par [109] distingue deux régimes :

e un régime de diffusion par sauts lorsque les objets qui diffusent ont le méme rayon
que les lipides ou les tensioactifs qui composent la membrane. Dans ce cas, I’hypothé-
se hydrodynamique est remise en question. Un modéle de diffusion d’aire libre
développé par Cohen et Turnbull [110] a été avancé. Cette théorie reprend la théorie
cinétique des gaz parfaits pour estimer le coefficient de diffusion de disques durs
diffusant dans un plan. Elle utilise une approche probabiliste et schématise le mou-
vement d’une particule par trois étapes. Les fluctuations de membranes engendrent
des espaces libres a proximité de I'objet qui diffuse. Si ’aire libre est suffisamment
importante, la particule aura une certaine probabilité de se déplacer. L’aire libre
laissée par la particule est alors comblée par les fluctuations de la bicouche. Cette
approche introduit des notions relatives au milieu dans lequel le phénoméne diffusif
a lieu avec d*, le diameétre moyen disponible & la molécule qui diffuse, a; I'aire libre
par téte polaire, mais aussi des caractéristiques de ’objet comme a* sa section ou
m sa masse. Le résultat final donne la formule suivante :

2kgT ya*
— IV.6
o eap(~ 1) (IV.6)

D = Gd*
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Figure IV.2: Résultats obtenus pour la diffusion de peptides a dif-
férents degrés d’oligomérisation [105]. La courbe en gras donne
lajustement par le modéle de Saffman (équation IV.4) en utilisant
une hauteur h=23 nm, une viscosité du milieu aqueux de 7.3 - 1072
poise. Cette courbe permet de déduire une viscosité de la mem-
brane de 1.75 poise. La courbe en pointillés indique ’ajustement
obtenu a partir du modeéle de Cohen et Turnbull (équation IV.6)
pour des peptides sous forme monomérique et dimérique en posant
va*/ay =0.4 .

avec GG un facteur lié a la géométrie de la membrane et v un facteur correctif sur le
recouvrement entre aires libres (7 = 1 si les aires libres ne se recouvrent pas).

e le modéle de Saffman et Delbriick reste valable pour les objets dont le rayon est
supérieur a la taille d’un lipide ou d’un tensioactif.

La zone de transition semble mise en évidence par des mesures faites sur des molécules
amphiphiles dont la téte polaire est modifiable [103]. La surface obtenue varie entre 0.3
et 3 nm? soit une variation de rayon équivalent entre 3 et 10 A, la taille d’un lipide étant
de lordre de 4-5 A. Les deux régimes sont mis en évidence avec une limite pour des tailles
de molécules deux fois supérieures a celle des lipides.

La conclusion de ces études est donc qu’il faut distinguer deux régimes selon la taille de
I’objet, un régime moléculaire si le rayon "a" du cylindre diffusant est de I'ordre de celui
du lipide ou du tensioactif constituant la membrane et un régime hydrodynamique dans
le cas contraire. La limite intervient pour un rapport de taille de 2 entre 'objet diffusant
et le lipide.
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Ainsi le modéle de Saffman-Delbriick n’a jamais été remis en cause mais sa gamme
d’utilisation a simplement été déplacée. Aucun examen comparé des valeurs de coefficients
de diffusion n’a donc été fait puisque les lipides qui étaient généralement les molécules
sondes de la membrane n’étaient pas décrits par la méme théorie. Toutefois, certains faits
sont troublants. Si on compare les coefficients de diffusion d’un lipide et de la bactéri-
orhodopsine dans I'expérience de Peters et al. [98], on trouve un rapport de 3 environ. Si
on compare les rayons de la bactériorhodopsine et du lipide, on atteint un rapport de 3.3.
Les résultats obtenus par Lee et al. semblent mettre en évidence une zone de transition
entre ces deux modeéles. Le coefficient de diffusion du trimére (figure IV.2) n’est en effet
décrit ni par le modéle moléculaire ni par le modéle de Saffman. Nous avons donc voulu
étudier les variations du coefficient de diffusion D d’objets transmembranaires avec leur
rayon. La précision de la mesure est essentielle afin de discriminer si le modéle de Saffman-
Delbriick est vérifie. En effet, une précision sur la mesure moins bonne que 5% induit une
variation du rayon calculé avec la formule de Saffman-Delbriick d’un facteur 10. Nous
avons opté pour la technique de recouvrement de fluorescence aprés photoblanchiment en
franges présentée dans la section suivante.

IV.2 Recouvrement de fluorescence aprés photoblanchi-
ment : FRAPP ou (Fluorescence Recovery After
fringe Pattern Photobleaching)

Cette méthode [111] nécessite des objets marqués par un groupement fluorescent. Ce
marquage est facile a réaliser comme nous ’avons décrit au chapitre I et ne nécessite
pas d’avoir recours a la biologie moléculaire. Le groupement fluorescéine isothiocianate
(FITC) vu au Chapitre II est plus petit que 5 A. Il a une influence peu importante sur la
dynamique des objets et sur leurs interactions.

Nous allons présenter ici le principe du FRAPP puis nous décrirons rapidement le montage
réalisé par Y. Gambin [107]. Enfin, nous préciserons les performances atteintes.

IV.2.1 Description de la méthode

Le principe de la technique de FRAPP est simple. On étudie un échantillon contenant
des molécules marquées par un groupement fluorescent. A l'intérieur de cet échantillon,
un gradient de concentration est créé par photoblanchiment (figure IV.3). En effet, sous
I’action d’un faisceau de forte intensité, les molécules peuvent perdre leur fluorescence.
On obtient une inhomogénéité de concentrations de molécules fluorescentes. La géométrie
de cette distribution peut étre radiale pour le montage de FRAP (Fluorescence Recovery
after Photobleaching) ou en franges pour le FRAPP. L’évolution de cette distribution
est alors suivie au cours du temps en utilisant un faisceau de faible intensité (environ
un milliéme par rapport au faisceau de forte intensité) présentant la méme géomeétrie.
On mesure le temps mis par les molécules non photoblanchies pour pénétrer dans la
zone éclairée. Dans le montage de FRAPP, afin d’améliorer le rapport signal a bruit, le
faisceau de lecture est modulé a la fréquence f. L’information est ainsi détectée a une
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Figure IV.3: Principe de la mesure de coefficient de diffusion par
recouvrement de fluorescence aprés photoblanchiment en franges.
Un laser éclaire une région de I’échantillon suivant des franges rec-
tilignes et détruit la fluorescence des molécules & un instant t = 0
créant ainsi une distribution inhomogéne de molécules marquées.
Le retour de fluorescence est dii a la mobilité des molécules mar-
quées non blanchies.

fréquence double ce qui permet de s’affranchir d'une partie du bruit grace a une détection
synchrone.

Pourquoi opter pour une distribution en franges avec un montage de FRAPP 7 Trois
raisons essentielles guident ce choix :

e tout d’abord, les équations qui décrivent les solutions de ce retour de fluorescence
sont simples. Cette géométrie permet de faire une projection suivant une base de
Fourier alors que la géométrie radiale utilise une base de fonctions de Bessel plus
difficile & manipuler.

e on mesure le coefficient de diffusion suivant la direction perpendiculaire aux franges.
Dans le cas de milieu anisotrope, cette technique permet d’identifier différentes
composantes [112] du tenseur de diffusion des molécules marquées.

e ce dispositif permet de moduler la lecture et ainsi d’améliorer le rapport signal sur
bruit.

La théorie de cette méthode a été décrite par 'article de Davoust et al. [111]. Le profil
d’intensité lors du photoblanchiment est sinusoidal de période ¢ I'interfrange :

I
I(7,) = 5 (1 + cos(@. 7))
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ou Iy représente l'intensité maximale atteinte a l'intérieur de 1’échantillon éclairé par le
faisceau de forte intensité et gy = 27” est le vecteur d’onde de la figure d’interférence. Lors
de la phase de recouvrement, le faisceau a une intensité plus faible d’un facteur A de
I’ordre de 1000. Ce faisceau est modulé en phase. L’intensité a 'intérieur de 1’échantillon
qui a une faible épaisseur est supposée uniforme et décrite par I'’expression suivante :

[(7,1) = ;—Xu +cos(T.T + (1)) (IV.7)

Aprés photoblanchiment, la concentration en molécules marquées est ¢(7,t = 0). Cette
distribution évolue en suivant la loi de diffusion :
Je(7, 1)
ot
Le signal de fluorescence est proportionnel a l'intensité d’excitation des molécules soit

I(77,t) et & la concentration en molécules fluorescentes. L’intensité de fluorescence I est
décrite par :

= DAc(T, 1) (IV.8)

Ip(t) = / A7 (T, 0)1(T, 1) (IV.9)

L’utilisation des transformées de Fourier spatiales permet de résoudre le probléme. En
effet, la concentration en molécules marquées peut étre décomposée de la maniére sui-
vante :
N i T T
(7, t) = /d?c(?,t)e md

ou

~ ~ _ 2

(T, t) =c(T,0)e P!
est solution de I’équation de diffusion. La décomposition spatiale de I'intensité incidente
est, quant a elle, donnée par :

ou
~ 1 1 , ,
I(7.t) = 53 [0(7) + 507 = To)e™ + (0T + To)e )]

L’intensité de fluorescence s’écrit :
~ g ﬁ — ~
1wt = [ag [df [avaanid oe T OT - [ageq. ol

L’expression de I'intensité I conduit alors a ’expression suivante pour l'intensité de
fluorescence :

I 1 A :
I () = 55 [0,0) + 5 (E(=T 4, 0™ + &(T, 0)e 0 | =P

Or, la figure d’interférence est symétrique donc la fonction ¢ est paire par rapport aux
coordonnées spatiales. L’expression de 'intensité de fluorescence se simplifie de la maniére
suivante :

Ir(t) = 21—;)\ [a(o, 0) + 2&(— 7, 0) cos(gb(t))} ¢~ Dadt
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¢(t) est un fonction sinusoidale de fréquence f et d’amplitude u, on pose ¢(t) = usin(27 ft).
Cette fonction cos(¢(t)) est décomposable en séries de Fourier en faisant intervenir les
fonctions de Bessel Ji. Elle est paire, donc seules les harmoniques paires sont non nulles.
En conclusion, l'intensité de fluorescence s’écrit sous la forme :

Ir = Z fon(t) cos(4nm ft) (IV.10)
n=0
avec ;
fo(t) = ﬁ [5(0, 0) + 2Jo(u)é(—7q,0) o~ Dagt
et ;
fon(t) = £ Jon (W=, 0)e—Pat

Les fonctions de Bessel d’ordre k sont rapidement décroissantes par rapport a k. La
composante la plus importante sera donc la composante d’ordre 2. Cette composante
présente une variation exponentielle avec le temps et fait apparaitre une constante de

1
temps 7 = D2 Cette solution est une décomposition sur une base d’harmoniques

paires, la présence d’harmoniques impaires dans un signal étant liée a des phénomeénes de
convection. Il faut donc controler 'absence de ces harmoniques impaires afin de vérifier
que le mouvement étudié est purement diffusif.

IV.2.2 Montage

Systéme source

Pour mesurer le coefficient de diffusion d’un objet marqué, il faut pouvoir exciter sa
fluorescence grace a un laser de forte puissance afin de pouvoir blanchir les marqueurs.
Nous utilisons un laser Argon avec une raie a 488 nm (un étalon est présent dans la
cavité) et une puissance maximale de 1W. Il est utilisable pour une grande gamme de
fluorophores tels que la fluorescéine, la FITC, la GFP (Green Fluorescent Protein), la
YFP (Yellow Fluorescent Protein). Ce laser est suivi d’un sélecteur de faisceau (figure
IV.4). Ce dispositif est constitué de deux lames a faces paralléles constituées en diédre.
Le coefficient de réflexion en intensité a l'intérieur des lames est R=0.04. Il s’agit du
coefficient de réflexion pour une interface verre-air. Deux chemins sont possibles pour le
faisceau : le premier est le faisceau direct qui traverse les deux lames (son intensité est
forte), le second est réfléchi a I'intérieur des deux lames (son intensité est diminuée d’un
facteur au maximum R? soit 1.6 1072 : il sera le faisceau de lecture). Le faisceau de forte
intensité est bloqué par un dispositif de barriére mécanique commandé grace au systéme
d’acquisition qui va pouvoir basculer pour créer le photoblanchiment pendant des temps
de 'ordre de 20 a 50 ms.

Interférométre

A la sortie de ce sélecteur, le faisceau entre dans U'interféromeétre (figure IV.5). Le faisceau
est séparé en deux faisceaux au moyen d’une lame semi-réfléchissante. L’un des faisceaux
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Lames a faces paralléles

Traitement
métallique Faisceau de
forte intensité
)
Faisceau de
faible intensité
S —

Figure 1V.4: Montage de sélecteur de faisceau. Le faisceau de
photoblanchiment est obtenu par passage direct a travers les deux
lames a faces paralléles. Le faisceau de lecture est obtenu par
réflexion a lintérieur des lames a faces paralléles, son intensité est
diminuée d’un facteur R? par rapport au faisceau de forte intensité.

Lame
semi-réfléchissante

Miroir M2
Miroir M1
sur cale
piezoélectrique
Miroir M3
Miroir M4

Figure IV.5: Interférométre permettant de controler la différence
de chemin optique entre les deux faisceaux.

est conduit sur le miroir M1 monté sur un piézoélectrique qui va assurer la modulation de
la figure d’interférence. La position de ce miroir M1 joue aussi sur le déphasage initial des
deux faisceaux. Il sera déplacé selon la gamme d’interfranges que 'on désire atteindre.
Les deux faisceaux paralléles sont ensuite envoyés chacun sur un miroir M3 et M4. Ces
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miroirs sont placés sur des platines mobiles avec des translations de précision et peuvent
étre déplacés 'un par rapport a 'autre de maniére a changer I'interfrange de la figure en
modifiant la différence de chemin optique entre les deux faisceaux. Les deux faisceaux
paralléles sont focalisés au niveau de I’échantillon par une lentille (la tache obtenue est
de 100 pm) pour créer des interférences de pas variable. Les interfranges sont calibrées
en fonction de la position relative des miroirs M3 et M4. Les interfranges peuvent étre
variées entre 1 et 100 pm.

|

A\ W

Détection
Amplificateur synchrone \

Figure IV.6: Schéma général du dispositif de FRAPP.

Echantillon

Les échantillons sont aspirés dans des capillaires (Vitrocom) et contiennent un volume
d’environ 10 a 20 uL. Ils sont scellés avec de la cire de maniére a éviter toute évaporation
lors de la manipulation. Ils peuvent étre placés dans une enceinte thermostatée controlée
en température avec une précision de l'ordre de 0.5°C. Les concentrations en protéines
marquées varient entre 0.1 et 1 uM. La détermination d’un coefficient de diffusion ne
requiert ainsi qu’une quantité minimale de 1 pmol. Ces faibles quantités sont un avantage
de la méthode car les techniques développées par la biophysique doivent s’adapter aux
difficultés de la production de protéines.

Dispositif de détection

L’intensité de fluorescence est collectée en utilisant I'objectif du microscope auquel on
ajoute un filtre dichroique coupant a 510 nm afin de ne pas récupérer le faisceau direct
sur le photomultiplicateur. Devant le photomultiplicateur, un obturateur évite la satura-
tion lors de la phase de photoblanchiment. Le signal du photomultiplicateur est amélioré
par passage dans un amplificateur de gain et un amplificateur sélectif (figure IV.6). I est
ensuite traité par une détection synchrone de maniére a ne conserver que la composante
correspondant & une fréquence double de la fréquence de balayage. La théorie que nous
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avons développée explique cette décomposition suivant les harmoniques paires mais de
maniére plus intuitive, on peut raisonner en considérant que sur une période d’oscillation
du piézoélectrique, les franges ont balayées deux fois la méme surface. L’intensité cor-
respondant au signal de fluorescence aura ainsi une fréquence double. Cette détection
synchrone a la fréquence attendue permet d’augmenter le rapport signal sur bruit. Un
multicanal enregistre le recouvrement de fluorescence en fonction du temps (figure IV.6).
Ce recouvrement est une fonction décroissante du temps. La constante de temps 7 est
lice au vecteur d’onde de la figure d’interférence (et donc a l'interfrange i) ainsi qu’au
coefficient de diffusion par la relation :

2
1

IV.2.3 Mesure de coefficient de diffusion pour une espéce diffu-
sante

2250 f— —
intensité (u.a.)
2200
2150

2100
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I I I I I
0 10 20 30 40 50x10°

Figure IV.7: Recouvrement de fluorescence enregistré pour la pro-
téine MexA diffusant dans une phase éponge de C12E5 aprés 10
accumulations. La courbe rouge est ’ajustement obtenu par une
simple exponentielle.

Pour une interfrange donnée, on enregistre la figure de recouvrement de fluorescence
(figure IV.7). Ce signal est ajusté par une exponentielle simple décroissante qui fait in-
tervenir un temps de recouvrement 7. Le montage de FRAPP permet de faire varier
I'interfrange de la figure d’interférence. Cette versatilité permet de vérifier le comporte-
ment brownien de la molécule (des régimes sous-diffusifs ou super-diffusifs seront facile-
ment discernables). Chaque courbe est moyennée sur une dizaine de photoblanchiments.
Les variations de I'inverse du temps de recouvrement sont tracées en fonction du vecteur
d’onde d’interférence (figure IV.8). Si on obtient une droite linéaire, le régime est un
régime de diffusion brownienne. Le coefficient directeur de cette droite est D. L’estimation
du coefficient de diffusion se fait avec une précision de l'ordre de 3 & 5 %.
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Figure IV.8: Evolution de I'inverse du temps de recouvrement en
fonction du vecteur d’onde d’interférence pour la diffusion de la
protéine MexA sur les bicouches. On vérifie qu’il existe une rela-
tion linéaire entre ces deux entités. Ceci indique que la protéine
MexA suit bien une loi de diffusion brownienne. Son coeflicient de
diffusion est de 4.0 £ 0.1 pm?.s7 .

IV.2.4 Mesure de coefficient de diffusion pour deux espéces

Si I’échantillon comporte deux espéces diffusantes (1 et 2), le signal peut étre ajusté par
une double exponentielle (figure IV.9):

I =TLe /™ 4 Le /™ (IV.12)

ou 7y et T, sont les temps de recouvrement de chacune des deux espeéces. Nous avons véri-
fié ceci tout d’abord pour deux molécules différentes qui n’interagissent pas et diffusent
dans la membrane : une protéine marquée OprM et un tensioactif marqué possédant une
queue aliphatique de 12 carbones et noté C12. On enregistre la figure de recouvrement
de fluorescence et on obtient une courbe qui est mal ajustée par une simple exponentielle
(figure IV.9) comme en témoigne I'estimation des résidus, mais qui est bien ajustée par
une double exponentielle.

L’évolution des temps de recouvrement obtenus avec le vecteur d’onde d’interférence

77 1=f(¢%), donne accés a des coefficients de diffusion égaux aux valeurs obtenues pour

1
les objets seuls (figure IV.10).

Les intensités I; et I, sont proportionnelles aux quantités de molécules de chacune des
deux espéces (figure IV.11). En faisant varier les quantités relatives de chacune des es-
péces, on constate que le rapport des intensités est bien proportionnel au rapport des
concentrations de ces espéces (figure IV.11). Le coefficient de proportionnalité est lié au
degré de marquage respectif de chacune des espéces ainsi qu’a la position des marqueurs.
En effet si les marqueurs sont situés dans la membrane, leur efficacité sera plus faible.
Dans notre étude, OprM posséde environ 1.7 marqueur par protéine alors que le ten-
sioactif en C12 n’en posséde qu'un seul. La pente de la droite a donc un coefficient de
proportionnalité supérieur & 1. Toutefois la pente n’est pas de 1.7 car une des amines
primaires facilement accessible de OprM est située dans la zone hydrophobe. L’efficacité
de fluorescence doit étre diminuée. Pour le tensioactif en C12 en revanche, le marquage
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Ajustement par une simple exponentielle
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Figure IV.9: Les courbes de recouvrement de fluorescence du
mélange OprM et Cl2 marqués dans une phase éponge sont
ajustées par une exponentielle simple ou par une double expo-
nentielle. Le calcul des résidus montre que ’ajustement double
exponentiel donne de meilleurs résultats puisque les résidus sont
compris entre -6 et +6 alors que pour un ajustement monoexpo-
nentiel, les résidus atteignent des valeurs entre -20 et +50. On a
bien deux espéces diffusantes.

est fait au niveau de la téte polaire, il n’y a donc pas de phénoméne de masque.

Ces résultats peuvent étre étendus, comme nous le verrons plus tard, au cas d'une
molécule diffusant sous deux états. La distinction entre simple exponentielle et double
exponentielle n’est cependant possible que si les coefficients de diffusion des deux espéces
sont assez différents. Nous n’avons obtenu de bons résultats que pour des espéces ayant
un facteur 2 entre leurs coefficients de diffusion. Ces mesures indiquent que si une protéine
est présente sous plusieurs états, les figures de recouvrement sont des doubles exponen-
tielles. En outre, l'intensité de chacune des composantes est proportionnelle a la fraction
de protéines présentes sur la bicouche.

En conclusion, la précision obtenue sur la mesure d’un coefficient de diffusion pour
un objet dans une bicouche est comprise entre 3 et 5 %. Nous pouvons dés lors espérer
pouvoir vérifier le modéle de Saffman-Delbriick sur des objets dont le rayon varie entre
5.5 et 30 A.
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I I I I I
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

Figure IV.10: Evolution de l'inverse du temps de recouvrement en
fonction du vecteur d’onde d’interférence pour la diffusion de deux
objets marqués qui sont OprM et un tensioactif avec un queue
aliphatique de 12 atomes de carbones. On vérifie qu’il existe une
relation affine entre ces deux entités pour chacune des deux es-
péces identifiées a partir des courbes de double exponentielle. Le
coefficient de diffusion du tensioactif est de (4.5 £ 0.2) um?.s~! et
celui de OprM est égal a (1.50 + 0.07) pm?®.s~1. Ces valeurs sont
proches de celles obtenues avec chacun des deux éléments seuls
dans une phase.

6 —
IOprM Heas |
5 —
4 —
3 |
[ |
2 —
l —
)= NOprM / NClZ
T T T T T
0 1 2 3 4

Figure IV.11: Sur les courbes avec des doubles exponentielles, nous
avons identifié chacune des espéces : c’est-a-dire OprM (temps le
plus long) et le tensioactif C12 (temps le plus court). Le rapport de
ces intensités est tracé pour des échantillons contenant des quan-
tités relatives différentes de chacune des espéces. La linéarité entre
ces deux grandeurs est évidente. Le coefficient de proportionnalité
est lié au degré de marquage.

IV.3 Influence de la taille hydrophobe de 1’objet

La taille hydrophobe h de la membrane adaptée a celle d; de 'objet est un paramétre de
I'équation de Saffman (équation IV.4) dont la dépendance n’a jamais été vérifiee. Pour
varier ce parameétre, il faut avoir recours a des membranes d’épaisseur variable et a des ob-
jets calibrés de tailles variables. Comment faire varier la taille de la membrane 7 On peut

110



DIFFUSION DE PROTEINES MEMBRANAIRES

utiliser des tensioactifs possédant des chaines carbonées de longueurs différentes. Cepen-
dant cette premiére solution nécessite d’avoir pour chacun des diagrammes de phases
étudiés des domaines proches de maniére a pouvoir comparer les résultats obtenus en se
placant & la méme température. Il faut aussi trouver une bonne adéquation entre objet
diffusant et membrane, ce qui n’est pas aisé a obtenir. La seconde solution est celle pour
laquelle nous avons opté du fait de sa flexibilité. L’épaisseur hydrophobe des bicouches
de la phase L3 est ajustable par addition d’un solvant hydrophobe : le dodécane. Yann
Gambin [107] a obtenu des variations de la taille hydrophobe h de ces membranes entre
16 A, qui est la taille sans dodécane, et 40 A. Nous avons ainsi & notre disposition une
bicouche modulable qui peut s’adapter a des objets ayant une épaisseur différente mais
il faudra vérifier que la viscosité de la membrane n’est pas modifiée. Toutefois, pour
pouvoir appliquer le modéle de Saffman, il reste a trouver des objets transmembranaires
dont la taille soit variable. Nous avons opté pour des peptides. Ce sont des objets dont
la synthése est maitrisée avec des techniques telles que la synthése en phase solide et la
chromatographie de phase inverse [113] [114]. Ces peptides ont été synthétisés par Yann
Gambin au "Department of Biochemistry and Molecular Genetics" dirigé par R. Hodges.

IV.3.1 Description des objets

Obtenir un quasi-cylindre transmembranaire modéle revient a synthétiser un peptide avec
un segment hydrophobe de longueur ajustable terminé par des extrémités hydrophiles.
Pour une telle construction, il faut s’inspirer des protéines membranaires existantes. Parmi
les protéines transmembranaires, on distingue deux types d’accrochage a la membrane :

e I’hélice a est le motif le plus répandu. Le squelette polypeptidique s’enroule ici en
spirale et est stabilisé par des liaisons hydrogéne (figure IV.12a).

e les feuillets 3 sont des structures périodiques étendues, les liaisons hydrogéne exis-
tent mais pas entre résidus consécutifs. Cette organisation en brins nécessite pour
étre stable la présence de liaisons hydrogéne entre différents brins. C’est pourquoi on
parle de feuillets. Ces feuillets peuvent étre anti-paralléles si les deux brins s’alignent
suivant des directions opposées (figure IV.12b).

L’hélice « apparait évidemment comme le meilleur cylindre modéle. Le choix des

acides aminés s’est porté sur une chaine « de leucines (L) qui sont des acides aminés
fortement hydrophobes.
Les principales tétes polaires utilisées lors des expériences d’ancrage & une membrane sont
soit des tétes utilisant des lysines (motifs GKK et KKA), soit des tétes faisant intervenir
des tryptophanes. L’utilisation de lysines induit des interactions électrostatiques entre les
objets ce qui va empécher une interpénétration entre hélices. Les constructions obtenues
sont rappelées figure IV.13. La taille du peptide est notée d, dans la suite.

111



Chapitre IV

e "\
B .ﬁ

(a) Hélice a (b) Feuillet anti-parallele 3

Figure IV.12: Structures secondaires des segments hydrophobes
des protéines membranaires

Peptides | Nom | Séquences des peptides d,

§§ ﬂ‘l.]z (L)'IZ'GKK‘FITC 19A

%% L., AKK-(L);,-GKK-FITC 19A

§EE Lig AKK-(L)1g-GKK-FITC 28 A

2 Ly AKK-(L),4-GKK-FITC 37A

Figure 1V.13: Caractéristiques des peptides synthétisés. Ces pep-
tides vont étre les cylindres modéles pour I’étude de la loi de vari-
ation de Saffinan-Delbriick.

IV.3.2 Loi de variation
Viscosité de la bicouche gonflée avec du dodécane

La premiére étape est de quantifier le role du dodécane sur la viscosité de la membrane.
Nous avons choisi cette huile pour son bOﬂﬁxjustement a la viscosité de la phase mais
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cette étape va le vérifier. Pour cela, nous avons utilisé deux sondes distinctes qui sont :

e d’une part, un tensioactif marqué dont la chaine est composée de douze atomes de
carbone comme le C12E5 qui teste la viscosité a 'intérieur d’'une monocouche,

e d’autre part, un lipide marqué, le 1-stéraoyl,2-oleoyl,sn-glycéro,3-phosphocholine ou
SOPC, long de 13 A qui va explorer la bicouche et une zone entre bicouches longue
de 6 A.

Les mesures montrent que le coefficient de diffusion de ces deux objets a l'intérieur de
bicouches dont 1'épaisseur h est modulée entre 16 et 40 A est indépendant de h. On
trouve :

e pour le tensioactif en C12, Doy = 8.0+ 0.2 pum?.s7!

e pour le SOPC, Dsopc =5.04£0.2 pum?.s!

Ceci confirme le bon ajustement entre les viscosités de 1'huile et de la bicouche. L’addition
de dodécane ne modifie pas la viscosité de la bicouche.

Variation du coefficient de diffusion d’un peptide avec I’épaisseur h de la mem-
brane

Le peptide est incorporé dans la phase éponge de C12E5 puis on ajoute peu a peu du
dodécane. Le coefficient de diffusion du peptide est alors mesuré. Les variations sont
reportées sur la figure IV.14. Le comportement est identique pour tous les peptides. Le

¢ h (A)
1.5 ] | | | 1
15 20 25 30 35 40 45

Figure IV.14: Variation du coefficient de diffusion de peptides de
taille variable en fonction de I’épaisseur hydrophobe h de la mem-
brane. Les maxima de ces trois courbes sont ajustés par une loi de
variation en 1/h (ligne continue) ou par I’équation IV.4 (ligne en
pointillés).
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coefficient de diffusion augmente jusqu’a atteindre un maximum lorsque la taille d, du
peptide est en adéquation avec I’épaisseur h de la membrane c’est-a-dire dans le cas de
Saffman-Delbriick. A partir de ce point, le coefficient de diffusion diminue. Les courbes
ne sont pas symétriques autour du point h—=d,. Nous les étudierons plus amplement dans
la section IV.5. Nous allons ici nous focaliser sur I’étude des maxima.

Variation du coefficient de diffusion avec h dans le cas du modéle de Saffman

On se place dans le cas développé par Saffman et Delbriick ce qui signifie que ’épaisseur de
la membrane et la taille hydrophobe du peptide sont adaptées. Cette situation correspond
aux maxima de la courbe précédente. Ces trois points sont bien ajustés par le modéle de
Saffman (figure TV.14) en fixant le rayon du cylindre a 5.5 A et la viscosité de la phase
aqueuse a 1.1 1073 Pa.s. Cet ajustement permet de déduire une valeur de la viscosité de
membrane de 0.29 Pa.s.

A
Cependant, si on utilise un ajustement plus simple en —, ’accord avec les résultats est
également bon. On obtient une valeur de A = (8.3 & 0.3) 1072 m®.s71.

IV.4 Influence du rayon de 1’objet

Nous avons ensuite examiné l'influence de la section de I'objet sur sa diffusion. Nous
avons choisi d’étudier des protéines transmembranaires et des peptides.

IV.4.1 Description des objets

Les objets insérés dans la membrane sont les protéines suivantes :

e la protéine OmpA de 11 A de rayon qui nous a été fournie par J-L. Popot (Institut
de Biologie Physique et Chimique, UMR 7099, Paris) et que nous avons marquée
[116].

e la protéine OprM ayant un rayon de 17 A [34].

e la bactériorhodopsine donnée par P. Bassereau (Laboratoire Physico-Chimie Curie,
UMR 168, Paris) qui est assimilable a un cylindre de rayon 20 A [117].

A cette liste, il faut ajouter le peptide Lis. La taille hydrophobe de la membrane est
choisie égale a 21 A. Ce peptide de 5.5 A de rayon nous permet de calibrer la phase. Il est
le cylindre "parfait" auquel nous nous référerons. Son coefficient de diffusion sera noté
Dy. Ce coefficient de diffusion est égal & 3.5 pum?.s~ 1.

La streptavidine est une molécule possédant quatre sites d’accrochage avec la biotine.
Deux sites sont présents sur chaque face de la molécule. La streptavidine peut étre ancrée
a un ou deux peptides appartenant & la méme bicouche. Dans ce dernier cas, on forme

un objet ellipsoidal de rayon équivalent 10.8 A qui se déplace dans la membrane.
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IV.4.2 Loi de variation

Le coefficient de diffusion de ces cinq objets sur les bicouches de la phase C12E5/3-
OG/Solution S2 (Annexe B) est mesuré séparément et comparé sur la figure IV.15. En
comparant le coefficient de diffusion de la streptavidine liée & un peptide a celui du pep-
tide seul, on constate que la partie hydrophile n’a que peu d’influence. La variation du
coefficient, de diffusion est de I'ordre de 3 %, elle est comprise dans les barres d’erreur.
Les variations du coefficient de diffusion avec I’épaisseur h nous ont permis de déduire

Pro;eins Ly, [ S-Ly, [ S-2L,, |[OmpA| OprM | BR

Symbols @] a A L B v
I 1 |
1 - M Normalized Diffusion -

0,8 |-
0,6 |-

04 |-

0,2 -

Radius (A)
o L1 I I !

S 10 15 20 25
Radius [5.5A| 55A | 10.5A | 1A | 14A 18 A

D | D, |0.97D,| 0.51D, |0.45D,[0.34 Dy | 0.26 D,

Reyman|5-5A| 6.7A | 138A | 160 A [ 320A | 520 A

R{ﬂR] 55A| 5.7A | 10.8A |122A [16.2A | 211A

Figure IV.15: Variation du coefficient de diffusion avec le rayon
des protéines et des peptides extrait de [115].

une valeur de viscosité de la membrane d’apres le modéle de Saffman qui est de 0.29 Pa.s
(soit 290 fois la viscosité de I'eau). Grace a cette donnée, on peut calculer le rayon des
objets insérés dans la bicouche a partir de la mesure de leur mobilité. Le coefficient de
diffusion de la streptavidine liée & deux peptides est égal a 0.51 Dq ce qui correspond a
un objet de 138 A alors que le rayon calculé est de 10.8 A . L’inadéquation entre le rayon
estimé par la théorie de Saffman et le rayon des protéines mesuré par cristallographie est
évident pour les trois protéines OmpA, OprM et la bactériorhodopsine (figure IV.15).

En revanche, un ajustement suivant I'inverse du rayon de 1’objet inséré dans la bicouche
donne des valeurs de rayons a partir des données de mobilité trés proches des mesures
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cristallographiques (figure IV.15).
Les études publiées sur le modéle de Saffman-Delbriick peuvent étre comparées a nos

2" D/ D,

Lee etal. (=)

a(A) 4.1 4.0 5.6 6.9 8.0 8.9 9.8
D/Dg 1 0.76 0.85 0.59 0.42 0.43 0.41
\Vaz et al | Lipide | AChR () |Rhodopsine ()| Lipide |SR-ATPase (1)

r(A) 5 30 20 5 15
a(A) 5 30 20 5 30
D 8.8+ 1.3| 24+0.8 3303 14+1 1.8+0.3
D/D, 1 0.27+£0.16 0.37£0.10 1 0.13£0.03

Figure IV.16: Variation du coefficient de diffusion renormalisé par
un objet sonde (peptide ou lipide) en fonction du rayon renormal-
isé des protéines. Les résultats comparés sont ceux obtenus par
Gambin et al. [115] (en bleu), par Vaz et al. [102] (en noir), par
Lee et al. [105] (en vert). On note r le rayon cristallographique
d’un monomeére et a le rayon de 'objet qui diffuse. La variation du
coefficient de diffusion en fonction de l'inverse du rayon est tracée
en rouge. La loi de variation de Saffman est donnée en pointillés,
elle a été calculée avec une épaisseur hydrophobe h de 28 A, une
viscosité de 10~ Pa.s pour la solution aqueuse et de 2.9 Pa.s pour
la membrane. L’ajustement de Lee et al. utilisant la loi de Saffman
est donné en pointillés en bas.

résultats afin de vérifier leur généralisation a des bicouches différentes. Pour cela, il faut
choisir une calibration entre les protéines et un objet de référence. Les caractéristiques de
cet objet sont son rayon ag et son coefficient de diffusion Dy. La nature de I’objet semble
ne pas avoir d’influence au vu de la similitude des résultats de Lee et al. et de Vaz et al.
qui utilisaient respectivement un peptide et un lipide pour calibrer leur phases.

Dans notre étude, nous avons comparé la diffusion de protéines a la diffusion d’un cylindre
modéle de 5.5 A de rayon : le peptide Lis. Son coefficient de diffusion Dy est égal 4 3.5
pm?.s71. Dans les expériences de Lee et al. [105], un lipide est utilisé comme référence.
Son rayon est de 4.0 A .

Pour Vaz et al. [102]|, nous avons choisi comme calibration des différentes membranes
étudiées la diffusion du lipide sonde de ces expériences. Les valeurs des rayons et des coef-
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ficients de diffusion sont données sur la figure IV.16. Ces mesures fournissent des résultats
pour le récepteur de 'acétylcholine, pour I’ATPase du réticulum et pour la rhodopsine.
Les rayons proposés pour ces trois objets par Vaz et al. étaient respectivement de 15, 30
et 20 A . Le résultat pour la rhodopsine est confirmé par les données cristallographiques.
En revanche, pour les deux autres protéines, les valeurs données par la cristallographie
sont différentes. Tout d’abord, en ce qui concerne le récepteur de 1’acétylcholine, nous
avons retenu une valeur de 30 A pour un monomére [118]. Pour '’ATPase du réticulum,
la structure cristallographique donne un rayon de 16 A [119]. Vaz et al. se référent a
un article de Fleisher et al. [120] pour justifier que leur protéine est reconstituée sous la
forme d’oligomére a 4 ou 6 éléments. Cependant une étude plus récente [121] concernant
la reconstitution de ces protéines a l'intérieur de vésicules lipidiques conclut & un état
monomeérique. Remarquons que les lipides utilisés sont différents. Vaz et al. annoncent
un coefficient de diffusion normalisé pour la SR-ATPase de 0.13 £ 0.03 et pour le récep-
teur de l'acétylcholine de 0.27 + 0.16. Si la SR-ATPase était sous forme monomérique
dans les phases qu’ils ont utilisées, cela impliquerait qu’un objet plus grand diffuse avec
un coefficient de diffusion plus grand, ce qui ne semble pas raisonnable. Dans les résultats
qui suivent, nous avons donc conservé la valeur de rayon fourni par Vaz et al..

Les différents coefficients de diffusion sont alignés sur la loi en 1/a (figure IV.16). La

D,/D
O

A U o N ®O

i v o

T + a/a,

I
1 10

Figure IV.17: Variation de linverse du coefficient de diffusion
renormalisé par la valeur de la diffusion pour un lipide ou un pep-
tide en fonction de la taille renormalisée de 'objet. L’ajustement
de ces valeurs par une loi de puissance donne une variation du
coefficient de diffusion en a=%°". Le modeéle de Saffman avec les
paramétres obtenus pour nos valeurs est tracé ainsi que la courbe
de variation de Saffman utilisée par Lee et al.(en pointillés).

comparaison avec le modéle de Saffman-Delbriick est révélatrice : on remarque que les
variations prédites ne sont pas dans ’ordre de grandeur de celles mesurées du moins pour
les objets dont le rayon est inférieur a 30 A .

Si on compare plus précisément I'inverse du coefficient de diffusion renormalisé au rap-
port des rayons de l'objet par rapport a la référence choisie, une échelle logarithmique
permet de trouver la loi de puissance entre ces deux grandeurs (figure IV.17). On obtient
D = aa %97, Si on compare les résultats aux courbes obtenues par le modéle de Saffman
et Delbriick pour nos données ou celles de Lee et al. [105], on constate que le modéle de
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Saffman-Delbriick est éloigné des résultats expérimentaux.
Nous avons proposé une relation heuristique dérivée du modéle de Stokes-Einstein pour
décrire ’évolution du coefficient de diffusion de 'objet avec le rayon dans la membrane et
I’épaisseur hydrophobe :

D— kgT A

 4mpha

(IV.13)

ol A est une longueur qui tient compte de la nature complexe de la bicouche.

IV.4.3 Quelques remarques

Le modéle de Saffman et Delbriick est un modéle hydrodynamique qui ne prend pas en
compte les fluctuations locales de la bicouche ou les inhomogénéités de celle-ci. Les résul-
tats que nous avons obtenus pour des objets dont le rayon varie entre 5 et 30 A, sont en
désaccord avec ce modéle mais sont bien ajustés par la relation IV.13.

Cette relation fait apparaitre une longueur \ par homogénéité qui doit tenir compte de
la nature complexe de la membrane ainsi que des perturbations induites par l'objet dans
cette membrane. Si on reprend les résultats obtenus pour la variation en fonction de

ol a est le rayon des peptides soit 5.5 A.

I’épaisseur h, le facteur A est égal a
Tpa

Le rapport \/u qui s’en déduit est de 1.4 4= 0.6 10~® m*s~!. L’ajustement par la loi
IV.13 des variations de la mobilité en fonction du rayon donne une seconde estimation
de ce rapport A/u. On trouve 1.3 + 0.3 107® m®.s7!. Cependant, comme la viscosité
de la membrane n’est pas connue mais estimée entre 0.1 et 100 Pa.s, la longueur A est
simplement comprise entre 1 et 1000 nm.

Une estimation indépendante de la viscosité de la membrane pourrait lever cette am-
biguité sur la longueur A\. Une expérience a été proposée par Tom Chu pour mesurer pu.
Il reproduit un viscosimétre de Couette plan. Une phase lamellaire est placée entre deux
parois. Les bicouches sont orientées parallélement aux parois. Une force F paralléle con-
stante est appliquée sur la paroi supérieure et on mesure la vitesse Uy de cette paroi. On
mesure ainsi une viscosité effective de la phase qui dépend de la viscosité de la membrane,
de son épaisseur, du nombre de lamelles et de la viscosité de la solution aqueuse
L’application d'une force constante pour cisailler les bicouches est obtenue en inclinant le
montage (figure IV.18).

Joao Gomes en stage de master 2 a commencé ces expériences. Il est parvenu a orien-
ter les bicouches de la phase lamellaire de C12E5/3-OG /solution S2 pour des dilutions
importantes. Cependant la sensibilité du montage ne permet pas de mesurer la viscosité
de la membrane pour ces phases diluées. L’orientation de phases plus concentrées devrait
permettre d’atteindre ce résultat.

IV.5 Implications de la relation inspirée de Stokes-Einstein

Dans le modéle de Saffman-Delbriick, 'objet inséré dans la membrane a la méme taille
hydrophobe que celle de la membrane. Lorsque la protéine insérée est de taille hydrophobe
d, différente, on parle de mésappariement hydrophobe. Ce phénomeéne est trés étudié a la
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Figure IV.18: Description de l’expérience pour la mesure de la
viscosité de la membrane.

fois théoriquement et expérimentalement [122], [123| car certaines protéines ont une activ-
ité qui dépend de I’épaisseur de la membrane dans laquelle elles sont insérées. En outre, la
mise en évidence, a 'intérieur de la cellule, de micro-domaines correspondant a des épais-
seurs différentes de bicouches a permis de proposer des mécanismes de tri & l'intérieur
de la cellule. Les principales méthodes pour étudier ce mésappariement sont des tech-
niques de RMN, de dichroisme circulaire, de résonance électronique de spin, d’absorption
infra-rouge ou des simulations moléculaires [124] [125]. Ces techniques ne fournissent pas
de renseignements sur la taille de la perturbation induite par un objet dont la taille hy-
drophobe n’est pas adaptée a celle de la membrane. Mais elles renseignent sur la géométrie
adoptée par cet objet.

Lorsque le peptide est plus court que ’épaisseur hydrophobe, les modéles existants sug-
gérent que le peptide pince la membrane. On a alors des "boutons pressions" sur la bi-
couche [126] du moins tant que ’énergie nécessaire au pincement est inférieure a I’énergie
du rupture du peptide. En revanche, les propositions sur le comportement quand le pep-
tide est plus long que I’épaisseur hydrophobe h de la bicouche différent. La premiére

Figure IV.19: Hypothéses proposées pour la position d’un peptide
de longueur d, plus grande que I’épaisseur hydrophobe h de la
membrane.

proposition est que la membrane s’adapte a la taille de 'objet (figure IV.19 a). La sec-
onde est que le peptide s’incline en travers de la bicouche (figure IV.19 b). La derniére
propose que le peptide se couche sur la membrane (figure IV.19 ¢). C’est dans le but de
discrimer quelle théorie s’applique que nous avons utilisé les différents peptides L1, Lig,
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L24.

Ces peptides sont des cylindres hydrophobes modéles qui vont étre insérés dans des bi-
couches de tensioactifs d’épaisseur modulable. D’aprés la section précédente, le coefficient
de diffusion proportionnel a 1/a est trés sensible aux variations du rayon a de 1'objet qui
diffuse. Dans le cas d'un objet qui n’est pas adapté a la membrane, ces variations de
mobilité seront donc inversement proportionnelles au rayon de la perturbation induite
par le peptide a l'intérieur de la membrane.

D (um2.s1)
C12E5
h=28 A
@=Ly 19A 0.44 * 0.02 4.8+0.1
Liz | 19A | 0.29£0.02 3.0£0.1
Lig | 28A 0.31 £ 0.02 28+0.1
L,, | 37 A 0.21 £ 0.02 20+01

Figure IV.20: Mesures de coefficient de diffusion pour les peptides
D-I12, L1a, L1g, Log dans les vésicules géantes et dans des bicouches
de C12E5 ayant la méme épaisseur.

IV.5.1 Coefficient de diffusion dans des vésicules de SOPC

On mesure le coefficient de diffusion de ces quatre peptides dans des vésicules géantes de
SOPC (figure IV.20). Les bicouches de SOPC ont une épaisseur hydrophobe h = 28 A.
Le peptide Lig est donc le seul qui ait une taille adaptée a la membrane. Les deux autres
peptides Lo et Loy sont mal adaptés a cette épaisseur ; leur mésappariement est de 9
A. L’un est plus court, I'autre plus long de 9 A. Le coefficient de diffusion de Loy est
inférieur de 30 % a celui du Lig tandis que la valeur obtenue pour Ly est trés proche de
celle de Lig. On constate que le peptide )-Lis qui posséde une seule téte polaire a un
coefficient de diffusion plus important que celui de Li,. Le peptide Li, est bien toujours
transmembranaire. Pour la méme valeur absolue de mésappariement hydrophobe, les
peptides L, et Loy n’ont pas le méme coefficient de diffusion. Les phénoménes mis en jeu
sont différents selon le signe du mésappariement.

Les résultats obtenus pour ces mémes peptides insérés dans une bicouche de tensioactif
C12E5 d’épaisseur hydrophobe h=28 A égale a celle du SOPC présentent les mémes
variations bien que les valeurs des coefficients de diffusion soient plus grandes. Dans cette
phase aussi, le comportement selon le signe du mésappariement n’est pas symétrique.
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IV.5.2 Mesures de coeflicient de diffusion dans une phase éponge

Pour étudier 'effet du mésappariement hydrophobe, il faut avoir accés a une bicouche dont
I’épaisseur soit modifiable. Les bicouches de lipides étant difficilement modulables, il faut
recourir & un changement de lipides pour atteindre cet effet. Au contraire la phase éponge
de C12E5/3-OG /solution S2 (Annexe B) présente une versatilité intéressante puisque, par
addition de dodécane, on parvient a augmenter ’épaisseur de la membrane sans changer
sa viscosité (section IV.3.2). Comme les résultats en GUV et en phase éponge présentent
les mémes variations, nous avons basculé vers cette phase afin de mesurer le coefficient de
diffusion des peptides selon la valeur de h.

La figure IV.14 résume les résultats obtenus. A mesure que ’épaisseur de la membrane
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Figure 1V.21: Variation des coefficients de diffusion pour Lio et
(O-Lyo en fonction de I’épaisseur hydrophobe h de la membrane.
L’évolution est la méme pour les deux peptides tant que h est in-
férieure a 22 A. Au-dela, les coefficients de diffusion du peptide
privé d’une téte polaire continuent d’augmenter jusqu’a h=28 A
alors que celui de 115 diminue. Pour des épaisseurs h supérieures
a 30 A, la mobilité du peptide Ly connait une augmentation im-
portante. Le peptide perd son caractére transmembranaire.

augmente, on observe une augmentation de la mobilité. Puis quand des épaisseurs de
22, 29 et 36 A sont atteintes, les coefficients de diffusion de Lis, Lig, Loy diminuent. La
position de ces maxima doit étre reliée a la longueur d, de chacun des peptides qui est de
19, 28 et 37 A respectivement. La position du maximum de L, est décalée par rapport
a sa longueur (22 A figure IV.20) mais la flexibilité de la position de la téte polaire de
lysine mise en évidence par Killian [127] peut expliquer ce phénoméne qui sera d’autant
plus visible que la longueur de la chaine sera courte.

Au-dela de ces positions, la diminution du coefficient de diffusion pour les trois peptides
s’aligne sur une variation en 1/h (figure IV.14). Cette loi de variation indique donc que
pour un mésappariement positif, on a un objet diffusant dont le rayon est toujours celui
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du peptide droit. Pour expliquer ceci, on a recours a diverses hypothéses. La premiére est
que I'hélice o se détend et s’ajuste a la membrane. Cependant, quand on utilise un peptide
marqué par une biotine et qu’on ajoute de la streptavidine, celle-ci ne s’ancre plus. La
biotine présente au niveau de la téte polaire n’est pas accessible. Cette conclusion renforce
I'image d’une pression exercée sur la membrane par le peptide. Une seconde hypothése est
que la perturbation a une amplitude trop faible ou que les tensioactifs qui appartiennent
a I'anneau autour du peptide sont constamment échangés avec le reste de la membrane.
Cette diminution est, de plus, la signature d’un comportement transmembranaire. En
effet, si les résultats pour Liy sont comparés a ceux obtenus pour son analogue non
transmembranaire (le peptide @-Lj5), on observe (figure IV.21) que ce peptide, privé
d’une téte polaire, voit son coefficient de diffusion suivre les mémes variations que L
pour h < d,. Il atteint un plateau quand Dépaisseur de la membrane atteint 28 A.
Pour cette épaisseur, la queue hydrophobe n’est plus en contact avec la seconde bicouche
de tensioactif. Le peptide explore une bicouche et 8 A de la couche intermédiaire de
dodécane. Pour une épaisseur h de 30 A (d, de Ly plus 10 A), on observe un saut de la
valeur du coefficient de diffusion de L;,. La mobilité du peptide passe de 2.5 4 5 um?.s7!,
valeur identique a celle mesurée pour le peptide ¥-Lq,. Cette brusque augmentation
indique que le second accrochage a la membrane a été rompu. Les peptides ne sont plus
transmembranaires.

Le comportement pour un mésappariement négatif n’est pas symétrique. A partir de
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Figure 1V.22: Variation du rayon hydrophobe en fonction de més-

appariement relatif pour les trois peptides. Les points correspon-
dants a Lio (e), a L1g (O) et a Loy (#) suivent la méme évolution.

la loi IV.4 et de la détermination du rapport — grace aux maxima de la courbe, on peut

calculer un rayon de perturbation (R,) correspondant au coefficient de diffusion mesuré.
La figure IV.22 montre I’évolution de ce dernier en fonction du mésappariement relatif.
Les points expérimentaux correspondants a tous les peptides transmembranaires sont
alignés sur une méme courbe maitresse. Ces variations indiquent ainsi un phénomeéne
continu. L’hypothése selon laquelle le peptide serait couché sur la membrane est a écarter
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car on aurait alors une valeur constante puis un saut pour h = d, quand le peptide se
redresse pour devenir transmembranaire. Si la membrane s’adaptait a la taille de peptide
inséré droit, le comportement serait symétrique de part et d’autre de la position h = d,
ce qui n’est pas le cas. L’hypothése a vérifier est donc celle qui suppose que le peptide est
penché.

Son angle d’inclinaison # peut étre déduit de la valeur du rayon de perturbation. En effet,
'aire projetée du peptide faisant un angle 0 est (figure IV.23) :

S = wR2 = ma® cos(f) + 2ha tan(f) (IV.14)

ol a le rayon du peptide et h la taille hydrophobe de la membrane.
L’angle d’inclinaison dépend donc du mésappariement relatif. Si on compare nos résul-
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Figure 1V.23: a) Schéma de la projection du peptide incliné de 6
selon le plan de la membrane. b) Evolution de I'angle d’inclinaison
pour les mesures faites avec les trois peptides transmembranaires,
le triangle gris indique les résultats donnés par FTIR sur le peptide
Loy dans une membrane de SOPC. Ces résultats sont comparés

avec un simple modéle géométrique qui donne cos(f) = di

tats avec ce simple modéle géométrique, on remarque qu’ils s’alignent sur cette courbe
pour de grandes valeurs d’inclinaison (figure 1V.23). En effet, le modéle géométrique nég-
lige le rayon du peptide par rapport a la taille hydrophobe A de la membrane. Ceci est
d’autant plus vrai que le mésappariement est important.

Le peptide Loy est inséré dans une bicouche de SOPC et étudié par absorption infra-rouge.
Les résultats obtenus par F. Hommlé (Structure et fonction des membranes biologiques-
Université Libre de Bruxelles-Belgique) conduisent & un angle de 18° trés proche de la
valeur obtenue par notre méthode de mesure du rayon de perturbation qui était de 19°.

IV.5.3 Bilan

Nos résultats expérimentaux montrent que la mesure de la mobilité des objets pouvait
renseigner de maniére trés précise sur leur configuration. La mesure de coefficient de
diffusion apporte alors des informations sur la structure des objets qui diffusent dans une
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membrane.

Ce chapitre sur la confrontation expérimentale du modéle de Saffman-Delbriick a per-
mis de conclure que :

e le coefficient de diffusion est inversement proportionnel & 1’épaisseur hydrophobe h
de la membrane.

e le coefficient de diffusion est inversement proportionnel au rayon de I'objet diffusant
pour des objets dont le rayon est inférieur a 30 A.

Nous avons proposé une expression du coefficient de diffusion qui prend en compte ces
conclusions :

D— kgT\
dmtpha

(IV.15)

Cette relation autorise, a partir des mesures de coefficient de diffusion, la déduction de
I’état d’oligomérisation d’une protéine ou la mise en évidence des interactions lipides-
protéines ou protéines-protéines. Cette relation nous a permis d’étudier le mésappariement
hydrophobe d’un peptide dans une bicouche de C12E5. Les chapitres suivants vont utiliser
cette loi de variation du coefficient de diffusion afin de mettre en évidence des interactions
protéines-protéines.
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Chapitre V

Interactions protéines-protéines

Nous avons & notre disposition une phase éponge stable en température et en dilu-
tion dans laquelle les protéines membranaires s’insérent sans difficulté. Cette phase est
modulable sur une gamme de distances entre bicouches (dy, entre 50 et 350 A) qui enca-
drent la taille supposée du périplasme. Nous avons démontré que la mesure du coefficient
de diffusion est un outil sensible aux variations de rayons des objets donc a leur état
d’oligomérisation ou a leurs interactions. Dans ce chapitre, nous allons étudier comment
notre systéme permet de détecter des interactions entre objets ancrés dans une membrane
a partir de deux exemples : d’une part, I'interaction modéle streptavidine-biotine qui
est une interaction forte et d’autre part, des interactions entre les différents composants
de la pompe a efflux MexA-B/OprM. La détection d’interactions entre protéines sol-
ubles est maitrisée (ultracentrifugation analytique ou détection sur colonne gel-filtration).
L’originalité de notre étude est qu’elle s’intéresse a des interactions entre protéines mem-
branaires qui sont difficiles a caractériser par d’autres moyens (la présence de détergent
complique souvent l'interprétation). Nous verrons dans ce chapitre comment les mesures
de recouvrement de fluorescence permettent :

e la détection de la formation d’'un complexe avec une grande sensibilité,

e la détermination de la configuration adoptée par le complexe,
e la steechiométrie des différents éléments mis en jeu lors de I'assemblage,

e la dépendance de ces données avec le pH.

V.1 Principe

Des protéines sont insérées dans une membrane fluide d’une phase éponge. La variation
de leur coefficient de diffusion en fonction de la séparation entre les bicouches dy, est
mesurée séparément pour chacune des protéines. Que nous apprennent ces mesures de
coefficient de diffusion 7 Tout d’abord, leurs valeurs permettent de savoir si la protéine
étudiée diffuse en volume ou sur la membrane. En effet, dans la phase L3, les protéines
membranaires ont un coefficient de diffusion entre 0.1 et 5 yum?s~! alors que des objets
solubles ont des coefficients de diffusion un ordre de grandeur supérieur : entre 20 et
80 um2.s7t. Ce facteur entre les deux termes est aussi obtenu dans le cadre de la diffusion
sur des vésicules [128| ou des membranes biologiques [129] [130]. Ceci est da a I'importance
de la viscosité de la membrane par rapport a celle du fluide environnant.

De plus, les variations du coefficient de diffusion avec la fraction volumique de membrane
¢ renseignent sur le caractére membranaire ou non des molécules. En effet, si un objet
diffuse dans la phase aqueuse entre les bicouches, toute diminution de la distance dy,
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entre les bicouches va conduire & une diminution de l’espace libre de diffusion. Cette
décroissance est proportionnelle & ¢ : D = Dy(1 — b¢). Ces résultats ont été démontrés
par Andersen et Wennerstrom [131] et vérifies par A. Maldonado et al. [132]. Si la
protéine diffuse sur la bicouche, la diminution de la taille caractéristique va augmenter
les interactions hydrodynamiques entre I'objet et la bicouche voisine donc diminuer son
coefficient de diffusion par un facteur proportionnel & ¢* [131] : D = Do(1 — bo?).

Nous avons vu au chapitre IV que le coefficient de diffusion d’un objet membranaire est
inversement proportionnel a son rayon a |115] :

D— kgT\
A pha

(V.1)

La mesure de "a" donne le degré d’oligomérisation de la protéine.
Une fois la protéine caractérisée, on la fait réagir avec son partenaire supposé. Une des
deux protéines est marquée : la protéine ayant le coefficient de diffusion le plus important
(c’est-a-dire la protéine la plus petite ou la protéine soluble) car elle est la plus sensible
aux accrochages. En effet, si cette protéine est soluble et s’ancre a une seconde protéine
membranaire, son coefficient de diffusion va fortement varier. De méme, si la protéine
s’accroche a une seconde ayant un rayon plus important, les variations relatives en taille
du nouvel objet sont maximales. La variation du coefficient de diffusion sera plus facile-
ment décelable.
Dans le cas ot une protéine soluble et une membranaire réagissent. Quelle que soit la dis-
tance entre les lamelles, la protéine soluble va pouvoir s’ancrer a la protéine membranaire
et son coefficient de diffusion va diminuer.

Si on envisage maintenant un accrochage entre deux objets membranaires, cette liaison

] I | >

| | |
dy< hy+h, d,= h, +h, d,> h, +h,

Figure V.1: Schéma de principe de la détection d’interaction par
mesure du coefficient de diffusion selon la géométrie de l'interaction

peut intervenir :

e soit entre des protéines appartenant a la méme bicouche. On parlera alors d’interaction
latérale comme indiquée sur la figure V.1 entre les protéines A et B,
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e soit entre des protéines appartenant a des lamelles voisines. On parlera dans cette
situation d’interaction frontale (figure V.1 entre les protéines A et C).

Dans le premier cas, l'interaction aura lieu pour toute distance dyy.

Dans la situation ou le lien est frontal, la liaison n’interviendra que pour des distances dy,
particuliéres entre bicouches voisines. Cette taille permettra de déduire la distance entre
sites d’interaction. Toutefois, selon la valeur de I’énergie de liaison et selon la valeur de la
rigidité de la bicouche, on pourra avoir une adaptation de celle-ci pour que I’accrochage
ait lieu pour des distances légérement différentes de la distance d’interaction. Dans cette
hypothése, le coefficient de diffusion de la protéine étudiée ne sera modifié par rapport a
la mesure faite pour la protéine seule que pour des valeurs de dy encadrant la distance
d’interaction.

Nous pouvons détecter par la mesure de coefficient de diffusion des interactions entre
protéines. De plus, la possibilité de controler la distance d’approche entre protéines au-
torise la détermination de la configuration de ’'interaction et de sa distance caractéristique
d’accrochage.

V.2 Détection d’une interaction forte par la méthode
de recouvrement de fluorescence

Afin de valider notre méthode, nous nous sommes intéressés a un lien fort entre deux pro-
téines : la streptavidine et la biotine. Cette liaison est bien caractérisée et sert d’attache
au niveau moléculaire [134].

V.2.1 Description d’un lien modéle : Streptavidine-biotine

La streptavidine est une protéine tétramérique. Sa structure a été résolue [135] |136]
[137]. Elle posséde un plan de symétrie et s’inscrit dans une ellipsoide de dimensions
50 x 54 x 48 A. Deux poches d’interaction avec la biotine sont présentes de chaque coté
de la protéine (figure V.2). Elles sont séparées par une distance de 4-5 nm. Deux poches
diamétralement opposées (B; et Bs sur la figure V.2 par exemple) sont distantes de 75 A.
Le panorama énergétique de cette liaison a fait 'objet de nombreuses études : des mesures
de microscope a force atomique [138] [139], des mesures dynamiques de force par la tech-
nique du Biomembrane Force Probe ou BFP [140] [141], des pinces optiques [142| ou de
la chambre a flux [143|. Les résultats [141] ont montré que le lien streptavidine-biotine
possédait plusieurs paliers énergétiques correspondants aux énergies suivantes : 32, 26 et
37 kgT.

La streptavidine que nous avons utilisée est une protéine fluorescente marquée par un
groupement FITC (Uptima Interchim-Montlugon). Son coefficient de diffusion dans la
solution S2 (solution aqueuse des phases éponge - voir annexe B) est de 73 + 5 ym?.s71.
Cette valeur correspond a un rayon hydrodynamique de 26 + 2 A en accord avec les dimen-
sions de la streptavidine. Dans la phase éponge (figure V.3), son coefficient de diffusion
diminue avec dy et il est de 50 = 2 pum?.s~! pour une fraction volumique de membrane
de 0.1 correspondant & une distance entre bicouche de 120 A. Lorsque ¢ augmente de 0.1
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Figure V.2: Structure en ruban de la streptavidine ancrée a deux
biotines (en blanc). Les groupements biotines sont liés a des poches
d’interaction diamétralement opposées. Les quatre poches sont
indiquées par des fleches. Les dimensions sont rappelées.
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Figure V.3: Evolution du coefficient de diffusion de la streptavi-
dine en fonction de ¢. Le coefficient de diffusion reste constant
quand ¢ > 0.25, les tailles dy, correspondantes sont de l'ordre des
dimensions de la streptavidine. Pour ¢ < 0.25, D=Dy(1-b¢) avec
Do=(82 + 4) um?.s7! et b=(3.4 + 0.2) (trait continu).

a 0.25, la valeur du coefficient de diffusion varie linéairement avec ¢. Nous vérifions ainsi
que la streptavidine diffuse en volume a l'intérieur de la solution. Pour des phases plus
riches en lamelles ¢ > 0.25, le coefficient de diffusion reste constant. Ces valeurs de frac-
tion volumique de membranes correspondent a des séparations entre bicouches dy, < 80 A
ce qui est la plus grande dimension de la streptavidine. Celle-ci diffuse plus difficilement
car elle peut frotter sur les bicouches.

De plus, quand on place la streptavidine dans une phase éponge, on remarque qu’un sec-
ond coefficient de diffusion intervient. Il est de 2.8 umZ2.s~! pour dy = 120 A. Ce second
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temps de diffusion est lié¢ a ’accrochage transitoire de la streptavidine a la membrane. Il
faudra en tenir compte dans les expériences que nous allons réaliser.

La biotine est un petit groupement qui peut facilement étre associé a des molécules. Nous
avons travaillé avec des biotines fixées sur des peptides transmembranaires. Dans nos
expériences, la biotine diffuse donc en surface et son coefficient de diffusion est égal a
3.2 pm?.s7! cest le coefficient de diffusion du peptide (Section 1V.3.2).

V.2.2 Comportement en fonction de la concentration : mise en
évidence d’une liaison latérale

La streptavidine diffuse entre les bicouches. Seule une faible fraction est liée transitoire-
ment a la surface. La biotine est liée a un peptide transmembranaire. La streptavidine
fluorescente est la protéine dont nous mesurons le coefficient de diffusion. Tout ancrage
avec la biotine se solde par une diminution du coefficient de diffusion.
On introduit la streptavidine dans une phase éponge pour laquelle la taille caractéristique
dy = 120 A (supérieure a la plus grande dimension de la streptavidine). Nous allons
décrire les variations du coefficient de diffusion de la streptavidine en fonction du rapport
molaire r entre les quantités initiales de biotine et de streptavidine : r = np,/ng,.

Dés que la biotine est introduite, les courbes de recouvrement de fluorescence sont des
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Figure V.4: Courbes de recouvrement de fluorescence obtenues
pour différents rapports r. La courbe en rouge est la courbe
obtenue pour r=0.1, la courbe en orange pour r=0.25, la courbe en
vert pour r=1.5 et la courbe en bleu pour r=2. La courbe rouge
est bien ajustée par une double exponentielle. Cet ajustement per-
met de déduire Ips et I g, les intensités de chaque fraction. Les
courbes orange et verte sont ajustées par une triple exponentielle.
On en déduit les valeurs des intensités des différentes composantes
Ins, Lis et Ios. La courbe bleue est bien ajustée par une sim-
ple exponentielle. (Signaux non moyennés obtenus aprés un seul
photoblanchiment).

doubles exponentielles (figure V.4). On met en évidence deux fractions :
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e la premicre a un coefficient de diffusion Dog = 50 um?s™! (elle correspond a la
streptavidine libre),

e laseconde Dig=3.2 um?.s~! (identique au coefficient de diffusion du peptide). Cette
population correspond a la streptavidine ancrée a un peptide.

Quand r est supérieur a 0.1, on voit apparaitre une troisiéme composante dans le signal
de recouvrement (figure V.4 courbes orange et verte). Le coefficient de diffusion associé
est de Dog — 1.5 um?.s™!. La fraction possédant ce coefficient de diffusion augmente avec
la fraction molaire r. Ces courbes sont donc ajustées par une triple exponentielle comme
le montre la figure V.5. Au-delad d’une valeur de r égale a 2, les figures de recouvrement
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Figure V.5: Courbes de recouvrement de fluorescence obtenues
pour r=1.5. L’ajustement est réalisé avec une exponentielle triple
soit I(t) = Ipg e /708 + Iig e /™15 | Lg e ¥/725_ On en déduit
les valeurs des intensités des différentes composantes Ipg, I1g et
Ls.

de fluorescence sont des exponentielles simples (figure V.4) et la mobilité associée est Dog.
Deux poches d’interaction sont présentes sur chaque coté de la streptavidine. Dog corre-
spond a la diffusion d’une streptavidine liée a deux peptides situés dans la méme mem-
brane. En effet la séparation dy, entre les bicouches n’autorise pas une liaison avec des
biotines ancrées dans des membranes opposées.

En conclusion, la variation de la fraction molaire r entre streptavidine et biotine a
permis de mettre en évidence une interaction latérale entre la streptavidine liée a 1 pep-
tide et un peptide biotiné. Nous verrons dans la section V.5.2 que le suivi quantitatif des
intensités des différentes composantes du signal renseigne a la fois sur le nombre de sites
d’accrochage mais aussi sur les constantes d’association du systéme.

V.2.3 Comportement en fonction de la distance d’approche : mise
en évidence d’une liaison frontale

La streptavidine posséde deux poches sur chacune de ses faces. De cette facon une strep-

tavidine ancrée via deux biotines a une membrane (complexe S-(BLis)s) posséde deux

poches libres sur la face en regard de la membrane voisine. Elle peut interagir avec un
(ou plusieurs) peptide biotiné présent sur une lamelle voisine. En modifiant la distance
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dw , nous allons pouvoir tester ce lien.
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Figure V.6: Variations des coefficients de diffusion d’un peptide
Lis (A) et d’une streptavidine (HB) dans une phase éponge con-
tenant des peptides biotinés en large excés. On observe deux types
d’interactions : pour dy > 80 A, une interaction latérale entre
deux peptides d’une méme bicouche médiée par une streptavidine.
Cet accrochage se produit pour toute valeur de dyy entre 80 et 120
A. Pour dy < 80 A, on observe une liaison entre deux peptides
appartenant a deux bicouches voisines.

La streptavidine est insérée dans une phase éponge dont la dy, varie entre 50 et 125 A.
Une quantité de peptides biotinés en large excés (r=10) est présente dans la membrane.
Quand la séparation entre bicouches est supérieure a 83 A, on retrouve le coefficient Dog
(figure V.6). Cependant quand dyy est inférieure a 78 A, le coefficient de diffusion diminue
et est égal & 0.05 um?2.s~!. Cette valeur correspond a la diffusion de la streptavidine liée
a deux peptides au moins qui appartiennent a des bicouches opposées. On peut ainsi
détecter une interaction frontale entre S-(BLjs)s et un peptide biotiné présent sur une
bicouche voisine. La distance a laquelle la transition a lieu (78 + 5 A) est proche de la
distance maximale entre deux poches d’interaction (75 A). La méthode renseigne donc
sur la distance d’interaction avec précision.

L’étude du lien streptavidine-biotine & l'intérieur de systémes de bicouches modéle
montre que la détection d’un lien fort est possible. Cette méthode permet de tester a la
fois des interactions frontales et latérales et renseigne sur la géométrie de 'interaction.
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V.3 Mise en évidence d’interactions entre composants
d’une pompe a efflux : MexA et OprM

La partie précédente valide notre technique pour des interactions fortes. Nous montrerons
que cette méthode permet aussi de détecter la liaison entre la protéine périplasmique
MexA et la protéine de la membrane externe OprM appartenant & la pompe a efflux
MexA-B/OprM. Jusqu’alors, aucune liaison entre ces deux éléments n’a été clairement
identifiée. Des études réalisées a partir des structures cristallographiques de MexA et de
’homologue de OprM chez Escherichia coli TolC [43] prédisent toutefois une telle liaison.

V.3.1 Caractérisation des deux protéines MexA et OprM

La premiére phase de ce travail a été consacrée a la détermination des coefficients de
diffusion des deux protéines MexA et OprM a l'intérieur de la phase éponge.
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Figure V.7: Variations des coefficients de diffusion des protéines
MexA (A) et OprM () en fonction de la fraction volumique de
membrane ¢. Chacune des protéines est introduite seule dans la
phase. Les résultats obtenus sont bien ajustés par une loi de vari-
ation en D=Dy(1-b¢?) [131] (traits pleins). Pour MexA, Do s =
(4.13 £ 0.02) pm?.s71 et b = 8.7 4 0.3. Pour OprM, Dy py = (1.4
+ 0.1) um?.s7! et b = 10 + 1. Les variations des coefficients de
diffusion de MexA sont comparées a celles d’un tensioactif avec
16 atomes de carbone (). Ces deux objets ont le méme type
d’accrochage a la membrane.

La protéine OprM

Les variations de coefficient de diffusion de OprM avec ¢ sont compatibles avec une loi de
la forme : Doprar=Do s (1-b¢?) avec Dy = (1.4 & 0.1) um?.s™! (figure V.7) car OprM est
une protéine membranaire qui diffuse dans la membrane. Toutefois pour des valeurs de ¢
supérieures a 0.12 (c’est-a-dire des tailles dy inférieures a 110 A), I’ajustement n’est plus
valable, le coefficient mesuré est plus faible. La protéine OprM a une taille hydrophile de
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100 A. Pour de telles valeurs de dyy, elle frotte sur la membrane opposée ce qui provoque
un ralentissement important.

OprM a une tendance a former des ponts entre bicouches comme 1’ont montré des struc-
tures cristallographiques a deux dimensions [47]. Pour dy > 320 A soit ¢ < 0.04, ces
interactions ne peuvent pas avoir lieu. Le coefficient de diffusion mesuré pour OprM
(1.4 pm?.s™1) est celui d’une protéine sans interaction (figure V.7). La diffusion dans la
phase a été calibrée par I'utilisation de peptides de rayons connus (dans I’équation V.1,
A p =13 =+ 0.3 10~% m*s~").Nous obtenons un rayon membranaire de 18 + 2 A pour
OprM [115] ce qui est en bon accord avec les données cristallographiques [34]. On ne
reléve pas d’interaction frontale entre les protéines OprM. Ceci est di au fait que les
concentrations utilisées sont trés faibles : de ordre de 10712 &4 1072 mol.dm 2.

La protéine MexA

La protéine MexA sous sa forme native posséde un segment hydrophobe supposé créer un
ancrage a la membrane. Toutefois cet accrochage n’a pas encore été démontré.

La loi : Dyseza=Do a(1-b¢?) permet d’ajuster nos résultats (figure V.7). Dg 4 est égal a
(4.13 £ 0.02) um?s~! et b = 8.7 £ 0.3. Toutefois un ajustement linéaire pourrait étre
satisfaisant pour nos données. Cependant pour les protéines MexA et OprM, la valeur de
b pour 'ajustement quadratique est proche. b est un paramétre qui dépend de la topolo-
gie de la phase. Or les deux protéines diffusent sur la méme bicouche donc le paramétre
b doit étre identique. Ceci semble indiquer que cette protéine est ancrée a la membrane.
Si on compare son coefficient de diffusion a celui d’un tensioactif avec une chaine carbonée
de 16 atomes de carbone, on constate que les variations pour ces deux objets sont iden-
tiques (figure V.7). L’accrochage de MexA a la membrane est supposé mettre en jeu la
modification palmityl d’une cystéine libre. Or un acide palmityl est un groupement car-
boné possédant 16 atomes de carbone. Ces résultats renforcent donc I’hypothése avancée
d’un ancrage de MexA & la membrane par une chaine palmityl.

De plus, nous avons étudié dans les mémes phases le coefficient de diffusion d’'un mutant
de MexA : la protéine nommée MexA 4, qui ne comporte pas de cystéine libre et ne
peut donc subir cette modification de sa structure en acide gras. Le coefficient de diffu-
sion de cette protéine dans nos phases est de 25 pum?.s~!. Il varie linéairement avec .
Par conséquent, une nouvelle preuve s’ajoute en faveur de I’hypothése d'un accrochage
membranaire de MexA via une palmitylation.

V.3.2 Mise en évidence d’interactions entre MexA et OprM
Interactions en volume

Tout d’abord, nous avons testé ces interactions en solution. Les deux protéines MexA et
OprM sont solubilisées dans du 5-OG. Nous pouvons les faire réagir par simple mélange.
On mesure alors les changements éventuels du coefficient de diffusion de MexA.

Dans la solution de solubilisation des protéines (Solution S1-Annexe B), le coefficient de
diffusion de MexA est Dyjepa — 45.5 &£ 0.6 pm2s~t. Il correspond & un objet de 42.4 &+
0.5 A de rayon hydrodynamique. La protéine MexA s’inscrit dans une ellipse de 85 A de
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Objet MexA OprM | MexA /OprM | MexA /OprM | MexA /OprM
Concentration (uM) 0.8 17 0.8/4 0.8/8 0.8/20
D (,qu.s_l) 46+0.6 | 324+0.4 39+£1 36 £1 34+1

Tableau V.1: Mesure des coefficients de diffusion de protéines
MexA seule et en présence de OprM (pour les échantillons notés
MexA,/OprM) en solution.

long et de largeur 30 A. Selon le facteur de Perrin [133], le rayon hydrodynamique d’une
ellipsoide prolate de demi-axes a et b s’écrit :

- atar;h(f) (%)1/3<2>2/3 (V.2)

ou

V(a/b) —1

a/b

et V est le volume de Pellipsoide. Le rayon hydrodynamique de MexA est de 35 A. Cette
valeur est inférieure a celle que nous avons trouvée. Toutefois, nous n’avons pas tenu
compte de la présence du détergent lié au palmityl dans ces calculs. Celui-ci va aug-
menter la taille de la protéine (une valeur de 10 A semble raisonnable).

Le coefficient de diffusion de OprM dans cette méme solution est de 31.9 +0.4um?.s~ 1.
Le rayon hydrodynamique qui s’en déduit est alors de 51.1 A. OprM est une ellipsoide
longue de 130 A (30 A de partie hydrophobe et 100 A de partie hydrophile), et de rayon
maximal 34 A. Le rayon hydrodynamique de cet objet est selon les formules V.2 de 45 A.
La contribution du 8-OG peut la encore expliquer cette différence. Nous avons en solution
des objets isolés qui ne présentent aucune agrégation.

£ =

Dans une seconde série d’expériences, on mélange les deux protéines : MexA fluo-
rescente et OprM non marquée. Dans les échantillons, la concentration de MexA est de
0.8 uM et celle de OprM varie entre 4 et 20 uM. Le coefficient de diffusion de MexA est
relevé apres une heure de réaction. En deca de ce temps, les changements de coefficient de
diffusion ne sont pas identifiables car ils sont compris dans les barres d’erreur de mesure.

L’addition de OprM dans la solution diminue le coefficient de diffusion de MexA en
solution. Le coefficient de diffusion de MexA passe de 46 ym%.s~! & 34 ym?.s7! (table
V.1), c’est-a-dire une valeur proche de celle de OprM. On ne reléve pas ici la présence de
deux temps distincts de diffusion car les valeurs des coefficients de diffusion de MexA et
de OprM en solution sont trop proches pour étre distingués. De plus, la diminution est
faible. Or, OprM est introduite en solution a une concentration 25 fois supérieure a celle
de la protéine périplasmique. Deux raisons peuvent expliquer que cet accrochage soit si
peu important : d’une part, le détergent pourrait empécher les rencontres entre les deux
protéines ; d’autre part, I’accrochage peut étre transitoire.

Ainsi, nous avons mis en évidence une interaction en solution entre les deux protéines
MexA et OprM méme si cet accrochage semble peu important. Cependant ces mesures
ne permettent pas de conclure sur I’orientation du lien entre les deux protéines ni sur la
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stoechiométrie dans cet assemblage. Nous avons donc opté pour une insertion dans une
phase de bicouches qui permet d’étudier 'interaction entre une protéine de la membrane
externe (OprM) et cytoplasmique (MexA) reproduisant ainsi dans un systéme simplifié,
la situation biologique.

Interactions dans une phase éponge

MexA est introduite dans une phase éponge contenant un large excés de protéines OprM
non fluorescentes. La quantité de protéines MexA introduites dans un échantillon est de
1 pmol, celle en protéines OprM est de 10 pmol. La séparation entre les bicouches est
modifiée pour chacun des échantillons. La gamme de variation choisie s’étend de 150 A a
320 A . Pour de telles valeurs, OprM ne frotte pas sur la bicouche adjacente. Elle ne va
donc pas créer de ponts entre membranes qui pourrait ralentir la diffusion de MexA. Les
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Figure V.8: Mesure des mobilités de la protéine MexA dans une
phase contenant la protéine OprM en excés (¢). Ces résultats sont
comparés a ceux précédemment obtenus pour les protéines MexA
(A) et OprM (M) chacune diffusant seules dans cette méme phase.

résultats (figure V.8) révélent trois parties distinctes selon la valeur de dyy :

a- pour des séparations entre bicouches supérieures a 220 A, la mobilité de la protéine
MexA est inchangée par rapport aux résultats de la figure V.7. Or pour de telles
valeurs de dyy, les protéines MexA et OprM peuvent seulement interagir de maniére
latérale car la distance entre bicouches est supérieure a la somme des tailles hy-
drophiles de nos deux objets. Aucune interaction latérale n’est observée entre ces
deux protéines.

b- pour dy ~ 200 A qui est la valeur supposée de I'épaisseur du périplasme, le coef-
ficient de diffusion moyen de MexA chute brutalement de 4.2 a 1.3 ym?.s~'. Tl
atteint la valeur du coefficient de diffusion mesurée lorsque la protéine OprM diffuse
seule dans une phase 3. Cette chute de mobilité ne peut pas étre attribuée a la
présence d’agrégats car les concentrations utilisées sont trés faibles et les résultats
obtenus ne dépendent pas de la concentration mais de la taille caractéristique de
la phase éponge. Par conséquent cette soudaine décroissance est la signature d’une
interaction entre les protéines MexA et OprM ancrées a des bicouches opposées.
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c- pour des distances interlamellaires inférieures a 180 A . aucune interaction n’est dé-
tectée entre MexA et OprM.

1200 -
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Figure V.9: Courbes de recouvrement de fluorescence pour la pro-
téine MexA seule (courbe verte) ou en présence de OprM (courbe
bleue) dans une phase avec un dy, de 202 A. On ajuste cette
derniére courbe avec une simple exponentielle (en noir) ou une
double exponentielle (en rouge). L’ajustement par une simple ex-
ponentielle permet de donner un coefficient de diffusion moyen de
1.3 pm?.s~!. L’ajustement par une double exponentielle donne
toutefois un meilleur accord avec les résultats. Il conduit a deux

coefficients de diffusion distincts : 4.1 um?.s~1 et 0.6 pm?.s~ .

La distance entre les membranes qui permet un accrochage est de 202 4 10 A. La distance
obtenue est égale & la somme des tailles hydrophiles des deux protéines puisque MexA
sous sa forme repliée est longue de 85 A (110 A pour sa configuration la plus étendue)
et OprM posséde un domaine hydrophile de 100 A . Les deux protéines semblent donc
interagir au niveau de leurs extrémités hydrophiles.

Pour une distance dy de 200 A, les courbes de recouvrement de fluorescence peuvent
étre ajustées par des doubles exponentielles (voir figure V.9). Une composante notée
composante A correspond a la protéine MexA libre avec un coeflicient de diffusion de 4.1
pm?.s~t et Pautre indicée AM a la protéine MexA formant un complexe avec OprM avec
une mobilité égale a4 0.6 um?.s~ 1. L’intensité relative de ces deux fractions est relevée selon
la taille dy (figure V.10). On constate que la distribution est trés piquée autour de 201
A. Malgré la légére asymétrie de la courbe (pour dy <202 A, on note un faible accrochage
pour des séparations entre bicouches de 190 et 195 A alors qu’aucun accrochage n’est
visible pour dy, >202 A) Un ajustement gaussien est fait. Il fournit une largeur de I'ordre
de 5 A. On peut s’étonner d’'une valeur aussi strictement définie. En effet, I'amplitude
de fluctuations des bicouches est de l'ordre de dy,. Dés lors, comment peut-on avoir un
accrochage qui n’intervienne que sur des tailles moyennes comprises dans un espace de 10
A? Une premiére hypothése est que le module de rigidité de la phase est plus important
que celui de la phase lamellaire. Par ailleurs, cela signifie que les sites d’interaction de
MexA et de OprM sont trés localisés.

Cette méthode de détection qui utilise le caractére membranaire des objets permet de
déceler des interactions qui, en solution, sont difficilement détectables.
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Remarquons pour terminer que la valeur du coefficient de diffusion du complexe est
supérieure a celle obtenue pour la diffusion de la streptavidine ancrée via deux peptides
transmembranaires appartenant & deux bicouches voisines. Ce phénoméne peut avoir trois
explications. Premiérement, la protéine posséde un segment membranaire court de seize
atomes, son accrochage membranaire est moins fort que celui du peptide et le rayon mem-
branaire du complexe est plus faible. Deuxiémement, MexA est une protéine flexible, elle
peut s’adapter sur presque 35 A aux fluctuations de la membrane [40]. Enfin la protéine
pourrait s’ancrer transitoirement & OprM.
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Figure V.10: Poids relatif des intensités correspondants a la pro-
téine MexA liée notée 14 et libre 14. Cette distribution en fonc-
tion des séparations entre bicouches est trés piquée autour de la
position dy—202 A. Cette courbe n’est pas symétrique car pour
des tailles plus petites, le pourcentage d’éléments liés est plus im-
portants que pour des tailles plus grandes. Dans un cas, la protéine
a la possibilité de s’adapter a la séparation entre les membranes
dans Pautre cas, elle ne peut pas. Un ajustement gaussien donne
une taille dyy =201 A et une largeur de 5 A .

Importance de ’ancrage membranaire

Les mémes mesures sont réalisées avec la protéine MexAg; ,q, a laquelle manque la partie
hydrophobe en C16. La protéine est introduite dans une phase éponge contenant des
protéines OprM non fluorescentes en large excés. L’accrochage a la protéine OprM est
détecté. Il est lent. On mesure un signal correspondant a la diffusion de OprM c’est-a-dire
avec un coefficient de diffusion de 1.4 ym?®.s™!, pour des temps d’attente supérieurs a trois
heures. Nous étudierons la dynamique de ce lien a la section VI.2. Pour des protéines
MexA et OprM sous leur forme native membranaire, le régime permanent d’accrochage
est atteint en un temps inférieur a celui de préparation d’un échantillon soit 120 secondes
environ. La configuration relative des protéines est donc essentielle pour déceler une
interaction. En effet, lorsque les protéines MexA et OprM diffusent en surface avec une
distance d’approche qui est la distance d’interaction, le temps d’accrochage va dépendre
uniquement des valeurs des coefficients de diffusion de ces deux protéines. Si elles se

137



Chapitre V

retrouvent face a face, elles vont interagir. En revanche, si I’'une ou I’autre des protéines est
confinée dans le volume, I'accrochage va dépendre du coefficient de diffusion translationnel
mais aussi rotationnel ainsi que de 'orientation relative des deux objets. Le phénoméne de
rencontre efficace sera donc plus lent. Nous reparlerons de cette dynamique au chapitre VI.

V.4 Interactions mettant en jeu MexB

Pour I'étude des interactions mettant en jeu la protéine de la membrane interne MexB,
nous avons utilisé une phase Lz comportant du C12E5 et un mélange 3-OG/DDM comme
cotensioactif (section II1.7).

Caractérisation de MexB

Tout d’abord, une calibration de la phase est nécessaire. On introduit dans celle-ci des
objets dont le comportement est connu : un tensioactif marqué, la protéine MexA, la
protéine OprM. Les coefficients de diffusion de ces objets sont mesurés. Les résultats
présentent les mémes variations que celles obtenues en ’absence de DDM mais les valeurs
de coefficients de diffusion sont plus élevées (table V.2). Si on compare les coefficients de

Objet C16-FITC | MexA OprM MexB
Rayon (A) 4 4 17 40
D (um?s~ 1) | 10+£1 [10+08|35+05|1.8+04

Tableau V.2: Mesure des coeflicients de diffusion de protéines dans
une phase contenant du DDM. Les rayons obtenus par cristallo-
graphie pour MexA [37|, OprM [34] sont notés. Pour la protéine
MexB, on a supposé un rayon identique a celui de AcrB.

Doy, .
diffusion de OprM et MexB, on a —OrrM 194 0.5, D’apreés la loi V.1, le rayon de
MexB

MexB est alors de 32 & 8 A ce qui est en assez bon accord avec le rayon obtenu & partir
des données cristallographiques de AcrB (40 A) qui est la protéine homologue de MexB
chez Escherichia coli.

Interactions entres MexA et MexB

La gamme de fraction volumique de membrane utilisée correspond dans le cas de la phase
C12E5/6-OG /solution S2 a des séparations entre bicouches de 120 a 350 A. En I’absence
de résultats de cryofracture et de SAXS pour la phase Ls avec du DDM, nous consid-
érerons que ces données ne sont pas modifiées par 'addition de DDM dans notre phase.
Cette section est donc en attente de confirmation de la structure de la phase.

La protéine MexA est la protéine marquée et on détecte les modifications de son coef-
ficient de diffusion provoquées par l'addition de MexB. Les variations sont reportées sur
la figure V.11. On note une diminution du coefficient de diffusion de MexA d’un facteur
cinq : il passe de 10 pm%s™t a 2.2 um%s~t. Cette derniére valeur est égale & Dyrerp
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Figure V.11: Variation du coefficient de diffusion de la protéine
MexA (A), MexB (#) avec la séparation entre les bicouches. Ces
données sont comparées a la mobilité de MexA insérée dans une
phase éponge en présence de la protéine MexB ().

mesuré quand MexB diffuse seule dans la phase. Cette diminution est constante sur toute
la gamme de séparations entre bicouches. Ceci indique que les protéines MexA et MexB
interagissent latéralement en accord avec les résultats obtenus in vitro par des techniques
de cross-linking [24].

Interactions entre MexB et OprM
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Figure V.12: Variations avec dy du coefficient de diffusion de la
protéine MexB seule (¢) ou en présence de OprM ().

Les interactions entre ces deux protéines sont étudiées en suivant les variations du
coefficient de diffusion de MexB dans une phase contenant OprM non fluorescent en excés
(figure V.12). La premiére conclusion est qu'un accrochage frontal est détecté pour des
distances supposées entre bicouches comprises entre 160 et 200 A. Le coefficient de diffu-
sion de MexB chute de 1.9 ym?.s™' a4 0.05 pm?.s~!. La valeur du coefficient de diffusion
du complexe OprM-MexB (0.05 ym?.s™!) est du méme ordre que celle mesurée pour la
streptavidine liée a deux peptides appartenant a des bicouches opposées.

La formation du complexe est lente. Pour une concentration en OprM identique a celle
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de MexB, la courbe de recouvrement devient une exponentielle simple (correspondant a
la diffusion du complexe) au bout d’un temps supérieur a 4000 s. Nous étudierons plus
amplement cette dynamique au chapitre suivant.

Au terme de cette section, nous avons mis en évidence les interactions qui existent
entre les différents constituants de notre pompe a eflux. MexA interagit avec OprM et
avec MexB. L’accrochage avec OprM est frontal, celui avec MexB est latéral. Ces deux
types d’accrochage sont trés rapides. En outre, les protéines MexB et OprM interagis-
sent frontalement mais ce processus est plus lent. Nous étudierons au chapitre suivant
I'influence de MexA sur cette cinétique.

V.5 Détermination de la stecechiométrie d’une interac-
tion

Un des enjeux majeurs de la détection d’interaction est la détermination de la stoe-
chiométrie des complexes. Cette donnée est essentielle pour espérer cristalliser le com-
plexe. Cependant les méthodes connues sont applicables plus facilement pour les protéines
solubles car le détergent des protéines membranaires est difficile & prendre en compte. La
seule technique qui étudie le complexe dans une membrane est la méthode de FRET (Flu-
orescence Resonance Energy Transfer) qui déduit une steechiométrie du complexe de la
comparaison des intensités des signaux du receveur et de ’accepteur.

L’originalité de notre travail réside dans le fait que la stcechiométrie est étudiée pour des
complexes formés dans une phase Ls.

V.5.1 Principe

Pour doser les sites de complexation d’un élément, on ajoute a une solution de concen-
tration connue de récepteurs, un ligand par fractions successives. On mesure ensuite en
solution les concentrations de ligands libres et liés. Le rapport de ces deux concentrations
augmente a mesure que le ligand est ajouté (figure V.13). En effet, le ligand a tendance
au départ a se lier au récepteur, la constante de dissociation Kp dicte cet équilibre. Puis,
a mesure que les sites de liaison sont occupés, le nombre de ligands libres augmente.
Cette augmentation est trés importante a ’équivalence. La courbe du rapport des con-
centrations en fonction du nombre de ligands introduits présente un point d’inflexion a
I'équivalence (figure V.13). Loin de ’équivalence, la quantité de ligands ajoutée va con-
tribuer a I'augmentation de la fraction libre en solution.

Nous avons appliqué ce principe de titration dans nos phases. L’élément qui permet le
dosage est une protéine marquée avec de la FITC. Elle réagit avec un objet non fluores-
cent. Cette protéine se partage en deux populations : la protéine liée et la protéine libre.
Le signal de recouvrement de fluorescence est donc ajusté par une double exponentielle.
Si on prend garde a conserver les mémes intensités incidentes et le méme gain de collection
du signal, le rapport des intensités correspondants a chacune des espéces est proportionnel
au rapport des concentrations de ces deux différentes espéces (section IV.2.4).

Comment peut-on déduire les concentrations a partir des intensités 7 Il faut distinguer
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Figure V.13: Principe de l’expérience de dosage chimique d’un
récepteur par un ligand a gauche. A droite, la courbe donnant le
rapport entre les concentrations de ligands libres et liés en fonction
de la quantité de ligands introduits est tracée en supposant une
constante de dissociation Kp de 10~7 mol.L 1.

les différents types d’objets étudiés. En effet, nous utilisons des molécules qui diffusent
entre les bicouches ou sur les bicouches. Examinons tout d’abord le cas de protéines
membranaires.
Si les protéines sont ancrées a la membrane, la concentration a prendre en compte est la
concentration surfacique cg,,; exprimée en mol.dm™2. Si on considére que dans le volume
V éclairé par le laser, la surface de bicouche est égale & A, alors I est proportionnelle
a Acgyrp. Le facteur de proportionnalité dépend du degré de marquage de la protéine,
de la position des fluorophores sur cette derniére mais aussi de la concentration locale en
fluorophores. En effet, si deux fluorophores sont trop proches, on assiste a un déplacement
de la raie d’émission du fluorophores qui va diminuer I'intensité de fluorescence : c’est le
quenching. Ce phénoméne intervient pour des concentrations importantes de marqueurs.
Il peut apparaitre lorsque des protéines marquées sont proches et forment un complexe.
Pour des protéines solubles, la concentration ¢y s’exprime en mol.L~! ou mol.dm 2. Cette
concentration volumique est obtenue en connaissant le nombre de protéines introduites
et le volume de la phase aqueuse de I’échantillon. Les protéines qui sont confinées entre
les bicouches ont un volume de diffusion V' qui est différent du volume aqueux V,gueuz-
En effet, si on note [ la dimension de la protéine, celle-ci ne peut pas s’approcher a une
distance inférieure a [/2 de la bicouche (figure V.14). Le volume corrigé V accessible a la
protéine est donc :

V= (dw — DA (V.3)

La concentration qui compte est la concentration des centres de protéines. L’intensité de
fluorescence pour une protéine soluble est proportionnelle a ¢, V. Le facteur de propor-
tionnalité dépend la aussi du degré de marquage et de phénomeénes éventuels de quenching
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Figure V.14: Protéine diffusant en volume dans une phase éponge.
Le volume disponible pour sa diffusion est inférieur au volume de
solution aqueuse car la protéine ne peut pas étre a une distance
inférieure a la moitié de sa taille de la membrane.

dus a une interaction qui augmente la concentration locale en fluorophores.

Dans ces études de dosage, la protéine marquée est la méme pour les deux espéces. Le
degré de marquage est identique pour les deux espéces. Seul le déplacement de spectre
d’émission peut étre responsable d’'une modification du coefficient de proportionnalité
entre intensité et nombre d’émetteurs.

En conclusion, on a donc :

e pour les protéines diffusant entre les bicouches, I'intensité est donnée par I = vy ey V
e pour les protéines diffusant sur la bicouche I = vygcgy,fA

La mesure du rapport des intensités relatives de ces deux fractions libre et liée autorise
la détermination du point d’équivalence.

V.5.2 Dénombrement des sites d’interaction de la streptavidine
avec la biotine

Comme précédemment, nous avons testé ces remarques sur une liaison streptavidine-
biotine. Nous nous plagons dans la situation ot la taille de la streptavidine ne lui permet
pas de ponter deux lamelles : la séparation entre les bicouches dy, est égale a 120 A
Pour cette distance, nous avons déja constaté que, selon la quantité de biotine ajoutée a
nos échantillons pour une quantité de streptavidine constante, les figures de recouvrement
de fluorescence sont des triples exponentielles (figure V.4). Nous avons donc ajusté ces
courbes par des triples exponentielles correspondant a des coefficients de diffusion Dgg =
50 pm?.s7!, Dig — 3.2 um?%.s7! et Dyg — 1.5 um2.s™1. Nous obtenons alors trois intensités
relatives lpg, I1s et Iog. Igg est I'amplitude du signal provenant de la streptavidine libre.
I15 correspond a la streptavidine liée soit & un peptide biotiné soit a la membrane (section
V.2). Enfin Iys est I'amplitude du signal correspondant a la streptavidine liée a deux
peptides biotinés appartenant a la méme bicouche.

Le dosage que nous faisons ici est un dosage du nombre de sites d’interactions présents
sur une face de la streptavidine. Pour cela, on introduit dans chacun des échantillons
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de phase éponge une concentration en streptavidine de 9.7 10~7 M soit un nombre de
streptavidines égal a ng; — 9.7 107! mol pour 10 uL de solution aqueuse. Chacun de ces
échantillons contient une quantité différente de peptides biotinés notée ng; = r ng; avec r
variant entre 0.1 et 1.9.

Vérification de la conservation des quantités de matiére

Tout d’abord, il nous faut vérifier que ’'intensité est bien proportionnelle au nombre de
molécules méme quand le signal est composé de plusieurs exponentielles. Pour cela, la
conservation des différentes quantités de matiéres en streptavidine et en peptide est a
vérifier.

350 —

I1S +2|28(U.a.) !
300 |-
250 |- L
200 |-
150 |-
100 g W H
i n]s] o
oL r=ng/ N
T T T T T
0.0 0.5 10 15 20

Figure V.15: Variation de la somme Ig + 2I,s (B) en fonction
de r, le rapport molaire entre les quantités de streptavidine et de
biotine introduites. Or quand la streptavidine est seule, une partie
s’accroche a la membrane et son coefficient de diffusion est trés
proche de celui d’un peptide biotiné. 1l faut donc tenir compte
de cette contribution dans la détermination de Ig. Une fois la
correction effectuée (voir texte), on obtient bien une loi de propor-
tionnalité entre Iy + 2Ibs (O)et r (Iis + 2Ibg=(141 £ 3)r).

La conservation de la quantité de matiére en biotine s’écrit :
np; = INg; — NoB + nis + 271125 (V4)

avec npg; la quantité initiale de peptides introduits dans I’échantillon, ngp la quantité de
peptide libre, nig la quantité de streptavidine liée & un peptide biotiné, nog la quantité
de streptavidine liée a deux peptides. La réaction entre la streptavidine et la biotine est
un accrochage fort. La réaction est dite quantitative ce qui signifie qu’elle est totale. On
pourra donc considérer que la quantité de biotine libre est nulle si la biotine est introduite
en défaut dans le milieu réactionnel. Selon ces hypothéses, la conservation de la quantité
de biotine s’écrit :

1
np; = ;([15 + 2% Irg) =rng;
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soit
(s + 2 % Irg) = yr.ng; (V.5)

Dans cette expression, nous avons fait I’hypothése que le coefficient de proportionnalité
v était le méme pour la streptavidine liée & un ou a deux peptides. Cette hypothése
est justifiée car I’élément marqué est le méme dans les deux cas. Méme si on forme
des complexes, ceux-ci ne possédent qu’une seule streptavidine. La concentration locale
en éléments marqués n’est donc pas augmentée (le phénomeéne de quenching est peu
probable). La variation de I5+ 255 en fonction de r est présentée sur la figure V.15. La
courbe obtenue n’est pas linéaire et elle ne passe pas par 0. En effet, méme en ’absence
de biotine, une partie de la streptavidine diffuse sur la membrane avec un coefficient
de diffusion de lordre de 2.8 ym?.s™! (section V.2). Cette fraction contribue dés lors
a l'intensité I;5 mais ne correspond pas a une streptavidine liée a une biotine. Nous
avons corrigé 'intensité I;¢ de cette contribution. En effet, pour une fraction r nulle, une
quantité I; g = I; g0 non nulle est mesurée. Nous supposons que la quantité de streptavidine
accrochée est proportionnelle a la quantité de streptavidine libre donc qu’il existe un
facteur de proportionnalité 3 entre 1159 et Iys. La valeur pour r=0 permet de déduire une
valeur de 7 — 3 + 0.5. De cette maniére, dans la suite, la valeur de I;5 correspondra a la
quantité I; s(mesuré) — 31ys. Une fois cette correction faite, on vérifie bien que la variation
avec r de (I;542l55) est linéaire (figure V.15). En outre, le coefficient de proportionnalité
v permet de déduire a partir de la mesure des intensités, la quantité de peptides mise en
jeu puisqu’on connait la quantité de biotine introduite. La pente obtenue (7-ng;) permet
de déduire le rapport a = ~ - A entre l'intensité I;5 et la concentration en complexe
Streptavidine liée & un peptide que nous noterons [S-BLjs] par la suite. On trouve une
valeur de 1.2 10" mol~'.dm? pour « (Pour le calcul de A voir annexe E).
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Figure V.16: Variation de la somme I;s + lbs en fonction de
Is. L’ajustement par une droite est acceptable. Cette vérifica-
tion traduit la conservation de la quantité de streptavidine.

La seconde loi de conservation est celle de la quantité de matiére en streptavidine, elle
s’écrit :

ng; = Nos + Nis + Nag (V.6)
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avec ng; la quantité initiale de streptavidine introduite dans I’échantillon, nyg la quantité
de streptavidine libre. Si on passe aux intensités, comme les fractions indicées 1S et 2S
se rapportent & la streptavidine liée & un ou deux peptides qui diffuse en surface et que
la fraction indicée 0S correspond a la streptavidine libre qui diffuse en volume, la relation
devient :

1

S vol

ns; = Ios + %([1s+1.25)

Les coefficients vg 0 et v désignent les constantes de proportionnalité entre concentrations
et intensité pour la streptavidine diffusant respectivement entre les lamelles ou sur les
bicouches. Ces coefficients de proportionnalité peuvent étre différents. Par exemple,
un masquage des fluorophores peut intervenir lors de la diffusion en surface qui serait
absent lors de la diffusion en volume. Les échantillons sont préparés avec une quantité de
streptavidine constante donc il faut vérifier que la somme I;5-+I>g est proportionnelle a
Ips. L’intensité I, est corrigée. En revanche, on ne peut pas corriger Ips. Toutefois, on
suppose que cette correction sur Ipg est négligeable. Les résultats obtenus confirment une
loi de proportionnalité (figure V.16).

Nous avons ainsi vérifié que les mesures d’intensité pouvaient renseigner sur les quantités
de matiére des différentes fractions.

Dosages des sites d’interaction de la streptavidine

A titre d’exemple, nous allons montrer comment doser le nombre de sites d’interactions
sur une face de la streptavidine.

Une premiére méthode pour réaliser ceci est de comparer les intensités relatives a la
fraction de streptavidine liée (soit I1s + Iag) et a celle libre ¢’est-a-dire Iypg. La figure V.17
donne les résultats obtenus. On observe une augmentation brutale de ce rapport pour r=2.
Auparavant 'augmentation avec le rapport r est douce. On peut donc conclure de ces
variations que I’équivalence intervient quand on ajoute en solution deux fois plus de biotine
que de streptavidine. Ceci signifie que la streptavidine posséde sur une face deux sites
d’interaction avec la biotine, ce qui est en bon accord avec la structure de cette protéine.
Cependant on n’observe pas de premiére augmentation pour r=1 qui correspondrait au
remplissage de la premiére poche d’interaction de la streptavidine. Ceci signifie que les
réactions entre la streptavidine libre et le peptide biotiné d’'une part et la streptavidine
liée & un peptide avec un deuxiéme peptide d’autre part, sont simultanées. Le remplissage
des deux sites d’interactions ne se fait pas de maniére successive mais en méme temps.
La seconde réaction a donc un taux de formation supérieur ou égal a la premiére.

Une seconde représentation possible de cette équivalence est de suivre les variations du
rapport IQ—S en fonction de la quantité de biotine ajoutée par rapport a la streptavidine

(c’est—a—dilr% le rapport r). En effet, comme la constante d’affinité de cette liaison est trés
importante, les réactions d’accrochage de la streptavidine avec 1 ou 2 biotines vont étre
simultanées. Le nombre de streptavidines doublement liées va donc fortement augmenter
au moment de I’équivalence qui se situe a r=2 selon la figure V.18. Ce rapport peut étre
quantitativement étudié comme nous le verrons au chapitre suivant car il met en jeu des
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Figure V.17: Variation du rapport ! 7 en fonction de la

quantité de biotine introduite. Ce ra,ppori est proportionnel a la
fraction lié/libre pour la streptavidine. Une échelle logarithmique
est choisie de maniére a mettre en évidence les variations. Une
échelle linéaire ne laissant apercevoir qu’une montée brutale pour
r=2.
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Figure V.18: Variation du rapport IQ—S en fonction de la quantité
15
de biotine introduite. Ce rapport est proportionnel aux fractions

lié a 1 peptide/lié a 2 peptides pour la streptavidine. On observe
une variation trés importante pour r=2.

espéeces liées et diffusant en surface. Il est donc égal aux concentrations. En outre, on
remarque la aussi une forte augmentation quand le nombre de biotines dans le milieu
est égal au double de celui en streptavidine. Ces deux méthodes de relevé conduisent
bien au méme point d’équivalence et donc a la méme stoechiométrie de la liaison biotine-
streptavidine sur une face.

En conclusion, nous sommes parvenus a doser le nombre de sites actifs d’une protéine
par une simple méthode de titration appliquée a notre géométrie d’objets. Le test sur des
liaisons plus faibles est alors la prochaine étape pour généraliser cette technique.
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V.5.3 Stoechiométrie du lien entre MexA et OprM

La question de la stcechiométrie de MexA a 'intérieur de la pompe est contreversée. Les
hypothéses avancées sont nombreuses et varient entre 3, 6, 7, 9 ou 12 éléments MexA a
I'intérieur du complexe qui comporte un trimére de OprM et de MexB (Chapitre I). Nous
avons démontré que la protéine MexA interagit avec la protéine OprM. Elle a un role dans
le recrutement de OprM ou dans I'ouverture de cette porine. Nous avons donc essayé de

dénombrer les sites d’interaction d’un trimére de OprM avec la protéine périplasmique
MexA.

Conservation de la quantité de MexA

Pour réaliser ce dosage, on prépare des échantillons de phase éponge caractérisés par une
distance entre lamelles dy =200 A. Le pH de la solution aqueuse est égal a 7.5. Ces
échantillons contiennent 8 pmol (soit une concentration surfacique de 2 107'* mol.dm?)
de trimeéres de OprM et des quantités de MexA de 0.25 & 12 fois supérieures. On note
Mex A

Q. La protéine MexA
[OprM]qg
est la protéine fluorescente. Elle est la plus petite donc la plus sensible aux interactions.
Pour les fractions étudiées, le signal est une double exponentielle (figure V.19) mettant

r4) le rapport entre ces deux concentrations en protéines

temps (ms)

Al LR 1Y

I
0 10 20 30 40 50x10°

Figure V.19: Figures de recouvrement de fluorescence obtenue
pour des rapports molaires rap; différents. La courbe verte est
obtenue pour la protéine MexA seule, la courbe noire pour r=3 et
la courbe rouge pour r=0.75.

en évidence deux coefficients de diffusion : D4 = 4.2+ 0.5um?.s™! pour la protéine MexA
seule et Dy = 0.6 £ 0.1um%s™! pour la protéine MexA liée a une protéine OprM. Les
intensités correspondantes 4 et [ 43, sont relevées pour chaque échantillon.

Les lois de conservation de la quantité de matiére fournissent les relations suivantes entre
les concentrations surfaciques de la protéine MexA sous ses différentes formes (c’est-a-dire
sous sa forme libre MexA et ses formes complexées notées AM) :

rAM.[OpTM]o = [MQI'A]O = CMexA T CAM
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En terme d’intensité, on doit vérifier la relation suivante :

1

YAnM

ran [OprM)y = (%IA + Z Lannr) (V.7)

n

Avec v4 le coefficient de proportionnalité entre 'intensité et la concentration de MexA
libre et 4, celui entre 'intensité et la concentration en complexe formé OprM-MexA,,.
Lannr désigne lintensité du signal relative a ce complexe. Toutefois, dans notre mesure,
nous ne parvenons a identifier qu'une contribution 14, correspondant a la somme de ces
populations. Ce coefficient peut varier selon le nombre d’éléments dans le complexe. En
effet, si plusieurs protéines MexA sont présentes autour de la protéine OprM, la concen-
tration locale en marqueur est augmentée. Le phénoméne de quenching peut apparaitre.

On trace la somme des intensités I4 + 14, en fonction du rapport r4,, afin de voir si les
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Figure V.20: Variation de la somme des intensités I4+Iap; en
fonction du rapport molaire rays. L’ajustement est réalisé par une
droite mais celle-ci n’est pas affine.

coefficients v, sont tous égaux. Les points (figure V.20) ne sont pas alignés suivant une
droite. Seules les données pour une valeur de r4,; supérieure a 2 peuvent étre ajustées par
une droite mais cette derniére ne passe pas par 0. Ceci suggére donc que plusieurs pro-
téines MexA sont présentes autour d’un trimére de OprM. Il nous faut étudier la courbe
de stoechiométrie pour savoir si des complexes avec plus de deux éléments existent. Nous
pourrons ensuite essayer de corriger cet effet.

Détermination du point d’équivalence

Comme dans la section précédente, on étudie le rapport des fractions libres et liées, c’est-
a-dire le rapport I—A. Les résultats obtenus sont présentés sur la figure V.21. Pour des

valeurs de 147 failﬁ]gs, les quantités de protéines liées sont plus importantes que celles de
protéines libres. En effet, les sites d’interaction sont nombreux, la protéine MexA est en
défaut. On ne note pas de saut pour ray,=1. Ceci indique que la réaction d’accrochage
d’une protéine est simultanée des autres réactions. Une brusque augmentation de ce rap-
port intervient quand rsp; atteint la valeur de 2 (soit deux protéines MexA introduites
par trimére de OprM). Au-dela de cette valeur, 'augmentation du rapport des intensités
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Figure V.21: Variation du rapport 7 en fonction de la quantité

AM
de protéine MexA introduite pour la titration des sites actifs de
OprM. Ces expériences sont réalisées a 23°C avec un pH de 7.5.
On observe une variation trés importante pour rap; =2.

est presque linéaire. Cette variation indique que le point d’équivalence correspond a 2
protéines MexA liées & un trimeére de OprM.

Correction due au phénoméne de déplacement du spectre d’absorption

L’accrochage de MexA avec la protéine OprM met en jeu un complexe & deux éléments
MexA pour un trimeére de OprM : AsM. On suppose l'existence d’un élément transitoire
entre 1 protéine MexA et 1 trimére de protéine OprM, : A;M. En effet, MexA diffuse dans
la phase sous forme de monomére, on ne peut donc supposer une formation directe de
AoM. Lintensité correspondant au complexe est en fait la somme de deux contributions :
celle due & A;M et celle correspondant a A;M. Cette derniére contribution posséde a
priori un facteur de proportionnalité entre concentration et intensité plus faible. On a
ainsi la relation suivante
1

7(1.41]\/[ + 277 * IAzM)

CAM = CayM + 2% Cagm = A
YAM -

avec yap le rapport de proportionnalité entre quantité de matiére et intensité pour des
protéines MexA libre ou dans le complexe A;M et n le facteur correctif induit par le
phénoméne de déplacement du spectre d’émission. A désigne la surface de membrane.
Dans notre mesure, nous ne pouvons pas discriminer les contributions de chacun des
complexes. Cependant nous voyons sur la courbe de stoechiométrie que pour des valeurs
de rap; trés éloignées du point d’équivalence, le rapport des intensités [—A augmente

AM
linéairement. Dans cette situation, tous les sites de OprM sont occupés et les protéines

MexA ajoutées restent libres. On peut donc supposer que la concentration en protéines
MexA libres est (rap — 2)[OprM]y et la concentration en complexe AsM est [OprM|o, le
c

complexe A;M ayant une concentration négligeable. Le rapport des concentrations ﬁ

s Tam —2 . . i
c’est-a-dire a — En ce qui concerne les intensités, on a

est donc égal a
CAxM
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ainsi :

IA I‘AM—2
Tam 2n

L’ajustement de notre courbe par une droite donne un coefficient de proportionnalité n
de 0.17 £ 0.02.

De cette maniére, lorsque nous voudrons comparer nos valeurs d’intensité avec des résul-
tats numeériques sur les concentrations, il faudra prendre en compte ce facteur correctif.

Notre méthode de titration donne des résultats pour le dosage d’un lien plus faible
que celui entre la streptavidine et la biotine. Elle est utilisable pour des protéines mem-
branaires. Elle permet de décrire la stoechiométrie des associations de protéines. Cepen-
dant ce résultat ne correspond a aucune des hypothéses formulées lors des études cristal-
lographiques de MexA. De plus cette valeur ne respecte pas une symétrie d’ordre 3 du
systéme qui est attendu puisque la protéine MexA s’organise autour d’un trimeére. Toute-
fois des études faites sur MexA révélent que son degré d’oligomérisation est sensible au
pH, il augmente a pH acide [39]. Notre expérience a lieu & pH 7.5. Nous avons donc
modifié cette condition afin d’évaluer I'influence du pH sur les structures obtenues.

V.6 Influence de parameétres tels que le pH sur une in-
teraction

La phase éponge que nous utilisons est constituée de bicouches de tensioactifs non-
ioniques. Elle reste stable pour des gammes de pH importantes. Nous avons vérifié
que notre phase n’était pas modifiée par I'utilisation d’un tampon phosphate dans les
gammes de pH entre 5.5 et 8. Nous n’avons pas testé de pH plus acides car I'efficacité de
fluorescence de la FITC est fortement diminuée dans des conditions acides.

Tout d’abord, nous avons vérifié en nous plagant en fort excés de OprM (1 protéine MexA
pour 10 protéines OprM) que U'interaction entre MexA et OprM avait toujours lieu dans
la gamme de pH étudiée.

Pour chaque pH choisi, nous avons relevé une courbe de dosage avec le protocole décrit

ci-dessus. La position de I’équivalence se déplace a mesure que le pH est diminué comme
en témoigne la figure V.22. On atteint ainsi un nombre moyen de protéines liées au trimeére
de OprM de 3, 4, 5 puis 6. Un plateau a 6 protéines MexA par trimére de OprM est relevé
entre les pH de 5.5 et de 6.4.
Ces résultats confirment un nombre d’accrochages moyen qui ne respecte pas la symétrie
d’ordre 3 pour des pH supérieurs & 6.5. Afin de vérifier ce résultat inattendu, nous avons
utilisé une technique habituelle des laboratoires de Biologie : celle du gel natif ou BN-
Page.
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Figure V.22: Grace aux courbes de titration (figure V.21), on ob-
tient un nombre moyen n de protéines MexA autour d’un trimére
de OprM. L’étude de ces courbes de titration en fonction du pH
voit la position du point d’équivalence évoluer. Le nombre moyen
de protéines MexA dans un complexe dépend du pH. La courbe en
traits pleins donne ’ajustement obtenu avec la formule V.8 pour
des valeurs de constantes d’acidité de 6.7 et 7.1.

V.7 Le gel natif de protéines

Houssain Benabdelhak (Laboratoire de RMN et Cristallographie Biologiques-Université
Paris V) a réalisé avec la collaboration de Pierre Falson (CEA-Département des Sciences
du vivant- Gif-sur-Yvette) une étude sur gel des complexes formés entre MexA et OprM.

Les protéines réagissent sur une colonne d’affinité (voir chapitre I). Une premiére
protéine est fixée sur les billes de Nickel puis on introduit la seconde avec un rapport de
quantité choisie. Ici les expériences ont été réalisées en faisant réagir 1, 2 ou 3 protéines
MexA par OprM. Une fraction de cette protéine ajoutée (ici MexA) va réagir avec les
protéines OprM immobilisées. L’imidazole est ajouté ensuite pour éluer chacune des pro-
téines accrochées a la matrice de nickel ainsi que le complexe. Le mélange obtenu est alors
mis & migrer sur un gel électrophorétique mais en absence de SDS de maniére a ne pas
rompre les liaisons existantes, la migration va séparer les protéines par poids moléculaire
(figure V.23). Ce gel donne cinq bandes distinctes que 'on compare a celles de protéines
connues mises a migrer sur le méme gel (les poids moléculaires de ces protéines placées
sur la gauche du gel, sont indiquées a coté des bandes qui leur correspondent). Les deux
premiéres bandes correspondent a la migration de chacune des protéines MexA et OprM.
Les poids moléculaires associés a ces bandes sont en effet de 118 kDa (dimére ou trimére
de MexA) et de 174 kDa or la masse d’un trimére de OprM est de 150 kDa auxquels il
faut ajouter la masse du détergent qui entoure la partie hydrophobe et celle du bleu de
Comassie : 174 kDa est donc acceptable.

Trois autres bandes apparaissent. Elles correspondent a des masses de 250, 320 et 390 kDa
par ordre croissant (figure V.23). L’'importance relative de ces bandes est différente selon
les quantités relatives de protéines mélangées. Le mélange correspondant & 3 protéines
MexA pour un trimére de OprM est celui pour lequel les bandes sont les plus prononcées
et ou elles sont toutes les trois présentes. Un prélévement de chacune de ces bandes est
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Figure V.23: Résultats obtenus par Houcine Benabdelhak et Pierre
Falson sur I’association entre MexA et OprM pour un pH de 7.3.
Le complexe formé est mis & migrer sur un gel non dénaturant. Son
poids moléculaire est comparé a celui de protéines connues (placées
sur la gauche du gel). Les intensités dues a chacune des protéines
sont étalonnées en fonction de la concentration en protéines. Les
complexes formés précédemment sont rompus par addition de SDS
et les intensités des taches correspondant a chacune des protéines
sont mesurées. On dose ainsi chaque élément du complexe.

effectué sur le gel afin de pouvoir déterminer la quantité de chaque espéce pour chaque
bande.

Pour parvenir a cette analyse quantitative, il faut détruire le complexe et mesurer les quan-
tités de chacun des éléments. Ceci est possible sur un gel electrophorétique en présence
de SDS. L’intensité de chaque tache est proportionnelle a la concentration en protéines.
Un étalonnage est réalisé en déterminant le profil d’intensité donnée par MexA et OprM
pour des quantités de matiére variable (figure V.23). Chaque complexe migre et les in-
tensités des empreintes relatives a MexA et a OprM sont relevées. On obtient alors les
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steechiométries suivantes : 2, 4 et 6 MexA par trimére de OprM.

Ces données confirment tout d’abord la présence de complexes stables pour lesquels la
symétrie d’ordre 3 n’est pas respectée. En outre, elles définissent clairement les différents
complexes existants ce qui autorise une analyse plus compléte de nos résultats sur la vari-
ation du nombre de sites d’accrochage avec le pH.

V.8 Constante d’acidité des sites d’interaction

Les résultats de gel natif concluent a l'existence de trois complexes stables avec une
organisation a 2, 4 ou 6 protéines MexA par trimére d’OprM. Nos résultats montrent que
ces sites sont actifs en fonction du pH. La construction du trimére de OprM peut étre
modélisée comme suit. Deux sites d’interaction (dits sites A) sont actifs a pH 7.5, puis,
quand on diminue le pH deux nouveaux sites notés sites B se libérent et deviennent actifs
vis-a-vis de 'accrochage de MexA. Si on continue a diminuer le pH, deux nouveaux sites
d’interaction avec MexA apparaissent. On les nommera sites C. Chacun de ces sites est
alors considéré comme une molécule ayant des propriétés acido-basiques et dont la forme
acide interagit avec la protéine MexA. Dans la gamme de variation de pH utilisé, nous
avons dosé 'acidité des sites B et C seulement. Leur constantes d’acidité sont notées Kapg
et Kac. Les équilibres acido-basiques correspondants sont :

2

Kag )
MH6 + 2H2 - MH4_ + 2H30+

2

Ka
MH?™ + 2H,0 =" MH}™ + 2H;0™*

avec MHg la désignation de la forme d’OprM possédant six sites d’interactions avec MexA,
A, B et C, MH} ™ celle en possédant quatre (les sites notés A et B) et MH3~ celle en ayant
deux. La définition de la constante d’acidité en fonction des différentes formes de OprM
s’'écrit :

o [MHI|[H;07?
Kay = M|
oz, _ M0

[MH]™]

La conservation de la quantité de matiére pour les triméres de OprM s’écrit :
[OprM]y = [MH; ] + [MH™] + [MHg]

avec |OprM|y la concentration initiale de trimeéres de OprM. La résolution de ce systéme
d’équations conduit aux solutions suivantes pour la concentration des différentes formes
de OprM :

[MHG] — [OpTM]O
1+ KaZ - 10%H + KaZ Ka, - 10%H
[MH27] o [OpTM]O
4

© Kag? - 1072PH 4 1 4 Ka - 102PH
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[OprM]y
Kag?Kaz? - 10~4H 4 Kaz? - 10-2PH + 1

Le nombre moyen de sites d’accrochage par trimére de cette porine est donné par

MHS ] =

6]MHg] + 4[MH3 ] + 2[MH; ]
[OprM],

n =

Les variations en fonction du pH du nombre n de sites d’accrochage s’en déduisent :

2. (142-107%HKaz* + 3 - 107 Ka*Kay?)
n = ) ) ) (Vg)
1+ 10-2HKay® + 10-%HKa,"Kay

Cette variation est utilisée afin d’ajuster les résultats obtenus (figure V.22). Les ajuste-
ments s’accordent aux résultats. Ils donnent les valeurs suivantes pour les constantes
d’acidité des sites B et C : pKag = 7.1 et pKag = 6.7.

Remarquons pour finir que le laboratoire de R.M.N. et Cristallographie Biologiques a
obtenu des résultats cristallographiques intéressants sur OprM. Ils ont montré que le
trimére n’était pas purement symétrique. Des différences existent au niveau des extrémités
périplasmiques des segments hydrophiles pour chacun des éléments du trimére. Le fait
de trouver des associations avec 2 ou 4 éléments qui ne vérifient pas la symétrie d’ordre 3
n’est donc pas aberrant. Ces différences permettent peut-étre un accrochage transitoire
de certaines espéces en fonction du temps et du pH donc du passage de protons.

V.9 Conclusion

En conclusion, nous avons développé un systéme adapté aux protéines membranaires. Ces
derniéres sont insérées dans une phase fluide de bicouches modulables. Dans cet environ-
nement leur distance d’approche est controlée. Les éventuels accrochages sont facilement
détectables, la sensibilité est plus importante que lorsqu’on mélange les protéines en so-
lution. A l’intérieur de ce systéme, on peut parvenir & doser le nombre relatif d’éléments.
La stoechiométrie de ces ensembles est résolue avec une variabilité possible sur le pH ou les
conditions ioniques. Ce dispositif permet d’étudier les protéines membranaires dans un
milieu proche de la situation in vivo. On a accés a des informations sur le lien a l'intérieur
d’une membrane. Ce résultat n’est atteint que par le FRET sur cellule.

Nous avons déja noté les interactions entre les différents constituants de la pompe. Une
caractérisation de la stoechiométrie au sein de chaque couple d’assemblage serait intéres-
sante de maniére & élucider la steechiométrie de MexA autour d’un complexe MexB-OprM.
Une étude complémentaire de cette méthode de détection pour des interactions faibles en-

tre objets serait intéressante. On pourrait ainsi considérer le lien réversible qu’il existe
entre les bases A et T de ’ADN.
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Dynamique du lien entre protéines

Lors des chapitres précédents, nous avons établi que les mesures de coefficients de
diffusion renseignent sur 1’état d’association d’une protéine. Nous avons aussi démontré
que I’évolution des fractions de protéines liées et libres sont mesurables grace aux intensités
correspondant a chaque espéce. Le but de I’étude des interactions entre protéines est
de comprendre les conséquences de ces interactions sur le fonctionnement de la cellule.
La détection des accrochages est donc le premier pas vers cette compréhension mais la
dynamique du lien est essentielle. Pour cela il faut accéder aux taux d’association et de
dissociation ainsi qu’a la constante d’équilibre du systéme.

Une liaison entre une protéine P et son ligand L est décrite par I’équation de réaction :

P+L<SPL

L’interaction protéine-ligand peut étre décrite d’un point de vue cinétique comme la com-
pétition entre deux vitesses :
e la vitesse de formation du complexe PL : k,[P][L] ou k, désigne le taux d’association.

e la vitesse de rupture : k4[PL] avec kq le taux de dissociation.

A Péquilibre, ces deux vitesses sont égales (il y a autant de complexes formés que rompus).
L’interaction est gouvernée par une constante de dissociation Kp, :
[Pleg[Lleq _ ka

Kp= - ——%"-""___%
b [PLl., k.,

Dans cette équation les quantités [P]., et [L]., se référent aux concentrations en protéine
et en ligand libres. Cette constante est une donnée thermodynamique du systéme qui n’a
un sens qu’a 1’équilibre. Plus Kp a une valeur faible, plus le lien est fort.

Dans ce chapitre, nous allons présenter une méthode originale pour déterminer des taux
d’association et de dissociation entre des objets ainsi que leur constante d’équilibre.
Comme dans le chapitre précédent, nous évoquerons deux types d’interaction : la pre-
miére met en jeu le couple streptavidine-biotine, la seconde des protéines de la pompe a
efflux MexA-B/OprM.

V1.1 Taux d’association & deux et a trois dimensions

Les taux d’association entre un récepteur et un ligand sont généralement obtenus pour
des objets en solution. Les principales méthodes utilisées sont la résonance plasmonique
de surface (SPR) |144] [145] et la micro-balance de quartz a mesure de dissipation (QCM-
D). Ces deux techniques utilisent la géométrie suivante : une protéine est greffée sur une
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Angle
de résonance plasmonique

Lumiéere
polarisée

Film d’or

Chambre
d’écoulement

Figure VI.1: Schéma de principe de 'expérience de résonance plas-
monique. Un film d’or fonctionnalisé par des protéines (KX) est
éclairé sous incidence plasmonique. L’adsorption de ligand () va
modifier angle de résonance plasmonique. La détection du signal
de résonance renseigne sur la dynamique d’association.

monocouche supportée placée sur une surface métallique pour la SPR (figure VI.1) ou sur
un quartz recouvert d’or pour la QCM-D. Les ligands sont ajoutés en solution sous un flux
constant. Les ligands qui interagissent avec le récepteur sont immobilisés sur la surface.
[’adsorption de ces ligands va induire des changements de propriété de la surface qui vont
étre mesurés. Pour la SPR, l'indice va étre modifié. L’angle de résonance plasmonique
(correspondant & une excitation de plasmon sur la surface métallique) va changer. Pour la
QCM-D, c’est la fréquence de résonance du quartz qui va étre modifiée par I'adsorption.
Comme ces expériences sont résolues en temps, on a accés au taux d’association. Puis
en ajoutant un courant sans ligands, on mesure le décrochage de ces derniers. On accéde
ainsi au taux de dissociation. Les constantes de dissociation se déduisent de ces mesures.
Elles sont mesurables pour des valeurs allant du pM au pM.

Baudry et al. se sont intéressés a l’association d’objets orientés [146] et ont révélé des
modifications de la dynamique d’association dues a cette orientation. Dans leur expéri-
ence, deux types d’anticorps, A et B, sont greffés sur des billes magnétiques (figure VI.2).
On ajoute en solution un antigéne ayant cette double reconnaissance, il sera noté Ag.
Cet antigéne va réagir avec I'un ou l'autre des anticorps. Un champ magnétique est alors
appliqué pour orienter préférentiellement les billes les unes par rapport aux autres. Ces
billes vont former des lignes. On va ainsi avoir création de ponts entre billes grace a des
liaisons A-Ag-B. Cette deuxiéme réaction met en jeu une constante d’association k,(B)
qui dépend de l'alignement, donc du champ magnétique. Le nombre de billes liées est
évalué par des mesures de turbidité.

L’association en ’absence de champ magnétique a lieu avec un temps caractéristique de 8
heures. L’application d’un champ va réduire ce temps par un facteur 100. Pour des objets
en solution, la constante d’association & champ nul k,(B = 0) dépend du coefficient de
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Figure VI.2: Résumé de I'expérience réalisée par Baudry et al sur
les cinétiques d’association anticorps-antigénes et leur dépendance
en fonction de 'alignement [146]. Les antigénes réagissent avec des
anticorps greftés sur des billes. La création de ponts entre billes par
une double liaison de I’antigéne avec deux anticorps est accélérée
par lapplication d’un champ magnétique qui aligne les billes.

diffusion de ces objets et de leur rayon selon la théorie de Smoluchowski. Cependant si ces
objets présentent une anisotropie, ce qui est le cas s’ils sont orientés, un facteur stérique
intervient ce qui conduit & une augmentation de la constante d’association [147]. Ce fac-
teur prend en compte a la fois la géométrie des molécules et leur diffusion rotationnelle.
On comprend que, pour des raisons analogues, la dynamique des objets en solution soit
différente de celle des objets qui diffusent sur une membrane.

Ces considérations témoignent de 'importance de la réalisation de montages permet-

tant de mesurer des taux d’association entre des protéines membranaires. Or aucune
mesure de constante d’association entre protéines membranaires sur une surface n’a été
réalisée a notre connaissance.
Nous nous intéressons tout d’abord a la détermination de la constante d’association de
la streptavidine liée a la membrane avec la biotine. Aprés avoir établi quelques relations
sur la cinétique de cette réaction, nous pourrons déterminer une constante de réaction en
surface. Nous étudierons ensuite des associations entre protéines d’une pompe a efflux.
Sur I’exemple de 'interaction entre les protéines MexA et OprM, nous montrerons ensuite
comment accéder aux taux de dissociation et aux constantes d’équilibre.
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VI.1.1 Quelques considérations cinétiques sur 1’accrochage entre
streptavidine et biotine

Dans le chapitre V, nous avons mis en évidence deux types d’accrochage entre la strepta-
vidine (notée S dans la suite) et un peptide transmembranaire biotinylé noté BLy, :

e le premier entre la streptavidine et un unique peptide S-BL,

e le second entre la streptavidine et deux peptides appartenant a la méme bicouche
S—(Bng)g.

Le passage d’une streptavidine libre & une streptavidine liée a un peptide fait inter-
venir le taux d’association k, qui s’exprime en mol~!.L.s™! ou mol~t.dm3.s7!. Ce taux
d’association est déduit du taux de dissociation k,; (qui est I'inverse du temps de vie de
liaison égal a 107 s [143]) et de la détermination de la constante de dissociation du systéme
qui varie entre 107'% et 107" mol.L™! [135]. Le taux d’association k, est compris entre
10% et 108 mol~t.dm3.s~ 1.
En revanche, I'accrochage d’une streptavidine liée a un peptide, & un second peptide
(c’est-a-dire le passage de S-BLj5 & S-(BL12)2) fait intervenir une constante d’association
k! qui s’exprime en mol~'.dm%.s™!. Ce taux d’association quantifie un accrochage entre
peptides membranaires.

Nous avons récapitulé dans le tableau VI.1 les unités des différentes données que nous

Grandeur Symbole Unité

Taux d’association de la réaction 1 3
S+ BLyy — S-BLy k, mol~*.dm".s

Taux d’association de la réaction , = 5 1
S—BL12 + BL12 e S—(BL12)2 ka IIlOl dm S
Concentration molaire volumique de streptavidine {S} mol.dm~3
Concentration molaire surfacique en BLs [BLs)] mol.dm 2
Concentration molaire surfacique en S-BLq, S — BL1s] mol.dm—?
Concentration molaire surfacique en S-(BLjs)s [S' — (BL12)] mol.dm ™2

Tableau VI.1: Tableau-Récapitulatif des symboles utilisés dans
cette section et de leurs unités.

utiliserons dans cette partie!. Les réactions sont examinées sur des échelles de temps de
I’ordre de quelques heures. Sur ces échelles, la dissociation du lien n’intervient pas car la
durée de vie du lien est de 107 s soit 116 jours.

'Les concentrations volumiques sont notées entre accolades et les concentrations surfaciques entre
crochets
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Les réactions qui décrivent ces interactions sont les suivantes :

S+ BLyy ™ S-BLy,
(VL1)

BL1s + S-BL1s % S-(BL12)s

Dans la section V.5.2 nous avons observé les courbes de stcechiométrie du systéme. Nous
avons constaté qu’aucun saut n’était présent pour un élément biotine ajouté par strep-
tavidine. Ceci signifie que les deux réactions sont simultanées (Equations VI.1). Les
équations d’évolution de chacune des espéces s’écrivent alors :

UBLi] — . [BLyo) {S} — k[BLys).[S-BLy]

A3 — —ko[BL1) {S}4
) (V1.2)
dS-BLual _  1BL1,] S} — k.[BL1s).[S-BL1s]

dt

S Blizkal — k!B Ly).[S-BLy)

\

Ces équations d’évolution dérivent toutes de la définition des taux de réaction. Toutefois,

) . o . A 7
pour la seconde équation, on doit introduire un facteur — afin de passer d’une concen-

tration surfacique en biotine & une concentration volumique (voir V.5.2). Cependant le
volume & prendre en compte doit étre le volume accessible a la streptavidine, c’est-a-dire
le volume corrigé de diffusion de la streptavidine libre dont ’expression est donnée par
I’équation V.3.

On pose
np

i

r =
ne.

ol np, et ng, désignent respectivement le nombre de moles de biotine et de streptavidine
introduit dans 1’échantillon. Si on a un large excés de streptavidine par rapport a la
biotine (r < 1), on peut considérer que la quantité de streptavidine est constante, alors :

e la fraction de streptavidine liée a la biotine est trés faible donc {S} = {5y}

e le complexe majoritairement formé est S-BL15 car la probabilité pour une biotine de
rencontrer une streptavidine libre est beaucoup plus grande que celle de rencontrer
une streptavidine déja liée.

En premiére approximation, nous allons négliger la formation du complexe S-(BLjs)s
devant celle de S-BL;5. Nous supposons donc k,[BLys].{S} > k|[BL12).[S-BL1s). Nous
discuterons ces hypothéses par la suite. Les équations du systéme s’écrivent alors :

Bl — _J,[BLis] {0}

dsBlasl _ J (BLy,) (S} (VL3)

dt

A=BLi2)a] — k! BLy,).[S-BLyo)
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Ce systéme se résout (voir le détail des calculs en annexe D) pour donner les lois
d’évolution suivantes :

[ (L) = [Bolesp (- )
[S-BLys] — [BO]{l —exp (- 3)} (VI.4)

T

[543Lmb]:kéu%PT{%_%xp<__£)_%%eXp<_j?>}

\

ourT = est le temps caractéristique d’évolution et [By| désigne la concentration

ka{SO}

surfacique initiale en biotine.

k, est connue, sa valeur est comprise entre 10° et 10% mol=*.L.s7'. {Sy} est de ordre de
107% mol.L=!. On peut ainsi estimer 7 entre 1072 et 1 seconde. Or nous nous intéressons
a des échantillons sur 1’échelle de I’heure ou de la journée donc pour des temps tres
supérieurs a 7. Les valeurs de concentrations auxquelles nous allons pouvoir avoir accés
sont donc des valeurs en régime permanent. Les concentrations obtenues sont :

( [BLys)ysr =0

[S_BL12]75>>T - [BO] (VI.5)

_ KBiPr _ Ky[BoP
\ [S-(BLA2)slisr = 9 2kl {So}

Nous allons montrer que notre systéme suit bien ces conclusions pour des valeurs de r
faibles. Pour cela, nous allons vérifier que :

P1. L’intensité du signal de recouvrement relative au complexe S-BLi, notée I;5 est
proportionnelle & [By] selon I'équation VI.5

P2. L’intensité du signal de recouvrement correspondant a la diffusion de la streptavidine

[Bo)?
{So}

trouvée pour la valeur de la concentration en S-(BLjg)s.

liée a deux peptides Iyg est proportionnelle au rapport d’apres ’expression VI.5

Puis nous étudierons le rapport Irs/I;s. En effet, nous avons montré a la section V.5.2
que :

IIS = OZ[S—BLH]
(VIL.6)
IQS = Q[S—(Bng)Q]
oll « est égal & 1.2 10'® mol~t.dm?. Ainsi selon les relations VL5 :
% _ [S_(BL12)2]t>>T o ké[BO] _ kéLV (VI7)

= = = Tr
Lis  [S-BLuisr  2ko{So}  2k.A

La mesure de ce rapport conduit ainsi a déterminer k/ car toutes les autres données
sont connues. La valeur du taux d’association a deux dimensions pourra étre estimée et
comparée a la valeur a trois dimensions.
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VI.1.2 Deétermination du taux d’association surfacique

Les expériences présentées étudient des échantillons de phase Lz avec une séparation entre
les bicouches dy= 120 A (déterminée par SAXS au Chapitre III) . Dans ces échantillons,
la concentration en streptavidine est constante (Les échantillons font 10 pL et on introduit
une quantité de streptavidine constante de 9.6 pmol). Les quantités de biotine ajoutées
varient d’un échantillon & ’autre de maniére a faire varier le rapport molaire r entre les
quantités initiales de biotine et de streptavidine entre 0.1 et 2.

Loi de proportionnalité entre intensité et concentration surfacique : vérifica-
tion de la prédiction P1

Le graphique VI.3 montre que la somme Iy 5+ 2l5¢ est proportionnel a [By]. Le coefficient
de proportionnalité est égal & o = (1.2 & 0.1) 10" mol~'.dm?. Nous avons une relation
de proportionnalité entre I'intensité des signaux correspondant aux complexes S-BLs et
S-(BL12)2 et les concentrations surfaciques de ces espéces : c¢’est la relation VI.6. Si on

350
st s O
300 |-

250 O

200
150 —

100

SOD

[B,] (mol. dm?)

T T T T
50 100 150 200x10™°

Figure VI.3: Variation de la somme Iyg + 2Isg en fonction de la
concentration de biotine introduite. On obtient une loi de propor-
tionnalité ou le coefficient de proportionnalité est o — (1.2 + 0.1)
10" mol~t.dm?

représente maintenant I’intensité I, en fonction de la concentration initiale surfacique en
peptides biotinylés [By] (figure VI.4), nous pouvons observer que l'intensité I; 5 augmente
pour de faibles valeurs de [By]. Elle atteint ensuite un maximum pour une concentration
proche de 10~*® mol.dm ™2 qui correspond & un rapport r de 0.8. Enfin elle diminue jusqu’a
s’annuler pour des concentrations supérieures a 2.1 10~!3 mol.dm?. Si on raisonne en terme
de concentration, ce comportement est facilement explicable. Pour de faibles valeurs de
r, la streptavidine s’ancre a un peptide et la concentration [S-BLjs] augmente. Quand r
devient proche de 1, le complexe S-(BLj3)s prend de plus en plus d’importance. Pour des
valeurs de r supérieures a 1, les complexes S-BLi;s vont réagir avec de nouvelles biotines
présentes pour donner un complexe S-(BLjs)s et la concentration [S-BLjs] diminue.

Nous voyons que ’approximation linéaire pour les faibles concentrations en biotine est
vérifiée (c’est-a-dire pour des rapports r inférieurs a 1). La pente obtenue sur les quatre
premiers points (en imposant une fonction linéaire) est égale a (9 £+ 7) 10'* mol~'.dm?.
Cette pente doit étre égale a o (d’aprés les équations VI.6 et VI.5). La valeur obtenue
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a une barre d’erreur trés importante. Toutefois elle est compatible avec la valeur de «
obtenue grace au graphique VI1.3.
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Figure VI1.4: Intensité I;g aprés correction de la contribution de
la streptavidine libre en fonction de la concentration surfacique
en biotine. Pour des concentrations faibles inférieures a 7 10~
mol.dm™2, on vérifie que I, est proportionnelle & la concentration
initiale en biotine. L’ajustement sur les quatre premiers points
est représenté par la ligne continue. La pente est de 6.1 10"
mol~!.dm? ce qui conduit & a=1.2 10" mol~!.dm?

L’intensité relative a la streptavidine liée & un peptide est bien proportionnelle a la
concentration initiale en biotine [By] comme annoncé par la prédiction P1. En outre, on
vérifie que la concentration de I'espéce associée a I;5 est égale a [By], ce qui est 'expression
théorique que nous avons obtenue (équation VI.5).

Evolution de la concentration en streptavidine ancrée & deux peptides : Véri-
fications de la proposition P2
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tre ces deux grandeurs est vérifiée sur une gamme importante de
concentrations.

0

La linéarité en-

Figure VIL.5: Intensité Irs en fonction de
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[Bo]?
{So}
sur la figure VI.5. La loi de proportionnalité entre ces deux quantités est vérifiée sur une
gamme importante de concentration qui correspond a des rapports r entre 0 et 1.4. Dans
cet exemple, les conclusions de notre calcul semblent pouvoir s’étendre & une gamme de
rapport r plus importante que dans le cas du complexe S-BLjs.

Nous allons vérifier la relation linéaire entre I,g et

Les résultats sont présentés

Ainsi la vérification des propositions P1 et P2 permet de valider les hypothéses que
nous avons faites et les équations VI.5.

Nous allons utiliser ces résultats afin de déterminer le taux d’association & deux di-
mensions.

Détermination de la constante d’association streptavidine/biotine en surface

Pour des valeurs de r inférieures a 1, nous examinons le rapport entre les quantités Iog
[S-(BL12)o]
[S-BL1s]
linéaire avec r pour des valeurs de r inférieures & 1 comme en témoigne la figure VI.6. La

et 115 qui est proportionnel a la fraction . L’évolution de ce rapport est bien

22 s/ s

2:0 - +

0.5

r=ng/n
00| B™''S

I I I I I I I I
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

Figure VI.6: Représentation linéaire du rapport entre lpg et I15 en
fonction de r. Ces deux grandeurs sont liées par une loi affine pour
des valeurs de r comprises entre 0.1 et 0.9. La pente de la droite
d’ajustement est de 0.97.

pente obtenue entre ces deux fractions est de 0.97 + 0.07. Or, selon les lois d’évolution

établies, la relation existant entre ces deux quantités est donnée par la relation VI.7. La
/
a

2k, A
estimer le rapport A/V. L’expression V.3 du volume dans lequel un objet de taille ¢ peut
diffuser librement entre des bicouches distantes de dy, permet de déduire que :

A 1

V  dw — 1

pente de cette droite est égale a Pour connaitre la valeur du rapport &/, /k,, il faut

Dans les échantillons de phase Ls utilisés ici, dyy = 120 A. La dimension de la streptavidine

V
est de lordre de 50 A. Ainsi le rapport 1 est de 70 A soit 7 107® dm. Finalement, le
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rapport entre les constantes k), et k, est donc de (2.7 + 0.3) 107 dm™*
L’inverse de ce rapport a la dimension d’une longueur A égale a 37 + 5 A. Cette valeur
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(a) Association de la streptavidine libre a (b) Association de la streptavidine ancrée
un peptide biotinylé A la membrane a un peptide biotinylé

Figure VI.7: Comparaison entre les deux types d’accrochage
streptavidine-biotine. Dans la situation ou la streptavidine dif-
fuse en surface, elle n’explore autour du peptide qu’une zone de
rayon d la distance entre deux poches d’interaction avec la biotine.

correspond a une longueur caractéristique du systéme. On remarque que la valeur de A
est proche de la distance d qui sépare deux poches de fixation de la streptavidine avec la
biotine (d=35-45 A [135]). Par conséquent, on pourrait interpréter A comme la distance
sur laquelle la streptavidine ancrée a un peptide peut explorer le volume. En effet, la
constante k, décrit ’association d’une streptavidine en volume & un peptide biotinylé
ancré a une surface(BL1s+S — S-BLjy). La cinétique de cette réaction est donnée par

d[S-BL1,)

7 = —ko{So}[BL12]

La constante k! quantifie la liaison entre une streptavidine liée a la surface avec une
biotine diffusant sur la méme surface(BL1s+S-BL1s < S-(BL13)2). La cinétique de cette
réaction est donnée par

d[S-(BL12)s]

/ ka
dt - —ka[S—Ble][Bng] - —K[S—Bng][Bng]

Ainsi [S-BL1s]/A représente la concentration volumique équivalente en streptavidine dans
ce systéme. Quand la streptavidine est ancrée sur la surface, elle n’explore autour d’elle
qu'une région centrée autour du peptide qui est de 1'ordre de la taille d entre deux poches
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d’interaction avec la biotine (figure VI.7). La distance moyenne de la streptavidine a la
bicouche est alors de 'ordre de d. La valeur de A est donc dans la gamme des dimensions
caractéristiques du systéme.

Les mesures que nous avons réalisées nous donnent accés a des informations essentielles
sur la dynamique du lien. Nous connaissons le taux d’association k, (entre 10° et 10%
mol~!.dm?3.s7!). Le taux d’association surfacique se déduit de la valeur de A. On trouve
k! compris entre 2.7 10" et 2.7 10" mol~'.dm?.s™'. Ainsi, ’¢tude des intensités de
recouvrement de fluorescence nous a permis de mesurer un taux d’association a deux di-
mensions entre deux objets appartenant & une méme bicouche. Le caractére membranaire
des peptides est pris en compte. A notre connaissance, ce type de mesures n’a jamais été
réalisé et les valeurs de k!, ne sont pas connues pour d’autres systémes.

VI.1.3 Comparaison avec les concentrations effectives

Les conclusions que nous avons obtenues sur l'interaction entre la streptavidine et la bio-
tine ont été déduites de résultats analytiques obtenus pour des rapports r faibles et dans
le cadre de I’hypothése d’'un complexe S-BLis majoritaire. Nous avons voulu vérifier que
la valeur du taux de dissociation k[, trouvée était compatible avec les résultats obtenus
pour des valeurs de r plus grandes. Les équations d’évolution VI.2 ne sont pas solubles an-
alytiquement. Nous avons donc utilisé un logiciel de calcul (Mathematica) afin d’obtenir
les valeurs des différentes concentrations : [S-BLjs] et [S-(BL12)s|. La constante k, a une
valeur comprise entre 10° et 10°> mol.L~'.s™'. La constante &/, peut donc varier dans la
gamme 2.7 10" 4 2.7 10'® mol~!. dm?. s~!. Dans ces évaluations numériques, le rapport

r est varié entre 0.1 et 1.9. I S.(BL
Sur la figure VIL.8, les résultats obtenus pour I’évolution de 25 _ M
Iis [S-B L,
comparés avec les points expérimentaux. L’accord est trés bon. La valeur du taux
d’association n’est pas un facteur important. L’accord est bon tant que k, est supérieur
a 102 mol~t.dm3.s7!. Ceci s’explique par le fait que les constantes de réaction sont trés

élevées et correspondent dans la gamme de concentration étudiée a des réactions quan-
/

ont

titatives. Cependant la dépendance de ces estimations numériques devant le rapport k:_a
a

est plus sensible. Nous voyons ainsi que les courbes relatives a une valeur de A de 40 A
sont plus proches de nos résultats.

On peut déduire de ces valeurs de concentrations trouvées numériquement une valeur
d’intensité grace a la relation VI.6. La figure V1.9 reproduit ces variations. Nous avons
déja constaté que les points expérimentaux correspondants a I;g sont trés dispersés. Ceci
est di a l'estimation de I;5. Cette valeur dépend de la mesure de trois paramétres qui
sont les intensités mesurées directement et relatives aux coefficients de diffusion Dyg et
D5 mais aussi a la loi de correction établie par la figure VI.3. Malgré cette large distri-
bution de points, nous constatons que l'accord avec les courbes numériquement établies
est satisfaisant.

En faisant la méme étude pour Isg, on peut souligner le trés bon accord entre les ré-
sultats expérimentaux et les valeurs numériques (figure VI.10). Les meilleurs résultats
sont obtenus pour longueur caractéristique A de 40 A et un taux d’association de 106
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IZS/I1S
100 —

o1 |®

ng/ng

Figure VI.8: Représentation en échelle semi-logarithmique du rap-
port entre Iog et I1g en fonction de r repris de la figure VI.6. Les
points expérimentaux sont représentés par les disques noirs. Les
courbes obtenues numériquement correspondent a des paramétres
différents. La courbe rouge en pointillés donne les valeurs obtenues
pour k, = 105 M~ .57 et une valeur de A de 35 A. La courbe bleue
est obtenue avec la méme valeur de k, mais A = 40 A. La courbe
orange utilise un rayon de A =40 A. La courbe verte en pointil-
lés est obtenue pour un taux d’association de 108 M~'.s7! et A

=40 A.

I
2.0

50

40
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Figure V1.9: Comparaison entre les points expérimentaux de Iig
donnés a la figure VI.4 avec les résultats numériques et pour dif-
férentes valeurs de k, et de A. Les différentes courbes obtenues
sont représentées avec les codes couleurs utilisés dans la figure VI.8.

M.s~!. La constante d’association surfacique k!, qui parait la plus acceptable est donc de
2.5 10" mol~'.dm?.s7!. Ces résultats sont résumés dans le tableau VI.2.

En conclusion, nous avons pu mesurer une constante d’association a deux dimen-

sions k! entre deux objets diffusant sur une membrane.

peptide transmembranaire est de 2.5 103 mol~'.dm?.s7!.
stante d’association volumique permet d’accéder a une longueur caractéristique A qui
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Figure VI.10: Comparaison entre les points expérimentaux de Irg
donnés sur la courbe VI.5 avec les résultats numériques et pour
différentes valeurs de k, et A. Les différentes courbes obtenues
sont représentées en traits pleins et les codes couleurs utilisés sont
ceux de la figure VI.8.

Grandeur Symbole Unité Valeur
Taux d’association de la réaction
S + BL12 — S—BL12
Taux d’association de la réaction
S—BL12 + BL12 — S—(Bng)g

k, mol~!.dm?.s7! 106

k! mol~!.dm?s™! | 2.5 103

ka
Distance caractéristique (k_’) A A 40

a

Tableau VI1.2: 'Tableau-Récapitulatif des résultats obtenus dans
cette section

peut étre interprétée dans notre systéme comme une taille d’exploration de la surface.
La valeur obtenue n’est pas aberrante par rapport aux dimensions caractéristiques des
molécules étudiées.

Nous sommes parvenus a mettre au point un outil indispensable pour I'étude des ac-
crochages avec des objets membranaires.

Nous nous sommes intéressés ici a une mesure de constante d’association qui n’est
pas une mesure dynamique mais qui profite du fait que le temps de vie de la liaison
streptavidine-biotine est trés long. Nous allons voir par la suite que nous pouvons aussi
mesurer des constantes d’associations par des mesures dynamiques de recouvrement de
fluorescence résolues en temps.
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VI.2 Dynamique d’association entre protéines d’une pompe
a efflux

Le chapitre V a montré que les interactions entre MexA et OprM et entre MexA et
MexB sont des interactions pour lesquelles on ne note pas de modifications des figures
de recouvrement avec le temps au-deld de 2 minutes. Les temps caractéristiques de mise
a I’équilibre sont donc faibles. On ne peut pas atteindre d’informations dynamiques
directes. Nous allons dans cette section étudier le cas des associations entre les protéines
MexA 5igna-OprM et MexB-OprM.

VI.2.1 Association de MexA;,,, et de OprM

La protéine MexAg; nq €st une protéine mutante de la protéine MexA. Le segment man-
quant est la modification lipidique. En effet, cette protéine ne subit pas de palmitylation
du fait de I’absence de I'unique cystéine libre en position N-terminale (Chapitre I). Nous
avons étudié la diffusion de la protéine MexA;g,q fluorescente dans une phase Lg dont
la séparation entre les bicouches est fixée a 200 A. Sa mobilité est étudiée en présence de
la protéine intégrale de membrane OprM en large excés (10 triméres de OprM pour une
protéine MexAg;gnar)-

Description des figures de recouvrement

Comme nous ’avons montré a la section V.3.2, lorsqu’on mesure le coefficient de diffusion
de la protéine MexA; 4 en présence de la protéine OprM immédiatement aprés prépara-
tion de I’échantillon, le coefficient de diffusion obtenu est celui de la protéine MexAg;gna
seule (comme en témoigne la courbe rouge de VI.11). Pour des temps supérieurs a une
heure (3600 s) en revanche, on obtient un coefficient de diffusion égal a celui de OprM
indiquant que MexA g, interagit avec OprM.

Nous nous sommes intéressés aux figures de recouvrement enregistrées a différents in-
stants ¢ apres la préparation de I’échantillon. L’instant de préparation est notée ¢ = 0.
Les courbes sont enregistrées avec un seul flash de photo-blanchiment ce qui explique la
qualité moindre des signaux par rapport a ceux présentés dans les sections précédentes.
Les figures de recouvrement de fluorescence sont des doubles exponentielles (figure VI.11) :

I(t) = Lage™"™5 + Iygpe™/masM
Les deux composantes qui apparaissent sont :

e une composante rapide d’intensité [ 45 correspondant a un coefficient de diffusion de
25 pm?.s~! identique au coefficient de diffusion de la protéine seule. Cette fraction
désigne donc la fraction de protéine soluble qui diffuse entre les bicouches sans

accrochage.

e une composante lente (I45y/) avec D = 1.3 um?.s™! qui est le coefficient de diffusion
de OprM sur la bicouche. Cette fraction représente donc I'ensemble des protéines
de MexA;gna qui sont accrochées a OprM.
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Figure VI.11: Courbes de recouvrement de fluorescence obtenues
pour MexAg;gnq intégrée dans une phase contenant la protéine
OprM en exces (les rapports de quantité de matiére sont supérieurs
a 10 triméres de OprM pour chaque protéine MexAgigna). La
courbe rouge est la courbe initiale, la courbe bleue est la courbe
obtenue aprés 400 s, la courbe noire est obtenue aprés 2200 s.

Sur la figure VI.11, on voit que la courbe rouge décroit rapidement. La courbe obtenue
aprés 400 s présente une rupture. On voit clairement deux temps caractéristiques : le
temps le plus court correspond & celui de la courbe rouge et le second est beaucoup plus
important (les ajustements donnent un facteur 20 entre les deux temps). La courbe noire
voit le poids de la composante lente augmenter, la diffusion globale est plus lente.

Si on prend garde & conserver une intensité du laser de lecture constante et un gain de
collection du photomultiplicateur constant, les intensités des signaux de recouvrement
renseignent sur les concentrations de chacune des espéces (sections IV.2.4 et V.5.3).

Evolution temporelle

Comment peut-on passer de I’évolution temporelle de ces courbes a des valeurs de taux
d’association et de dissociation 7 Les notations sont résumeées dans le tableau VI.3. La
réaction étudiée est la suivante :

MexA gignar + OprM = MexA g;gq-OprM
L’équation qui décrit I’évolution temporelle de [Ag;gnu M| est :

d[Asignal M]
dt

La protéine OprM est introduite en excés. On considére donc que sa concentration est
constante. La conservation de la quantité de protéines MexA s’écrit :

A[AsignalM] + VA{Asignal} =Ny,
ol A représente la surface de bicouche et V4 représente le volume corrigé de diffusion de
MexAgigna- L'équation de variation de [Ag;gnq M| devient :

d[Asignal M]
dt

= ko am{Asignai } [M]| — ka an [AM] (VIL.8)

kaapima, [ M]

A
= —(kg,am—[M] + kg anm)[AM] + Vi

Va
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Grandeur Notations Unité
Taux d’association de la réaction I -1 dn® 5!
MexAgignai + OprM — MexAgigna-OprM @AM ot —.dim=.s
Taux de dissociation de la réaction I -1 dn® 5!
Mex Agigna-OprM — MexAgigna + OprM &AM oL . AuL.s
Concentration molaire volumique de MexA;g,q {Asignar} mol.dm—3
Concentration molaire surfacique en trimeére de OprM [M] mol.dm—2
Concentration molaire surfacique en MexA;g,q-OprM [AsignaM] mol.dm 2
Quantité de protéines MexA;g,q introduite 4, mol
Temps caractéristique de la liaison MexA g;p,q-OprM TAM S

Tableau VI.3: Tableau-Récapitulatif des notations utilisées dans
cette section et de leurs unités.

Un temps caractéristique apparait :

1
TAM = (VI.9)
(ka,AJ;?[M} + kaan)
La solution de ce systéme est :
kq M t
[AsignalM] - ’AMnAO[ ]TAM . (1 — exXp ( — —)> (VIlO)
Va TAM

Il faut prendre garde au fait que l'origine des temps n’est pas la méme que dans notre
expérience. Il faudra tenir compte de ce décalage t; de l'origine par la suite. On en déduit
pour I’évolution temporelle de la concentration {As;gna} :

{Asignal} = o 11— kd?*AMA[M]TAM

> v : (1 —exp(— L)ﬂ (VL11)

TAM
Nous allons vérifier que les évolutions temporelles des intensités 1455 et 149 suivent les
variations données par les équations VI.10 et VI.11.

Détermination du temps caractéristique 74,/

L’évolution de l'intensité I45y, suit bien un ajustement selon la loi VI.10. Ce dernier
conduit a une premiére mesure du temps caractéristique 745, = 980 £ 150 s. Par ailleurs,
on peut estimer le temps ¢; correspondant a I’origine des temps : ¢t; = -240 £+ 80 s (fig-
ure VL.12 a). Les variations de I45 suivent un ajustement selon I’équation VI.11 (figure
VI.12 b). On obtient une seconde estimation du temps caractéristique 745, = 1150 £ 120
s. Ces deux estimations du temps caractéristique sont compatibles. Finalement, le temps
caractéristique est 74y, — 1065 4 100 s.
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IASM '|' &

temps (s) ok temps (s‘?
(I) 20‘00 40‘00 GOIOO 80‘00 ‘I) 20‘00 40‘00 60‘00 80‘00
(a) Evolution temporelle de lintensité (b) Evolution temporelle de 'intensité 145

Tasmr

Figure VI.12: Les évolutions temporelles des intensités Iasys et
I4s sont ajustées par les lois d’évolution VI1.10 et VI.11. On trouve
TLasa = Io(1-exp(-(t —t1)/Tan)) avec Iy = (202 £ 7), t; = -240 +
80 s et Tapr = 980 + 150 s. On trouve Iys = I1+1Iy exp(-t/Tan)
avecl; = (14 £ 4), I, = (118 &+ 6) et Tapy = 1150 £+ 120 s.

Détermination du taux d’association k, 4y

Comment parvenir a une estimation de k, 4ps?7 D’apres les formules VI.10 et VI.11, le
rapport entre les concentrations en éléments liés et libres est :

Ag 1 A
Asignaty - (VL12)

[AsignalM] ka,AMTAM [M] (1 - eXp(_t/TAM)) VA

Le rapport des intensités I4g et I4gp est proportionnel & {Ag;gna}/[AM], le facteur de
proportionnalité est noté 5. On ajuste le rapport I45/Iasy par une loi de la forme

A+B/(1-exp(-(t —t1)/7am)) (figure VI.13). A est égal a SA/V et B a 3/ (ko anTan[M]).

AS / IASM

[ ]

\'

0 2000 4000 6000 8000 10000

temps (S)
v

Figure VI.13: Résultats pour la détermination du rapport des in-
tensités relatives aux protéines libres par rapport aux protéines

liées en fonction du temps. Cette courbe est décroissante,

ASM
on l'ajuste par une loi de la forme A+B/(1-exp(-(t — t1)/Tam))

avec A=-0.6 &= 0.05 et B=0.71 4+ 0.02.
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La phase Lj correspond a une distance entre membranes de 200 A. La protéine MexA peut
étre modélisée par un cylindre long de 85 A avec une base de 30 A. Nous avons estimé
son rayon hydrodynamique avec les formules de Perrin a 35 A. La taille caractéristique ¢
de la protéine MexA g, est donc de 35 A. Ainsi :

Va _ dy — (= 1.6510""dm

A
On obtient alors un coefficient de proportionnalité 3 de (9.9 £+ 0.9) 1078 dm~'. Ainsi,
grace aux mesures précédentes, nous avons estimé 74,7 et 4. On connait la concentration
initiale en trimére de protéines OprM [M] = 2 1072 mol.dm 2. Le coefficient B permet
de déduire le taux de formation k, 4p;—65 + 13 mol.dm™3 s,
L’analyse résolue en temps des courbes de recouvrement permet d’accéder a des taux
d’association pour des objets en solution comme le permet la résonance plasmonique de
surface. Il serait intéressant de pouvoir réaliser des comparaisons avec ce type de mon-
tage afin de valider nos mesures. Les seules mesures existantes sur la dynamique d’une
liaison entre les protéines MexA solubles et OprM sont des mesures de QCM-D [148|. Les
protéines OprM sont greffées sur le support et les concentrations massiques obtenues sont
les concentrations de saturation de 1292 ng/cm~2. La masse de détergent est estimée
a 54 % par les auteurs (cette estimation est basée sur des clichés de cryo-microscopie
électronique qui mettait en évidence une structure hexagonale compacte pour la protéine
OprM mais aucune mesure directe ne permet de mesurer la quantité de détergent réelle-
ment adsorbée). On obtient une concentration surfacique locale en trimére de OprM (150
kDa) de 4 107'° mol.dm 2. Cette concentration est 200 fois supérieure a celle que nous
avons a 'intérieur de nos bicouches. Les temps caractéristiques de mise a 1’équilibre sont
inférieurs & 2 minutes. Dans cette expériences, les volumes et les surfaces utilisées ne sont
pas connues. Nous ne pouvons donc pas comparer nos résultats avec ces données.

Détermination du taux de dissociation kg 4/

Le temps caractéristique dépend du taux de dissociation k4 4ps selon la formule VI.9.
Ainsi, le taux de dissociation obtenu est de kgay = (1.5 £ 0.7) 107* s7!. En étudiant
la dynamique des objets diffusant en volume, nous parvenons a atteindre, comme avec la
technique de résonance plasmon de surface, des données sur les taux d’associations et de
dissociations de ’assemblage entre les protéines MexA solubles et la protéine OprM. La
constante de dissociation & 1’équilibre qui s’en déduit est de 2.3 107% mol.dm 3.

Comparaison avec le cas a4 deux dimensions

Ce paragraphe a pour but d’accéder a des ordres de grandeur pour la comparaison entre
taux de dissociation a deux et trois dimensions pour la liaison MexA-OprM. Les cal-
culs qui vont suivre sont donc de simples comparaisons car nous n’avons pas pu estimer
précisément le temps d’association entre MexA native et OprM. Dans le cas d’une in-
teraction entre les protéines MexA natives (donc membranaires) et OprM, nous avons
vérifié qu’aprés deux minutes de préparation d’échantillon, les figures de recouvrement de
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Grandeur Notations Unité
Taux d’association de la réaction I 11 dm® 5!
MexAgigna + OprM — Mex Agigna-OprM @AM ot a8
Taux d’association de la réaction B 3
! mol~'.dm?.s™!
MexA+ OprM — MexA-Opr M a,AM
Concentration molaire volumique de MexA g;g,q {Asignat } mol.dm™3
Concentration molaire surfacique en trimére de OprM [Opr M| mol.dm—2
Concentration molaire surfacique en MexA [A] mol.dm 2
Concentration molaire surfacique en MexA ;g,,q-OprM [AsignaM] mol.dm 2
Concentration molaire surfacique en MexA-OprM [AM] mol.dm 2
Temps d’association de la liaison MexA g;4,,qi-OprM TAM S
Temps d’association de la liaison MexA-OprM Thm S

Tableau VI.4: Tableau-Récapitulatif des notations utilisées dans
cette section et de leurs unités.

fluorescence ne varient pas. Ces 120 s doivent représenter au minimum cinq fois le temps
caractéristique 7’y,,. On peut donner une limite supérieure de ce temps caractéristique :

TAM 4.

,7_/

Comment peut-on pggser du temps caractéristique au taux d’association 7

Dans le cas d’une association avec une protéine en solution, nous avons obtenu un temps
caractéristique 7ap >~ Va/ (ko amA[M]). Le raisonnement fait pour I’évolution de la con-
centration [AM] est toujours valable pour une liaison entre la protéine MexA native et
la protéine OprM. Toutefois, les concentrations sont surfaciques. L’expression du temps

caractéristique d’accrochage s’écrit :

Thr < 25 s. Ainsi

1

Ty =" VI.13
A= O] (VL13)

De maniére analogue a la section précédente sur la streptavidine, ’estimation du rap-
port entre les constantes d’association surfacique et volumique s’écrit :

TAM A

/
a,AM A
/

ka,AM

/
> 44, la fraction Ko ant
AM a,AM
6.5 10! mol~*.dm=3.s7!. Ainsi la constante k/ ,,, est supérieure a 1.7 101° mol~!.dm?.s7".
L’inverse de ce rapport conduit a une distance caractéristique Ayy, inférieure a 8 A.
A 4y pourrait désigner la taille du site d’interaction ou la largeur du puits de potentiel
qui décrit I'interaction (figure VI.14). Lorsque nous avons examiné les distances entre bi-
couches dy pour lesquelles un accrochage était possible (courbe V.10), nous avions trouvé

1

. TAM - N _ . N
Puisque est supérieure a 2.6 10° dm™! avec k, 4y égale a

/
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Figure VI.14: Représentation du profil énergétique pour la liaison
entre MexA et OprM

que l'association MexA-OprM était possible sur une largeur de 10 A. Cette valeur est trés
faible au vu des fluctuations de membrane. Toutefois la valeur faible de A 4; conduit a
penser que ’accrochage a lieu sur une largeur faible.

Ainsi, les mesures de recouvrement de fluorescence résolues en temps permettent
d’accéder aux constantes dynamiques a trois dimensions entre les protéines MexA et
OprM. Nous avons obtenu k, 4 = (6.5 £+ 1.3) 10" mol~".dm?.s™!, kg = (1.5 + 0.7)
10~* s~ et une constante de dissociation a équilibre Kp ap=(2.3 £ 0.9) 107° mol.dm ™
Une vérification intéressante serait de comparer ces valeurs a celles obtenues par Réso-
nance Plasmonique de Surface ou par QCM-D. Une estimation du taux d’association &
deux dimensions &, 4, > 2 10" mol~".dm?s~" est possible par comparaison avec le cas
a trois dimensions.

VI.2.2 Association entre MexB et OprM

Nous allons nous intéresser ici a la comparaison de temps caractéristiques d’évolution pour
des liaisons a deux dimensions entre deux protéines transmembranaires : les protéines
MexB (membrane interne) et OprM (membrane externe). Cette comparaison dynamique
ne peut pas étre obtenue par d’autres méthodes expérimentales.

Les protéines sont insérées dans une phase éponge dont la séparation entre les bicouches
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Figure VI.15: Courbes de recouvrement de fluorescence de MexB
en présence de OprM relevées a différents instants. La premiére fig-
ure est représentée par la courbe rouge (Elle correspond au temps
t=0 arbitraire). Les courbes orange, verte et noire sont obtenues
aprés un temps de 2000, 5600 et 10000 s. La contribution cor-
respondant a une diffusion rapide diminue avec le temps. Ceci
indique la disparition progressive des protéines MexB libres

est de 200 A. En effet, pour cette valeur, nous avons obtenu une liaison entre les protéines
MexB et OprM (voir la section V.4). Le pH de la solution est de 7.5 pour étre en bonne
adéquation avec le tampon des protéines (la protéine MexB a un comportement qui varie
avec le pH). Les protéines MexB et OprM sont mélangées en proportion équimolaire (qui
sont les rapports de concentration in vivo [42]). Les concentrations surfaciques en triméres
de protéines sont de 0.2 pmol.dm ™2 (Annexe E). Lorsqu’on ajoute une fraction de OprM
a une solution contenant des protéines MexB fluorescentes, les figures de recouvrement de
fluorescence sont des doubles exponentielles (on pose I(t)=Ige"/78 {1gye7"/™50m). Elles
mettent en évidence (figure VI.15) :

e un coefficient de diffusion de I'ordre de 2 pum?®.s~1. Cette valeur est celle du coefficient
de diffusion de la protéine MexB seule. L’intensité relative a cette composante du
signal est notée Ip.

e un coefficient de diffusion 40 fois plus faible. La population correspondante est celle
de la protéine MexB liée & une protéine OprM. L’intensité qui s’y rapporte est Igy,.

On remarque sur la figure VI.15 que la fraction peu mobile augmente avec le temps. Dans
le cas de I'association MexB-OprM, les deux espéces fluorescentes sont transmembranaires
puisqu’il s’agit soit de la protéine MexB diffusant librement, soit de la protéine MexB liée
a la protéine OprM située sur une bicouche voisine. Le rapport des intensités des fractions
libres et liées est proportionnel au rapport des concentrations entre ces deux espéces. Son
évolution temporelle est représentée sur la figure VI.16. Nous avons ajusté ces courbes
par des exponentielles de maniére & déduire un temps caractéristique d’évolution mais la
loi de variation n’a pas été résolue et n’est donc pas exponentielle. Il s’agit simplement
de donner un outil de comparaison. L’ajustement par une exponentielle donne pour
I'interaction MexB-OprM, un temps caractéristique de décroissance de ’ordre de 5000 s.
Nous avons étudié a la section V.4 les interactions entre les protéines MexA et OprM et
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Figure VI.16: Evolution temporelle du rapport des intensités cor-
respondant a la fraction libre de la protéine MexB par rapport a la
fraction liée. Cette quantité décroit. Un ajustement exponentiel
conduit a un temps caractéristique d’évolution de 5000 s.

les protéines MexA et MexB. Nous avons noté que, pour des concentrations de protéines
MexA de 0.2 pmol.dm~2 et de protéines MexB ou OprM de 2 pmol.dm~2, le temps de
préparation des échantillons est trés supérieur au temps d’évolution du systéme. Le temps
de préparation est de I'ordre de 120 s. On peut alors estimer qu’il correspond au moins
a cinq fois le temps d’association Tjgison. Ainsi la borne supérieure pour ces temps de
liaison est de 25 s. Toutefois, dans ces deux derniers cas, les protéines MexB et OprM
étaient dix fois plus concentrées.
Nous avons alors repris cette étude pour des concentrations en protéines MexB et MexA de
0.2 pmol.dm~2. La protéine MexA est suivie. Les courbes sont des doubles exponentielles
pour lesquelles on note les intensités 145 et 14 correspondant aux fractions liées et libres.
L’évolution de ces intensités (figure VI.17) donne un temps caractéristique d’accrochage
de 60 + 20 s.

Le phénomeéne d’accroche d’une des protéines des membranes interne ou externe (MexB

2.0

15

1.0

05 temps (s)

I I I I I I I I
0 50 100 150 200 250 300 350

Figure VI.17: Evolution temporelle du rapport des intensités cor-
respondant a la fraction libre de la protéine MexA par rapport a la
fraction liée. L’ajustement permet d’obtenir un temps caractéris-
tique d’accrochage de 60 + 20 s.
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ou OprM) avec la protéine périsplasmique (MexA) est donc un phénoméne environ 100
fois plus rapide que la liaison entre les protéines MexB et OprM.

D’apres ces résultats, on peut supposer qu’au sein de la bicouche, les accrochages de
MexA précédent la constitution d’un canal entre les deux membranes par formation d’un
complexe entre MexB et OprM puisque les accrochages entre MexA et les deux autres
protéines sont formés sur des temps plus courts.

VI.2.3 Role de MexA dans ’association entre MexB et OprM

Nous avons tenté de détecter un effet de MexA sur la dynamique de I'accrochage entre la
porine de la membrane externe OprM et la protéine proto-motrice de la membrane interne
MexB. Les protéines MexB et OprM interagissent dans des phases L3 correspondant a
une séparation de membranes dy = 200 A et pH = 7,5. On réalise des échantillons avec
des protéines MexB marquées et des protéines OprM non fluorescentes, chacune a une
concentration de 0.2 pmol.dm~2. A cette solution, on ajoute des protéines MexA de sorte
que les rapports entre MexA /MexB/OprM soient respectivement de 2/3/3 ou 1/3/3. La
encore, les figures de recouvrement de fluorescence sont des doubles exponentielles qui
nous permettent d’avoir accés aux poids relatifs de chacune des composantes.

Les courbes relevant le rapport entre intensité de MexB libres Ig et celle de MexB

3.0
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15
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temps (s)

00 T — e s e T

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Figure VI.18: Evolution temporelle du rapport des intensités cor-
respondant a la fraction libre de la protéine MexB par rapport
a la fraction liée. Les trois protéines MexA/MexB/OprM sont
présentes dans la solution. Les proportions utilisées sont 1/3/3
pour la courbe rouge et 2/3/3 pour la courbe bleue. Un ajuste-
ment exponentiel conduit 4 un temps caractéristique d’évolution
de 710 £+ 200 s pour la courbe rouge et un temps caractéristique
de 70 £ 30 s pour la courbe bleue.

lices Ipps sont tracées en fonction du temps (figure VI.18). Ces résultats montrent que
si on ajoute des protéines MexA, le complexe MexB-OprM se forme plus vite. Le temps
caractéristique d’évolution est de 710 s quand les composés sont ajoutés avec une frac-
tion relative 1/3/3 et il chute jusqu'a 70 s dans le cas d’une proportion 2/3/3 entre
MexA /MexB/OprM. Dans ce dernier cas, I'estimation n’est pas précise car elle est au
seuil de résolution de notre méthode. En effet, I'enregistrement d’une courbe de recouvre-
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ment demande un temps qui dépend du coefficient de diffusion de 'objet. Ce temps est
diminué si on choisit de petites interfranges. Nous avons travaillé ici avec des interfranges
de l'ordre de 10 pm. Cependant, le second coefficient de diffusion est faible. On ne peut
donc pas descendre au dessous d’une cadence d’un enregistrement toutes les 120 s.

Le temps de formation du lien qui était de 5000 s est diminué de deux ordres de grandeur
par addition de deux protéines MexA par trimére de OprM et de MexB. La protéine
MexA accélére le processus d’amarage entre MexB et OprM. Méme si nos mesures ne
permettent pas de donner un schéma de montage de la pompe, on peut supposer que
la protéine MexA s’accroche tout d’abord aux deux éléments MexB et OprM. Puis du
fait de ces deux accrochages, les processus de rencontre entre objets ont de plus grandes
chances d’avoir lieu. En effet, lorsque la protéine MexA se lie avec OprM, des ponts entre
bicouches voisines sont créés. Le complexe MexA-OprM forme un obstacle que la protéine
MexB peut plus facilement rencontrer.

Liaison Concentrations Géométrie 7 (s) ke
M%ﬁﬁnal OQQP/an;(f_lﬁnmj ( dmfro:n;%lg Ay | 1065 %100 | 6.5 10" mol.dm~s”!
=2
I\O/ISZ\A/I 0;})2111(1)?.1&(:1{2 (dvjm:n;?]lg A) <25 =2 10" mol.dm—2.s™!
hl\i:ig O;I)Iﬁl)(l)_la(?j latérale <25 ~2 10" mol.dm2.s7!
1\1\;112);3 8; 52332:2 latérale 60 + 20
=
OmM | 02 bl | (dr 300, &) | 3000 & 1000
=2
oyt | 02 bmoldm
MexA 0.2 pmol.dm—2
=
gﬁ;ﬁ 0 ﬁﬁﬁggﬂ 70 + 30
MexA 0.4 pmol.dm—?2

Tableau VI.5: Tableau-Récapitulatif des résultats obtenus sur la
dynamique d’association des protéines des pompes & efflux. T
désigne le temps d’évolution. Les géométries ont été obtenues au
chapitre V

Nous avons résumé dans le tableau VI.5 les mesures effectuées dans cette section. La
détermination des temps caractéristiques 7 pour des assemblages entre protéines mem-
branaires donne ainsi accés aux mécanismes d’associations a l'intérieur de la cellule. Le
développement d’un tel outil pour les protéines membranaires est essentiel a la compréhen-
sion des processus cellulaires. Nous avons ainsi établi que les mesures de recouvrement
de fluorescence donnent accés a la dynamique d’association des protéines. Nous pouvons
proposer des hypothéses sur le role de chacune des protéines comme nous ’avons vu dans
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I’amarage entre MexB et OprM qui est accéléré par la protéine MexA. D’autre part, nous
pouvons estimer les distances sur lesquelles les interactions peuvent avoir lieu comme le
montre la comparaison entre ’accrochage de MexA et de MexA;gnq-

VI.3 Détermination de la constante d’équilibre du lien
entre MexA et OprM

La dynamique d’une réaction d’association met en jeu deux constantes : le taux d’association
k, et le taux de dissociation k;. Ces taux sont liés entre eux par la constante de dissoci-
ation a l'équilibre Ky par la relation :

ka

a

Nous avons estimé le taux d’association de la liaison MexA-OprM mais nous n’avons
pas de détermination précise car la formation du lien est trop rapide. Il nous faut donc
accéder a la constante de dissociation a 1’équilibre et au taux de dissociation pour avoir
une description de cette liaison. Dans cette section, nous allons proposer des solutions
pour la détermination de la constante de réaction Kpay,.
Revenons au cas d’une réaction entre une protéine et un ligand : P+ L = PL. La
constante de dissociation est obtenue en mesurant les quantités de P, de L libres et de

PL :
[Pleg[L]eq
[P Leg]

Les intensités sont proportionnelles aux concentrations pour les éléments fluorescents (voir
section 1V.2.4). En outre, nous connaissons les quantités initiales introduites dans notre
solution. Comme on n’observe pas d’éléments agrégés a 'intérieur de nos solutions, nous
sommes sirs que les protéines sont bien incorporées. On peut estimer la concentration
surfacique a I’équilibre de chaque composé. Nous avons eu cette démarche pour étudier
les courbes de steechiométrie au chapitre précédent.

Nous avons décidé d’étudier la constante de dissociation pour le couple OprM/MexA.
Une premiére étude des courbes de stcechiométrie donne les informations préliminaires
suivantes :

Kp =

e Si 'association de 2 protéines MexA autour d’un trimére se fait sous la forme de
deux réactions :

MexA + OprM = MexA-OprM (= A, M)
(VL14)
MexA + MexA-OprM = (MexA )-OprM(= A M)

alors elles sont simultanées puisqu’on ne voit pas de palier dans la courbe pour un
rapport 4y =1 (figure V.21 ou VI.19 qui reproduit ces résultats),

e la constante de dissociation a I’équilibre K, est faible comparée aux concentrations
des protéines a 'équivalence c’est-a-dire 107! mol.dm=2. En effet, a ’équivalence
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quand la constante de dissociation est dix fois supérieure aux concentrations des
différents réactifs seulement 9 % des réactifs sont sous forme associée. Si la constante
de dissociation est égale aux concentrations a l’équivalence, on en compte 38 %
Pour une constante de dissociation 10 fois inférieure, 73 % de réactifs participent au
complexe. Dans notre cas a I’équivalence, I'intensité de la fraction libre par rapport
a celle de la fraction liée est de 0.01. Or, comme nous I'avons dit a la section V.5.3 :

[AlM = /YA,squ[AlM]
(VI.15)
IAgM = 27A,surf7][A2M]

avec Y4 surf le coefficient de proportionnalité entre intensité et concentration pour
le complexe A; M et n = 0.165 le facteur correctif tenant compte du quenching pour
le complexe A, M. Le rapport entre les concentrations de protéines MexA libres et
de protéines liées est inférieur a 0.01 soit une fraction d’éléments liés supérieure a 90
%. La constante de dissociation de la liaison MexA-OprM est inférieure au dixiéme
de la concentration a I’équivalence (soit 10~ mol.dm™2).

D’aprés ces constatations, nous pouvons avancer les hypothéses suivantes. Tout d’abord,
nous envisageons deux réactions simultanées traduisant I’accrochage entre MexA et OprM.
Les constantes de dissociation a 1’équilibre de ces deux réactions VI.14 sont donc : soit
égales, soit la constante de la seconde réaction est inférieure. Nous supposons que ces deux
accrochages ont la méme constante d’équilibre Kp 457. On ne considére pas I’éventualité
d’un phénomeéne de coopération. Cette hypothése tient au fait que nous ne pouvons pas
prouver un tel phénomeéne. En effet, si nous faisons I’hypothése d’une coopération, nous
trouvons effectivement deux constantes de réaction Kp 4,1 et Kp a,as (plus le nombre de
paramétres est important, plus il est facile d’obtenir un ajustement). Pourtant les valeurs
obtenues ne prouveraient pas le phénoméne de coopération. Nous avons préférer simplifier
le probléme pour ne conserver qu'une unique inconnue : la constante de dissociation a
I’équilibre Kp aps.
En second lieu, nous pourrons considérer lorsque l'un des réactifs est en défaut, que
sa concentration est nulle car la constante de dissociation est faible (inférieure a 10~
mol.dm™?).
Toutes les espéces considérées sont membranaires, toutes les concentrations sont donc
des concentrations molaires surfaciques. On note z la concentration de protéines OprM
consommeée par la premiére réaction et y la concentration de protéines AyM produite par
la seconde réaction (on se référera aux équations VI.14). De cette maniére, nous pouvons
écrire le bilan de matiére suivant pour les différentes espéces :
MexA OprM | AiM | AbM
initialement r'AMmCo Co 0 0
équilibre | rapco-x-y | co-x -y Yy
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La définition de la constante d’équilibre donne les deux relations suivantes :

(K _ (ramco —z —y)(co — )
D,AlM -
(z—y)
Kpant — (ramco — —y)(x —y) (VL.16)
Y
\ Kpav = Kp a,n = Kp am

Avant Iéquivalence (pour r inférieur a 2), MexA est en défaut. On peut considérer que
la concentration en protéine MexA libre est proche de 0, ce qui signifie que x=rp;¢o-y.
L’équation a résoudre pour y s’écrit alors :

3y° — (1 + 3ran)coy + riMcg =0

On a ainsi les solutions suivantes pour x et y :

x = %(?W’AM -1+ \/1 + 6ran — 3ri,)
Co 9
Yy = E(l‘{'BT’AM— \/1+6TAM—3TAM)

Finalement, les concentrations des différents produits s’écrivent :

;

_ Kpan 14 3ram — 1+ 6ran — 3r2,,
2 —14+ /1 +6ran — 312y,

C

[A]

| [A2M] = (14 8rans — /1 + 6rans — 30%,)

6
Comme nous pouvons mesurer l'intensité de la fraction liée et celle de la fraction libre,
[A] . . .
nous avons acceés au rapport ui s’écrit avant 1’équivalence :
PP T 2, ¢ b
A 3K 1+3r—=
[A] _ 3Kpaw _ ez s (VL17)
[A; M] + 2n[A; M| 2¢o (—1+Z2)((n—1(1 —Z)+3ramun)

ot = /1+ 6ray — 3r%,, Apres Péquivalence (pour r supérieur a 2), la protéine OprM
est introduite en défaut. On peut considérer que z = ¢y. De cette facon, en remplacant x
par son expression, on obtient la loi de variation suivante pour y :

?J2 - (KD,AM + ranmco)y + (ran — 1)0(2) =0

Ceci conduit aux concentrations suivantes pour chacune des espéces :

[A] = %((TAM - 2)00 — Kp anm + \/(KD,AM + TAMCO)Q - 4(7“AM - 1)0(2))

[AlM] = (—(T’AM — 2)60 — KD,AM + \/(KD,AM + TAMCO)2 — 4<7’AM — 1)0%)

N[

[AyM] = %(TAMCO + Kpanr — /(Kp.an +1anco)? — 4(ray — 1)c3)
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Finalement, la proportion de MexA libres par rapport aux protéines liées s’écrit apres
I’équivalence :

[A] _ (ram —2)co — Kpam + Y (VL18)
Ay M)+ 2n[As M) (ram +2ramm + 2)co + (2n — 1)(Kpam — Y1) ’
ou T = ¢(KD7AM +ranco)? — 4(ray — 1)c3. Ces deux expressions avant (équation

VI.17) et aprés I'équivalence (équation VI.18), vont nous permettre d’ajuster nos don-
nées. Une seule inconnue intervient : la constante de dissociation Kp aps. L’ajustement
est réalisé avant I’équivalence car 1’équation est plus simple.

INAIRY

i

0.1
ram = [Aly / Mg

I I I I I
4 6 8 10 12

o
N —

Figure VI.19: Rapport des intensités des fractions libre et liée en
fonction du rapport molaire des quantités initiales en MexA et
OprM : rapr. Les courbes violette et rouge indiquent I’ajustement
réalisé avec les formules des équations VI.17 et VI.18. La courbe en
pointillés donne les résultats obtenus par la résolution numérique
des équations VI.16 avec une constante de dissociation Kp, AM
de (5 + 2) 107*° mol.dm—?2

Il donne une valeur de la constante de dissociation de (5 &+ 2).107* mol.dm™2. Si
on remplace ensuite Kp 4ps par cette estimation dans la seconde partie de la courbe, on
atteint des valeurs proches de nos données expérimentales comme en témoigne la figure
VI.19.

Nous faisons une derniére vérification de nos hypothéses en effectuant la résolution numeé-
rique de notre systéme d’équations VI.16 pour des valeurs de rapport r4,, variant entre
0.1 et 12 et avec la valeur de Kp s trouvée plus haut (5 & 2).107* mol. dm~2. La courbe
est tracée sur la figure VI.19. Nous vérifions ainsi que nos approximations pour le cal-
cul analytique sont fondées et que la courbe tracée est proche de nos points expérimentaux.

De plus, la résolution du systéme VI.16 nous a permis d’estimer les concentrations de
chacune des espéces MexA, A1M et AsM en fonction de la quantité de protéine MexA
introduite. Tout d’abord, la concentration en protéines libres est trés faible pour des
rapports initiaux r4y; entre la protéine MexA et OprM inférieurs a 2 (figure VI.20). La
réaction peut donc bien étre considérée comme quantitative. Au-dela de cette valeur, la
quantité de MexA libre augmente linéairement puisqu’aucune protéine ajoutée ne peut
plus trouver de sites d’interaction avec OprM. En ce qui concerne les concentrations en
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Figure VI.20: Evolution de la concentration en protéine MexA libre
en fonction du rapport raps. Ces concentrations sont estimées par
résolution du systéme d’équations VI.16 avec KDA]\/[:5.10*15 mol.
dm™?
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Figure VI.21: Evolution de la concentration en protéine MexA
liée sous les formes A1M (courbe en pointillés) et AsM (courbe
trait plein) en fonction du rapport rap. Ces concentrations
sont estimées par résolution du systéme d’équations VI.16 avec
Kp,av=5.107"° mol. dm™2.

protéines MexA associées, la figure VI.21 montre que pour des valeurs de r,, inférieure
a 0.5, le complexe A1M est prépondérant puis le complexe AsM apparait et représente la
majorité de la fraction associée de protéine MexA. Pour ray, > 2, il s’agit de la seule es-
pece présente. Notre hypothése sur la détermination de 7 supposait que pour de grandes
valeurs de r); les protéines associées étaient sous la forme de A,;M et le reste sous la
forme de protéines MexA libres. Ce calcul la vérifie.

La valeur de la constante de dissociation (5.107!° mol.dm™2) est trés faible puisqu’elle
signifie que dés qu'une concentration surfacique en protéine dépasse 5.107!% mol.dm~2,
la fraction de complexe est supérieure a 33%. Toutefois, nous ne pouvons pas comparer
cette valeur avec d’autres car les constantes de dissociation a 1I’équilibre pour des espéces
en surface ne sont pas mesurées par d’autres techniques.

Intéressons-nous aux implications au niveau 4n vivo. Dans une cellule bactérienne de
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P. aeruginosa, Narita et al. comptabilisent environ 2500 molécules de MexA [42]. Une
cellule bactérienne peut étre assimilée a une ellipse de rayon 1 um. La surface de la bac-
térie est de Pordre de 1.2 1072! dm?. La concentration de protéines MexA est de I'ordre de
3 mol.dm~2. La protéine MexA est donc uniquement sous forme associée. Cette constante
d’équilibre traduit un accrochage fort entre les deux objets. Le taux de dissociation peut
étre déduit de 'estimation du taux d’association. Comme la réaction est rapide, nous
savons que ce taux d’accrochage est supérieur a 2 10'° mol~t.dm?.s™!. Alors on atteint
des taux de dissociation de cette liaison supérieurs 4 10~% s7! ¢’est-a-dire des temps de dis-
sociation inférieurs a 160 min. Les résultats présentés sur les steechiométries sont obtenus
pour des échantillons étudiés aprés une nuit de mise a I’équilibre. Ce temps d’attente est
supérieur au temps de dissociation donc on se place bien a I'équilibre.

Finalement, I’étude des courbes de stoechiométrie renseigne sur la constante d’équilibre
de I'association. L’équilibre de la liaison entre MexA et OprM posséde ainsi une constante
de dissociation a I’équilibre de (5 + 2).107'> mol.dm™2. Nous parvenons a mesurer les
constantes pour un équilibre entre objets diffusant en surface.

V1.4 Détermination du taux de dissociation du lien en-
tre MexA et OprM

Le temps de dissociation semble étre de l'ordre de la dizaine a la centaine de minutes.
Il parait possible d’avoir accés a cette dynamique par des études de recouvrement de
fluorescence résolues en temps. En effet, nous sommes parvenus a mesurer des temps
d’associations a des échelles de 'ordre de la minute. Nous avons donc essayé de mesurer
ce temps de dissociation pour l’assemblage entre MexA et OprM. Le principe de cette
mesure sera décrit puis nous donnerons les résultats obtenus.

VI1.4.1 Principe de la mesure

Tout d’abord, on prépare deux solutions de phase L3 correspondant & une séparation entre
bicouches de 200 A a pH 7,5. Cette phase correspond aux conditions pour lesquelles les
protéines MexA et OprM interagissent. Le complexe obtenu compte deux protéines MexA
par trimére de OprM. Une des solutions contient des protéines MexA et OprM dans les
proportions stoechiométriques : la concentration en OprM de 1.2 pmol. dm™2 (soit une
concentration en trimére de 0.4 pmol. dm~2) et celle de MexA fluorescentes de 0.8 pmol.
dm~2. A P'intérieur de cette phase éponge, les protéines MexA et OprM peuvent interagir
de maniére frontale (Chapitre V). L’autre solution contient la protéine MexA non marquée
avec une concentration de 80 pmol.dm =2 soit une concentration 100 fois supérieure a celle
du premier échantillon. Les deux solutions sont ensuite mélangées (10 uL de I'une avec
10 pL de l'autre). On a donc au départ, des protéines MexA fluorescentes qui sont en
grande partie liées a la protéine OprM. Sous l'action des fluctuations thermiques, les
protéines MexA fluorescentes vont se détacher avec un temps caractéristique 74 4a7. Elles
ont 99% de chances d’étre remplacées par des protéines non fluorescentes (la concentration
en éléments non fluorescents est 100 fois supérieure a celle en éléments fluorescents). La
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Figure VI.22: Schéma de principe de I'expérience de mesure du
temps de dissociation. Dans une phase contenant le complexe entre
2 protéines MexA fluorescentes et 1 protéine OprM, on introduit
des protéines MexA qui ne sont pas marquées en grande quantité.
Ces protéines vont donc remplacer les protéines fluorescentes.

mesure des intensités relatives aux fractions libres et liées de MexA fluorescentes fournit
une information sur la dynamique de décrochage du lien entre MexA et OprM.

VI1.4.2 Résultats obtenus

Les courbes de fluorescence sont des doubles exponentielles de la forme :
I(t) = Taexp(—t/7a) + Laps exp(—t/Tanr)

avec les constantes indicées A relatives a MexA libre et celles indicées AM correspondent
a MexA lice & OprM (figure VI.23). Le coefficient de diffusion de MexA libre est de 4.5
um?.s~! et celui de MexA liée est de 0.6 pm2s~!. Peu a peu, le poids correspondant
a la fraction liée diminue (figure VI.23). Au-dela de 300 minutes, les courbes sont des
exponentielles simples et donnent un coefficient de diffusion de 4.5 um?.s~!. La courbe
donnant I’évolution des intensités relatives entre protéines liées et libres est représentée
figure V1.24. Cette proportion diminue au cours du temps pour s’annuler au dela de 300
minutes. On remarque toutefois que, pour des temps courts, le rapport des intensités reste
presque constant ; la diminution n’advient sensiblement que pour des temps supérieurs
a 2000 s. La courbe de décroissance donne un temps caractéristique de 81 + 4 minutes.
Nous obtenons un taux de dissociation de 2 107* s71 en accord avec I'estimation faite a
la section VI.3.
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Figure V1.23: Courbes de recouvrement obtenues en fonction du
temps. La courbe bleue représente la courbe obtenue pour un
temps de 120 s, celle en violet pour un temps de 1000 s. La figure
rose est enregistrée aprés 5800 s et celle en rouge aprés 28000 s.
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Figure VI1.24: Variation du rapport des intensités entre fractions
I
liée et libre % en fonction du temps. Cette courbe est ajustée

A
par une exponentielle dont le temps caractéristique est de 4860 s

VI1.4.3 Vérification numérique

Notre méthode de mesure du temps de dissociation met en jeu deux phénomeénes et donc
deux temps associés. Tout d’abord, comme on ajoute une grande quantité de MexA, il
y a modification de I’équilibre de départ puis on a ensuite dissociation. Notre mesure
suppose que le temps de mise a I’équilibre est négligeable devant le temps de dissociation.
Nous avons donc essayé de vérifier cette hypothése. Nous estimons le rapport entre des
intensités. Or, dans la contribution pour la protéine MexA associée, le complexe AsM
a un rendement de fluorescence moins important (cf section V.5.3). Notre mesure n’est
donc pas une mesure directe des concentrations en éléments libres et liés.

Nous avons voulu déterminer quelles étaient les concentrations des différentes espéces
au cours du temps a partir des parameétres que nous avions déterminés. Nous avons utilisé
la valeur de la constante de dissociation a Péquilibre Kp 4y = 5 107 mol.dm™?, ainsi
que celle du taux de dissociation noté kyans égale & 2 107% s™1 pour en déduire la valeur
du taux d’accrochage k, 4y qui est alors de 4 10™ mol~t.dm?s™! (cette valeur est en
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accord avec notre hypothése selon laquelle le taux d’association est supérieur a 2 10

mol~!.dm?

s71). Cette réaction met en jeu les éléments suivants :

e La protéine MexA sous deux formes fluorescentes et non fluorescentes que nous
noterons respectivement A* et A.

e Le complexe entre 1 protéine MexA et 1 trimére de OprM. Il en existe deux sortes
selon le marquage que nous noterons A*M et AM.

e Le complexe entre 2 protéines MexA et 1 trimére de OprM. Trois espéces différentes
existent selon leur degré de marquage, il s’agit de A3M, A*AM, A,M.

On suppose comme au chapitre V que le phénoméne de coopération est absent pour
plus de simplification. L’accrochage des protéines MexA aux deux sites de OprM est
indépendant et posséde la méme dynamique d’association. Le fait que les protéines soient
marquées ne modifie pas cette dynamique.

Les équations donnant la loi d’évolution de ces différentes quantités sont donc les

suivantes :

(

\

% — ko an[A([OprM] + [AM] + [A*M))
+haan ([AM] + [A2M] + [A*AM])
ATk A7) (OprM) + [4°M] + [AM])
Fkaan ([A*M] + [A3M] + [A*AM])
d[fclliw L b st (A[OprM) — [A)JAM) — [A%]|AM))
—kaan([AM] — [A,M] — [A*AM)) (VL.19)
d[/;;M] = ka,am ([A7][OprM] — [A*][AM] — [A][A" M])
—kaan ([A*M] — [A3M] — [A*AM])
dVZM L b st [AIAM] — kg ans[AsM]
d[fftM D bt [AMLA" M) — g ans[A5M]
% — ot ([A%][AM] + [A)[A*M]) — 2k aps[A*AM]

Initialement, les quantités de protéines MexA fluorescentes libres et liées sont connues

grace a la

détermination de Kp ap. Au moment du mélange, on a ainsi [A*] = 3.3 -

10~ mol.dm™2, [A*M] = 2.6 - 10~ *mol.dm 2, [A5M] = 1.7 - 10~ mol.dm™? et on déduit
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[M] = 3-107" mol.dm 2. En outre, la concentration en protéines libres non fluorescentes
est de 40 pmol.dm~2 alors que les concentrations des autres espéces sont nulles.
On utilise un logiciel de résolution d’équations (Mathematica) pour obtenir I’évolution

4103 F
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Figure VI1.25: Variations temporelles des concentrations en com-
posés fluorescents pour une valeur de constante de dissociation de
5 10~ ®mol.dm=2 et un taux de dissociation de 2 10=* 51

temporelle de la concentration de ces objets. L’évolution des concentrations en composés
fluorescents montre (figure VI.25) que la concentration en A* libre et en éléments AA*M
augmentent alors que celles en A*M et en A5M diminuent. En effet, on va avoir détache-
ment d’un élément fluorescent. Il va étre remplacé par un élément non fluorescent. A*M
est d’ailleurs le composé qui disparait le plus rapidement. Puis la concentration en AA*M
atteint un plateau. Il correspond au fait que les pertes, qui équivalent a la production
de A*, sont compensées par les gains , qui correspondent & la dissociation d’un élément
A* de AZM. On assiste ensuite a la saturation en protéines fluorescentes libres alors que
toutes les autres contributions s’annulent. Dans ce cas, le phénoméne d’association est
assez rapide pour qu’on assiste a la diminution directe de la quantité de complexe A;M.
Tout élément qui quitte le complexe AZM est immédiatement remplacé par une protéine
non fluorescente.

Si on s’intéresse ensuite a la courbe de dissociation engendrée par un tel systéme, on
trace le rapport :

[A*M] + [AA* M| + 2n[ A5 M|
[A]

Ce dernier représente le rapport des intensités mesurées. On remarque sur la figure VI.26
que le temps de dissociation qui peut étre déduit d’une telle courbe est de 47 minutes
environ ce qui est inférieur au temps de dissociation mesuré. La mesure d’intensité que
nous effectuons, ne nous permet pas de déduire un temps de dissociation de maniére aussi
simple que ’ajustement par une exponentielle.
Nous avons toutefois essayé de comprendre ces résultats en changeant la seule donnée qui
puissent 1'étre c’est-a-dire le taux de dissociation k4 4ps. Nous avons essayé de corriger
simplement le temps de dissociation en supposant une loi de proportionnalité entre temps
caractéristique mesuré et temps de dissociation. Comme un temps de dissociation de 81
minutes conduit a une courbe ajustée par une exponentielle de 47 minutes, nous avons
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Figure VI1.26: Comparaison des valeurs expérimentales de % en
A
fonction du temps avec les valeurs numériques obtenues en sup-

posant un taux de dissociation de 2 10~* s~! (courbe en trait
plein) ou un taux de dissociation de 1.1 10~* s71 (courbe en traits
pointillés).

supposé un temps de dissociation de 150 minutes (9000 s) c’est-a-dire un taux de disso-
ciation de 1.1 10~* s~!. Les estimations numériques ont donc été recommencées avec ces
valeurs.

Pour les concentrations (figure VI.27), on remarque que la quantité de A*M et A* sont les
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Figure VI1.27: Variations temporelles des concentrations en com-
posés fluorescents pour une valeur de constante de dissociation de
5 10 mol.dm™2 et un taux de dissociation de 1.1 10~% s~!

seules & augmenter au départ. Puis A*M est remplacé par AA*M et la situation devient
équivalente a celle obtenue précédemment. Il y a donc un effet de retard qui pourrait
expliquer notre palier. En effet, si on considére maintenant la courbe représentative du
rapport des intensités qui est déduite (figure VI.26), on remarque un palier au départ.
Cette courbe théorique est proche de nos points expérimentaux.

Ainsi nous pouvons déduire de nos mesures une estimation des différentes constantes
dynamiques qui interviennent dans 1’accrochage entre MexA et OprM. Ces résultats sont

189



Chapitre VI

présentés dans le tableau VI.6.

Constante Unités Méthode Valeur
Koo | molant | s )
ka an st Estimation du temps de dissociation ~1.110*
Fa,am s la liaﬁzsrluli\?leiij::zlfigprl\/[ (1.5 % 0.7) 107
;vAM mol™".dm*.s™ cargzt‘;i(;iz‘fiiggedg’(;C\(jcr)?llljtsion > 210
0 AM mol~!.dm?.s™! Définition k, = Ilz_i 2.2 1010

Tableau VI.6: Valeurs obtenues dans ce chapitre pour les mesures
des différentes constantes dynamiques de la liaison MexA-OprM

La détermination du taux de dissociation n’est pas évidente. Le modéle que nous

avions proposé n’est pas valable. Cependant, la valeur de cette constante est accessible a
partir des mesures d’intensité. Il faudrait développer un programme d’ajustement pour y
parvenir.
Toutefois, nous nous sommes focalisés sur I’étude d’un cas complexe qui est la dissocia-
tion d’un élément d’un complexe qui met en jeu deux protéines MexA pour un trimeére de
protéines OprM. La dynamique sera certainement simplifiée si on étudie une interaction
entre une protéine et une autre, c¢’est-a-dire un assemblage avec une stoechiométrie 1/1.
En outre, si un seul élément est accroché, les mesures sont rendues plus faciles puisque
rapports des concentrations et des intensités relatives sont égaux. Temps de dissociation
et temps d’ajustement sont alors égaux du moins tant que les cinétiques d’association
sont plus rapides que celles de dissociation.

Cependant, nous avons essayé d’accéder a des temps de dissociations en modifiant
notre systéeme de telle sorte que I’association ne soit plus possible.

VI.5 Mesure de temps de rupture d’une liaison soumise
a une force constante

Nous avons essayé de mesurer la dynamique de dissociation d'un lien sous l'effet de
I’application d’une force constante. Nous verrons au chapitre suivant comment le Biomem-
brane Force Probe permet d’accéder a des informations sur un lien soumis & une rampe
de force. Pour cela, nous avons utilisé I’enregistrement de courbes de recouvrement de
fluorescence résolues en temps. En effet, nous avons établi ci-dessus que des informations
dynamiques pouvaient étre obtenues grace a 1’étude des courbes de recouvrement de flu-
orescence en fonction du temps. Nous avons pu préciser I’évolution temporelle.

Dans cette section, nous avons mesuré au cours du temps 1’évolution des populations de
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protéines MexA libres et liées a des protéines OprM sous I'action d’une force exercée sur
le lien. Il s’agit d’une force élastique exercée par la membrane. Nous présenterons tout
d’abord le principe de cette expérience.

VI.5.1 Principe

Les protéines MexA fluorescentes sont mélangées avec des protéines OprM non fluores-
centes dans une phase éponge correspondant a une séparation entre bicouches dy, de 200
A. Pour cette valeur de dyy, les protéines interagissent en configuration frontale. Le pH
utilisé est égal a 7.5. Les protéines MexA sont introduites a raison de 2 protéines MexA
pour chaque trimére de OprM (qui représente la stoechiométrie déterminée a ce pH au
chapitre précédent). Les concentrations protéiques sont donc de 4 107! mol.dm=2 et de
2 1071 mol.dm~2 pour MexA et pour les triméres de OprM respectivement. Toutes les
protéines dont nous parlerons ici sont membranaires, les concentrations sont donc des
concentrations molaires surfaciques. Dans cette phase, une grande majorité de protéines
MexA sera associée a OprM selon les conclusions des chapitres précédents. L’état initial
de notre systéme correspond donc a des protéines MexA liées & des protéines OprM a
raison de 2 protéines MexA autour d’un trimeére de OprM.

Une solution S2 (voir Annexe B) est ajoutée a différentes fractions dans les différents
échantillons. L’addition de cette solution ne modifie pas la constitution des membranes
mais joue sur leur fraction volumique ¢ : la distance de séparation entre les bicouches
dw augmente et le lien entre les protéines MexA et OprM est sous tension (figure VI.28).
Nous avons supposé que ’ensemble membrane-protéine pouvait étre considéré comme un
ressort de raideur k.

Dans cette expérience, 1’écart par rapport a la distance dyo = 200 A(cf V.3), noté z
(= dw — dwo), varie entre 10 et 105 A

Sous leffet de cette force, les protéines MexA vont se décrocher de la protéine OprM
(figure VI.28). Une fois libres, ces protéines ne pourront pas se réassocier car pour des
distances entre bicouches supérieures a 210 A |, nous avons montré qu’aucun accrochage
n’est possible (cf V.3).

Les réactions mises en jeu sont donc les suivantes :

AQM — A -+ AlM
{ (V1.20)

On considére que méme si une protéine reste accrochée, les déformations de la membrane
ne sont pas suffisantes pour permettre un accrochage. C’est pourquoi la premiére équation
n’est pas un équilibre. Les notations des chapitres précédents sont reprises ce qui signifie
que A;M désigne la protéine MexA liée a un trimére de OprM et AsM représente le
complexe entre 2 protéines MexA et un trimére de OprM. On pose A la protéine MexA et
M le trimére de OprM. Comme dans les sections précédentes VI.3 et VI.4, nous supposons
que chacune de ces dissociations est gouvernée par un méme taux de dissociation kgap(f).
Ce taux de dissociation est une fonction de la force f exercée sur le lien qui dépend de
I'écartement z des bicouches par rapport a la position dyo = 200 A. Nous faisons ici
I’hypothése que les deux protéines MexA déforment de maniére identique la membrane et
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Figure VI.28: Le lien entre les protéines MexA et OprM est formé
puis mis sous tension en séparant les bicouches. Sous 'action de
la force de rappel exercée par la membrane. Les protéines vont se
détacher. On mesure le recouvrement de fluorescence des protéines

MexA qui vont passer d’un état lié a un état libre.

qu’elles participent toutes deux a I’élasticité de I'ensemble (cette hypothése sera justifiée
par la suite). Nous avons aussi envisagé le cas ou la force exercée sur le complexe AyM
est égale a la moitié de celle exercée sur A;M du fait de deux points d’ancrage et les
résultats obtenus sur les constantes de dissociations sont trés proches mais moins précis
(voir annexe F). Les équations d’évolution pour chacune des espéces MexA, A;M et AyM

du systéeme s’écrivent donc :

( % = kaam (f) - ([A1M] + [A2M])
% = kaan(f) - ([A2M] — [ALM])
d[A;M]

— s = —kaan (f) - [AaM]

On note avec un indice 0 les quantités de protéines au début de notre expérience c’est-a-
dire au moment ol on écarte les bicouches. Selon les résultats obtenus pour la détermi-
nation de Kpaps (section VI.3) sur les constantes a 1’équilibre, nous avons donc au temps

t=0, la répartition suivante :
e [A]p = 3.3 107" mol.dm ™2,
o [A;M]y = 2.6 107" mol.dm ™2,
o [A;M]p = 1.7 107" mol.dm™2.
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L’équation d’évolution VI.21 de la concentration en AsM conduit a la loi d’évolution
suivante :

(A2 M](t) = [AaM]o exp(—kaanr(f) - 1) (V1.22)

Ce résultat est injecté dans I'équation d’évolution de la quantité [A;M| pour obtenir
I’équation suivante :

d[ifltM] + kaan (f) - [AM] = kgan (f)[A2M]o exp(—kaan (f) - 1)

Son intégration, en tenant compte des conditions initiales, donne :

[AM](t) = ([AiM]o + [A2M]o - kaan(f) - t) exp(—=kaan(f) - 1) (V1.23)
La concentration en MexA est obtenue par integration de la quantité kgaps - ([A1 M](t) +
[A3M](t)). Finalement d’apres les résultats VI.23 et VI.22, la loi d’évolution de la con-
centration en protéines MexA s’écrit :
[A](t) = { — ([A1M]o + 2[AaM]o) — [A2M]o - kaan(f) 't} exp(—kaan(f) - t)
+[Alo + [A1M]o + 2[A2 Mo (VI.24)

Les intensités de recouvrement de fluorescence sont ajustées par une double exponentielle
et donnent accés & deux intensités distinctes : celle relative aux éléments libres 14 et celle
correspondant aux protéines MexA liées [ 45,. On ne peut distinguer les contributions des
complexes protéiques avec 1 ou 2 MexA par trimére de OprM. En outre, nous avons établi
que la contribution du complexe AsM était sous-estimée et qu’il fallait en tenir compte
en utilisant un facteur correctif 7 = 0.165 pour cette fraction (voir la section V.5.3). Le
[AyM] + 29[ A, M]
A [A4] '
Selon les équations VI.22, VI.23 et VI.24, la dépendance temporelle de ce rapport est :

[AM] + 2n[As M) ([AvM]o + 2n[As Mo + [AsM o - kaane(f) - t) exp(—kaan (f) - )

4] - { — % — [A2M]o - kaan (f) 't} exp(—kaan (f) - t) + 00
(VI.25)

. Y, : .
rapport entre ces deux intensités T est proportionnel a

ol

opg = [A]() + [AlM]O + 2[A2M]0 et Yo = [AlM]O + Q[AQM]O
Dans cette équation, un seul paramétre est inconnu : le taux de dissociation kgan(f)-
L’inverse de ce taux donne le temps de dissociation de la liaison 74, qui dépend lui aussi
de la force et donc de I’écartement z.
[’enregistrement des courbes de recouvrement de fluorescence permet donc la détermina-
tion de la dynamique de décrochage sous l'effet d'une force élastique constante.

VI1.5.2 Mesure dynamique de détachement du lien MexA-OprM
Temps de dissociation obtenu pour une distance de 210 A entre les bicouches

Les courbes de recouvrement de fluorescence de la protéine MexA en fonction du temps
font apparaitre deux exponentielles (figure VI.29). Au temps t=0 aprés préparation de
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Figure V1.29: Intensités de recouvrement de fluorescence obtenues
a différents instants. Ces intensités sont renormalisées de maniére
a pouvoir les comparer. De droite a gauche, la courbe bleue est
obtenue aprés un temps de 120s, la courbe verte aprés 7800 s, la
courbe orange aprés 10* s et la courbe rouge aprés 1.7 10* s.

I’échantillon, T4, est trés supérieure a 14. A mesure que le temps augmente, la composante
[4 devient plus importante. Ceci correspond a une augmentation de la concentration en
protéines MexA libres. Au bout de 200 minutes, les courbes sont de simples exponentielles

dont la constante de diffusion correspondante est de 4.5 um?.s™! (courbe rouge de la figure
VI1.29).

1
Le rapport des intensités “AM st relevé en fonction du temps (figure VI.30). La
A

temps (s)
|

0 20 40 60 80x10°

Figure VI.30: Variation du rapport des intensités Ians et Iy en
fonction du temps d’enregistrement des courbes de recouvrement
pour un échantillon correspondant a un écartement z de 10 A . La
courbe en trait plein donne I’ajustement par la formule VI.25. Cet
ajustement conduit & un temps de dissociation de 6000 4 800 s.

décroissance a lieu sur des échelles de temps importantes. L’ajustement avec 1’équation
VI1.25 fournit une valeur du temps de dissociation 7419 = 6200 £ 800 s (figure VI.30).
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Variation de 7, en fonction de I’écart z

En faisant varier ’écartement dy entre les bicouches, on varie la force exercée sur la liaison
MexA-OprM. On constate que ce temps de décrochage diminue quand I’écartement entre
les bicouches augmente. Ainsi pour une valeur de z égale a 29 A | le temps de dissociation
Ta20 est de 1740 £ 150 s (figure VI.31). D’aprés la théorie développée par Kramers [149]
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Figure VI.31: Variations du rapport des intensités Ians et Ix en
fonction du temps d’enregistrement des courbes de recouvrement
pour un échantillon correspondant a un écartement z de 29 A .
La courbe en trait plein rouge donne I’ajustement par la formule
V1.25. Cet ajustement donne un temps de dissociation de 1740 +
150 s.

puis par Evans [158], le temps de décrochage entre deux objets soumis a une force f s’écrit :

E- E-%k-z-
Td» = To €Xp (#) = Tp exp (%) (VI.26)

ol z, est la position du puits de potentiel, E désigne ’énergie de liaison du lien et f
représente la force exercée par la membrane sur le lien. Dans le cas qui nous intéresse,
cette force peut étre modélisée comme une force de rappel élastique. On désigne par k
la constante de raideur de ’ensemble constitué par les protéines et la membrane (figure
VI1.33).

Nous avons tracé les temps de dissociation obtenus pour différentes valeurs d’écartements
z = dw — dwo (figure VI.32). Les valeurs de 74, sont ajustées par une courbe exponen-
tielle. Le modéle de Evans proposé VI.26 peut donc expliquer nos données.

La valeur extrapolée en z=0 est égale a 8800 £ 500 s. La valeur établie lors des mesures
faites sur les temps de dissociation a la section VI.4 est donc retrouvée puisque un temps
de dissociation de 9100 s avait été déterminé (ce point est d’ailleurs ajouté sur la figure
VI.32 pour comparaison). Cependant, la mesure que nous venons d’effectuer est plus
facile. Le traitement des courbes de variation des rapports d’intensité en fonction du
temps est plus direct.

Nous avons alors un moyen pour déduire un temps de dissociation en ’absence de force a
partir de I’'examen des courbes de recouvrement de fluorescence résolue en temps.
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Figure VI.32: Variations du temps de dissociation 74, en fonction
de Décartement z par rapport a dyo = 200 A. Ces mesures sont
ajustées par une exponentielle décroissante (trait continu rouge).

Le carré vide donne le temps de dissociation obtenu a la section
V1.4.

V1.5.3 Constante de raideur

k

membrane
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Figure VI.33: Modélisation sous forme de ressorts de la situation
de la mesure. Chaque élément(membrane et protéines) peut étre
considéré comme un ressort de raideur k qui applique une force sur
la liaison

Nous avons établi que la loi de variation du temps de rupture en fonction de I’écartement
imposé était de la forme :

—£7
Td, = Td,0€ ¢

avec

kz,
kgT

&=
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DYNAMIQUE DU LIEN ENTRE PROTEINES

On obtient une valeur de ¢ de (4.5 4 0.1) 1072 A~'. On a ainsi une estimation du rapport

kT
kB qui est de 22.1 A(figure VI.32).
T

Nous allons essayer d’estimer la constante de raideur k du ressort équivalent a ’ensemble
membrane-protéine. x, représente la largeur du puits énergétique (figure VI.14). Nous
avons vu dans la section V.3 que pour des écarts supérieurs a 5 A par rapport a dyo,
I’accrochage n’a plus lieu. z, a donc une valeur inférieure a 5 A. Nous avons donc supposé
que x, était égal a 5 A. En effet, cette discussion n’a pas pour but de donner une valeur
exacte de la constante de raideur mais bien de comparer des ordres de grandeur. Cette
hypothése conduit a une valeur de constante de raideur pour le couple membrane-protéine
de l'ordre de 3.6 mN/m.

Essayons d’avoir une estimation de la raideur totale par un autre moyen. Tous les élé-
ments, membrane comme protéines, peuvent étre envisagés comme des ressorts de raideur
k; différentes. Ces ressorts sont associés en série (figure VI.33). La raideur équivalente se
déduit de :

1 1 1 1 2

D B R v S—— (Vi.27)
Calculons tout d’abord la raideur équivalente de la protéine MexA. Cette protéine est
flexible [40]. Vaccaro et al. ont fait des simulations de dynamiques moléculaires et on
trouvé que 'angle entre les deux segments de la protéine peut varier de 15 © sous l'effet
de I'agitation thermique. Cette variation angulaire conduit a une variation en longueur
Al de 15 Aautour de sa position d’équilibre. On peut estimer que I’énergie thermique est
donc égale a I'énergie du ressort soit :

1 2

EkMexA(Ag) ~ kBT
La constante de raideur équivalente est alors de I'ordre de kjse,4a = 4 mN/m.
En ce qui concerne la protéine OprM, aucune donnée sur sa flexibilité n’a été publiée.
Toutefois, une étude sur les modes normaux de cette protéine est en cours au Laboratoire
de RMN et Cristallographie Biologiques. Elle est menée par Gilles Phan. Dans I'attente
de ces résultats, nous supposerons en premiére approximation cette raideur infinie.
Nous devons maintenant considérer la membrane. Des mesures de microscope a force
atomique (AFM) ont été réalisées sur des lipides posés sur une surface percée de trous
|4]. La pointe d’AFM est utilisée pour appuyer sur la membrane perpendiculairement a
sa surface. Ces mesures permettent d’accéder a un module d’Young a deux dimensions
de 0.2 N/m. Cette valeur donne une premiére estimation de la constante de raideur de
la membrane. Des expériences ont été faites sur des vésicules lipidiques [151] [152] [153].
Une bille maintenue au moyen de pinces optiques est attachée sur un vésicule. La bille est
ensuite tirée de maniére a créer un tube. Pour des tubes qui sont inférieurs a 0.5 um de
longueur, la courbe force-longueur est linéaire. On obtient une pente de 0.24 N/m. Ces
deux expériences donnent des valeurs proches pour la valeur de la constante de raideur
d’une membrane lipidique. Cependant une bicouche lipidique a un module de rigidité
supérieure a celui d’'une bicouche de tensioactif. Les valeurs obtenues pour les lipides
sont Kppiges ~ 10 — 50kpT alors que pour la bicouche de C12E5/3-OG nous avons mesuré
k = 0.6kpT au chapitre III. D’aprés Landau [58|, le module de rigidité est directement
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Chapitre VI

proportionnel au module d’Young a deux dimensions. Ainsi, une estimation de la con-
stante de raideur de la bicouche est comprise entre 2.4 et 12 mN /m.

Finalement, en reprenant I’équation VI.27, la constante de raideur de I’ensemble membrane-
protéine est estimée & k = 1-3 mN/m. Cette gamme de valeurs est donc proche de celle
que nous avons évalué grace a I’étude des variations des temps de dissociations en fonc-
tion de ’écart z. Ces deux estimations sont du méme ordre de grandeur, ceci valide notre
raisonnement. Pour améliorer ce dernier, il faudrait tout d’abord pouvoir accéder a une
mesure de x,. Une des déterminations possibles de cette valeur utilise la spectroscopie dy-
namique de force et I'analyse de Evans. Toutefois cette méthode est contestée [156] et les
résultats obtenus ont une incertitude importante. En outre, il faudrait parvenir & mesurer
la constante de raideur de la membrane pour une bicouche de tensioactifs. L’utilisation
de la technique d’AFM serait envisageable pour cela. Enfin la détermination de la rigidité
de la protéine OprM devrait donner des résultats intéressants.

En conclusion, nous avons réalisé un systéme qui applique une force constante sur une
liaison de maniére a obtenir des temps de rupture d’un lien dans un milieu modéle de
bicouches. Nos mesures montrent que I’on peut accéder ainsi aux temps de dissociation
des objets. Cette mesure du temps de dissociation sous contrainte est plus précise que
I’estimation que I’on pouvait faire en utilisant un remplacement de molécules fluorescentes
par des molécules non fluorescentes (section VI.4). Elle est surtout plus simple puisque les
déplacements d’équilibre et les réassociations ne sont pas a prendre en compte. Le résultat
extrapolé a un écartement z nul donne une bonne estimation des temps de dissociation. De
plus, cette mesure permet de déduire une raideur équivalente a I’association membrane-
protéine qui concorde avec les estimations de la valeur de la rigidité de la bicouche.

Conclusion

L’importance de la compréhension des mécanismes a l'intérieur de la membrane des cel-
lules n’est pas a démontrer. Or, les dispositifs permettant d’y avoir accés sont peu nom-
breux. En ajoutant une composante temporelle a I’enregistrement de courbes de recou-
vrement de fluorescence, on peut avoir accés a la dynamique de I’association entre objets
et ainsi aux taux d’association et de dissociation de protéines a deux dimensions. En
outre, les études stoechiométriques renseignent sur les constantes d’équilibre.

Essayons de donner les limites de I'analyse que nous avons développée. Avec notre
méthode, nous parvenons a mesurer des temps d’associations ou de dissociations s’ils
sont supérieurs a 60 s. Les concentrations minimales utilisables sont de ’ordre de 0.1-1
pmol.dm? pour avoir un bon signal de recouvrement. Les taux d’associations sont donc
mesurables tant qu’ils sont inférieurs a 10'°-10' mol~!.dm?.s™!. Les taux de dissocia-
tions sont mesurables tant qu’ils sont inférieurs a 1072 s~! puisque la limite de résolution
temporelle est de 'ordre de la minute soit 60 s.

Nous avons pu dresser un bilan sur la dynamique du lien entre MexA et OprM. Les
constantes obtenues sont rappelées dans le tableau VI.6. Pour compléter la description
de la pompe a efflux, il aurait fallu faire la méme étude sur les liaisons MexA-MexB ou
MexB-OprM. Toutefois, nous n’avons pas eu le temps de réaliser ces mesures.
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Chapitre VII

Energie de liaison

Dans les chapitres précédents, nous avons caractérisé I'interaction entre les protéines
MexA et OprM. D’un point de vue statique, nous avons déterminé la stoechiométrie et la
géométrie de leur assemblage. D’ un point de vue dynamique, nous avons mesuré les temps
de formation et de dissociation du complexe. Cependant, ces résultats ne fournissent pas
d’informations sur les forces entre ces deux protéines. Dans ce chapitre, nous donnerons
les résultats que nous avons obtenus sur les mesures d’énergies de la liaison MexA-OprM.

VII.1 Principe

Dans cette partie, nous allons tout d’abord décrire le principe de notre mesure puis nous
discuterons les résultats obtenus. A la section V.5.3, nous avons vu que nous pouvions
atteindre une constante de dissociation a 1’équilibre pour la liaison entre les protéines
MexA et OprM.

Dans le cas général d’une interaction entre une protéine P et son ligand L qui réagissent
en solution :

D

PL S P+ L

La constante de dissociation a I’équilibre Kp a pour expression quand le ligand est en
exceés [155] :
1 E
Kp = exp (= ) VIL1
D=y P T T (VILL)
avec V,, le volume molaire du ligand et E 1’énergie de liaison de P-L.

Pour des protéines P1 et P2 qui diffusent en surface et interagissent, on peut raisonner
par analogie. L’expression de la constante de dissociation du systéme s’écrit :

Kp= i exp ( - k%) (VIL2)

ou S,, désigne une aire caractéristique du probléme. Il est en effet raisonnable de penser
que la dépendance de la constante de dissociation en fonction de la température est la
méme. La phase éponge que nous utilisons est stable entre 6 et 30 °C. Ainsi on peut
accéder aux variations avec la température des constantes de dissociation a I’équilibre.
On vérifiera que ces variations présentent bien une dépendance exponentielle en fonction

de T La pente permettra alors d’atteindre la valeur de I’énergie de liaison.
B
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Chapitre VII

VII.1.1 Variation avec la température

Des protéines MexA fluorescentes sont mélangées avec des protéines OprM. On définit r 45,
le rapport molaire entre les quantités initiales respectives de chacune de ces protéines :

ray = —20. Ce rapport est varié entre 0.1 et 12. Les échantillons sont placés une nuit
n

dans une enceinte thermostatée.
Les figures de recouvrement sont des doubles exponentielles comme nous ’avons vu a la
section V.5.3 :

Tye /™4 £ T et/ man

L’intensité 14 se rapporte & une composante dont le coefficient de diffusion est rapide a
4.2 + 1 um?s~!. Cette intensité correspond a la population de protéines MexA libres.
L’intensité 14, se rapporte a une composante dont le coefficient de diffusion est égal a
0.5 & 0.3 um?.s~!. Cette intensité correspond a la population de protéines MexA liées
avec la protéine OprM.

Le rapport des intensités 14/T4ps est relevé en fonction du rapport molaire r4,,. Ce rap-
port est proportionnel au rapport des quantités de protéines MexA libre et liée. Cette
démarche est réalisée pour différentes températures (figure VIL.1).

Tout d’abord, on remarque pour ces courbes la présence d’un saut important corre-
spondant a ryp,=2. Nous avons interprété ce saut a la section V.5.3 comme le saut a
I’équivalence. On observe que la position du point d’équivalence n’est pas modifiée dans
la gamme de température étudiée.

Pour des valeurs de r4); supérieures a 2, nous pouvons voir que les résultats de T4 /T4p,
sont trés proches quelle que soit la température. Cette zone du graphique correspond a
un nombre de protéines MexA introduites en excés. Nous avons vu a la section V.5.3 que
toutes les protéines OprM réagissaient et que la concentration en protéines MexA libres
augmentait linéairement pour de telles valeurs de r45;. Ceci est di a la faible valeur de
Kp. Ainsi quelle que soit la température, la constante Kp reste faible.

A mesure que la température de I’échantillon est augmentée, le saut qui marque I’équivalence
est moins important. En effet, les valeurs obtenues avant ’équivalence sont plus impor-
tantes quand la température est augmentée (figure VII.1). La constante de dissociation
qui en découle est donc plus grande.

Pour déterminer la constante de dissociation Kp(T) a chaque température, on utilise
la méthode décrite a la section V.5.3. Les variations de la constante de dissociation en
fonction de la température sont résumées dans la figure VII.2. L’ajustement des données
expérimentales par I'expression VII.2 est satisfaisant. Il permet de déduire :

e une énergie E de 11 £ 3 kg7 a partir de la valeur de la pente.
e une surface molaire S, de (3.6 4 2.3) 10® dm®.mol~! & partir de 'ordonnée a I’origine

Tout d’abord, I’énergie de liaison E trouvée par cette méthode est de 11 £+ 3 kgT'. D’autre
part, la surface molaire S, permet de déduire une surface par molécule S de (5 & 3) 1071°
dm? (S = S,,/N, avec N, le nombre d’Avogadro). Le rayon équivalent si on suppose que
cette surface est un disque est de (40 £ 30) A. Ce rayon est de I'ordre de grandeur du
rayon du segment périplasmique de OprM (30 A) ou de celui de la protéine MexA (30 A).
Nous ne connaissons pas la signification physique de ce rayon. Il est cependant raisonnable
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Figure VII.1: Evolution du rapport des intensités correspondant
aux fractions libres et liées en fonction du nombre de protéines
MexA introduites dans I’échantillon par trimére de OprM. Ce
rapport est étudiée pour différentes températures. Les disques
noirs rappellent les résultats obtenus pour une température de
293 K. Les résultats obtenus pour une température de 300 K sont
représentés par les triangles rouges et ceux pour une température
de 283 K par les triangles inversés bleus.
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Figure VII.2: Variation de la constante de dissociation avec la
température. Les données sont ajustées par la formule VII.2. On
a In(Kp)=a+b/T avec a=-22 + 1 et b=-3200 £ 500 K

de supposer qu’il est & mettre en rapport avec la taille des objets. Pour confirmer cette
hypotheése, il faudrait recommencer cette approche pour des ligands de rayons différents.
Les constantes de dissociation a 1’équilibre ne sont mesurées par aucune autre méthode.
Les ordres de grandeur de ces constantes sont donc difficiles a interpréter.

Ainsi, nous sommes parvenus a mesurer la variation de la constante de dissociation
du lien en fonction de la température. Ces variations permettent de déduire une valeur
de I'énergie de liaison d’un lien. En outre, I'expression de cette constante de réaction
fait apparaitre une surface. L’ordre de grandeur de celle-ci est en bon accord avec les
caractéristiques du probléme. La mesure d’énergie de liaison de deux protéines trans-
membranaires effectué par FRAPP est rapide et simple & mettre en ceuvre.

Lors de I'expérience d’association de MexA ;4,4 avec OprM en exces. Nous avons mesuré
des taux d’association et de dissociation. Ces résultats conduisent a une estimation de la
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constante d’association de (2.3 £+ 0.9) 107% mol.dm™3. En appliquant la formule VII.1,
comme OprM est la protéine en exceés, on trouve une énergie de liaison de 7.5 + 3 kgT.
Cette estimation est proche de celle que nous avons obtenu en mesurant Kp 4»s en fonction
de la température.

VI1.2 Confirmations ?

Grace a des mesures de recouvrement de fluorescence, nous avons obtenu une énergie de
11 + 3 kgT pour le lien entre MexA et OprM a l'intérieur de bicouches. Ce résultat est
original car il permet de donner une valeur de I’énergie de liaison entre deux protéines
membranaires dans un environnement proche de leur environnement in vivo.

Cette mesure demande une confirmation. Plusieurs démarches sont possibles.

La premieére repose sur I’étude dans la phase L3 d’une liaison d’énergie connue. Le lien
entre streptavidine et biotine nous a paru un bon candidat. Toutefois, le temps du vie
du lien est de 107 s. Pour que I’équilibre soit atteint, il faut laisser 1’échantillon au repos
pendant une durée supérieure. Une attente de plus de 116 jours est donc nécessaire. Sur
ces échelles et a température ambiante, les peptides ne sont pas stables. Nous avons donc
di renoncer.

La seconde confirmation serait d’utiliser une méthode de mesure d’énergie pour le lien
MexA-OprM. La méthode de la calorimétrie isotherme parait étre la meilleure possibil-
ité. Cependant ces mesures sont faites en solution. Elles ne sont pas applicable & un
systéme de bicouches dans lequel les protéines sont insérées. En outre, pour les protéines
membranaires, 'interprétation des résultats est rendue difficile du fait de la présence de
détergent.

Si le complexe parvient a étre co-cristallisé, on pourrait obtenir des valeurs d’énergie grace
a des méthodes de simulations moléculaires.

Il serait intéressant de pouvoir comparer cette énergie de liaison avec 1’énergie d’activation
du systéme. L’énergie de liaison représente la différence d’énergie entre état libre et état
lié alors que I'énergie d’activation est I’énergie de la barriére énergétique. Nous avons
commencé, parallélement, des mesures de molécules uniques avec la technique du BFP
(Biomembrane Force Probe) pour parvenir a cette mesure. Nous avons réussi a insérer
la protéine OprM dans des vésicules géantes (voir Annexe G). Un mutant de la protéine
MexA : MexAgonp, analogue de MexA mais sans chaine palmityl et avec une cystéine
libre a été produite et greffée sur des billes de silice. Cependant, nous avons rencontré
des problémes pour la mise en place de cette mesure liés trés certainement a la présence
de filaments. Les résultats obtenus sont présentés en annexe G. En outre, I’obtention
du spectre de force de la liaison ne renseigne pas de maniére univoque sur les valeurs de
I'énergie et de la largeur du puits de potentiel [156].
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Conclusion générale

Les protéines membranaires interviennent dans de nombreux processus d’échange de la
cellule. Pourtant les techniques pour les étudier dans un milieu proche des membranes
sont trés peu nombreuses. Nous avons donc créé des outils adéquats pour ces objets. Pour
cela, nous avons réalisé un environnement biomimeétique d’une membrane : une phase L3
(Chapitre III) constituée d'un tensioactif non ionique le C12E5, d’un cotensioactif le 5-OG
et d’une solution aqueuse. Cette phase est trés modulable. Elle est stable dans une large
gamme de température (6-30°C) et de pH (entre 5.5 et 8). L’épaisseur de sa bicouche peut
étre variée entre 32 et 48 A. La séparation entre bicouches est controlable entre 50 et 350 A.

Dans cet environnement de membranes simplifié, nous avons étudié par la technique
de recouvrement de fluorescence aprés photoblanchiment, la diffusion de protéines mem-
branaires de rayons variés. Nous avons ainsi pu contester expérimentalement le modéle
de Saffman-Delbriick qui relie le coefficient de diffusion d’une protéine au logarithme de
son rayon et a l’épaisseur de la membrane. Nos résultats ne s’accordent pas avec les
propositions de Saffman et Delbriick pour des molécules dont le rayon est inférieur a 30
A. Nous avons montré que le coefficient de diffusion était donné par (Chapitre IV) :

D kT A
4dmpha

(VIL.3)

ou a est le rayon de la protéine, h est sa taille hydrophobe, p est la viscosité de la mem-
brane et A est une longueur caractéristique propre a la bicouche. Ces conclusions offrent
de nouvelles possibilités. Puisque le coefficient de diffusion est proportionnel au rayon
des objets, il devient un outil sensible aux modifications de 1’état d’oligomérisation ainsi
qu’aux interactions entre protéines.

L’analyse des courbes de recouvrement de fluorescence permet de mettre en évidence
plusieurs populations de protéines fluorescentes a l'intérieur d’'un méme échantillon et que
I'intensité obtenue pour une espéce est proportionnelle a la concentration de cette protéine
(Chapitre TV). Ce résultat a été établi pour des espéces en solution ou membranaires.
Dans le cas de protéines qui se partagent entre deux fractions liée ou libre, nous avons
établi que la mesure des intensités permettait de déduire les concentrations de ces pop-
ulations (Chapitre V). Enfin, nous avons ajouté une composante temporelle a I’étude
de ces courbes de maniére a pouvoir étudier des phénomeénes dynamiques (Chapitre VI).
L’ensemble de ces résultats ont permis de développer une nouvelle méthode pour la dé-
tection et la caractérisation des interactions entre des protéines membranaires.
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Conclusion générale

Dans ce travail, nous avons étudié une interaction connue entre une streptavidine et un

peptide biotiné de maniére & pouvoir comparer nos résultats avec des ceux de la littérature.
Nous avons également étudié les interactions entre des protéines appartenant a une pompe
a efflux d’une bactérie & double membrane Pseudomonas aeruginosa (Chapitre I).
Nous sommes parvenus a obtenir une description compléte de ces interactions a l'intérieur
de nos bicouches. En effet, toutes les caractérisations de ces interactions ont été réalisées a
I’intérieur d’'un méme systéme. Il y a donc plus de concordance que lorsque des techniques
différentes sont utilisées pour la description d’une interaction. Les informations obtenues
sont d’ordre statique et dynamique.

A L’approche statique, nous a permis de détecter les interactions d’'une part et d’autre
part de déterminer (Chapitre V) :

e la configuration de ’assemblage (A savoir, si ’accrochage a lieu entre protéines
d’une méme bicouche ou entre protéines appartenant a des bicouches voisines
et dans ce dernier cas, la distance d’interaction peut étre précisée),

e le rapport de steechiométrie entre les différentes protéines de I'assemblage,

e |'action du pH sur ces caractéristiques.

B Du point de vue dynamique, nous avons réussi a mesurer des taux d’association et
de dissociation entre protéines membranaires insérées dans une bicouche (Chapitre
VI). Cette mesure est un résultat original qui a notre connaissance, ne peut étre
obtenu par aucune autre méthode . En effet, la technique des bio-senseurs comme le
Biacore ne permettent d’accéder qu’a des taux de formation pour des objets en solu-
tion. Notre méthode donne accés a des taux d’associations a trois et & deux dimen-
sions. Nous avons comparés ces taux d’association. Selon nos résultats, le rapport
entre ces deux taux fait intervenir une longueur qui pourrait étre liée aux caractéris-
tiques de I’exploration de ’environnement par la protéine. Nous avons ainsi souligné
I'importance des mesures & deux dimensions pour les protéines membranaires afin
de comprendre les cinétiques dans leur environnement. La méthode que nous avons
développée permet de mesurer directement des taux d’association inférieurs a 10!
mol~t.dm?.s™! et des taux de dissociations inférieurs & 1072 mol.dm~2.

C Du point de vue de I’énergie, nous sommes parvenus a mesurer des constantes de
dissociation a 1’équilibre (Chapitre VI) ainsi que leurs variations en fonction de la
température pour atteindre I’énergie de liaison entre deux protéines membranaires

(Chapitre VII).

Toutefois, certains résultats restent encore a comprendre.
La phase L3 que nous avons utilisée, est caractérisée par des mesures de SAXS, de conduc-
tivité et de cryofracture. Sa loi de dilution n’est cependant pas comprise et sa topologie
n’est pas connue. Il faudrait pouvoir faire une reconstruction a trois dimensions de cette
phase. La cryo-microscopie électronique serait un candidat possible pour parvenir a ce
résultat.

Au terme de I’étude réalisée sur les variations des coefficients de diffusion d’objets
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Conclusion générale

transmembranaires, nous avons introduit une longueur caractéristique A\ propre a la bi-
couche qui n’a pas pu étre mesurée. Seul le rapport entre cette longueur et la viscosité de
la membrane est déterminé. Nous avons proposé une méthode pour mesurer la viscosité
de la membrane de facon indépendante (Chapitre IV) qui reste a réaliser. Cette déter-
mination est toutefois essentielle pour comprendre les phénomeénes mis en jeu lors de la
diffusion dans les bicouches.

Notre méthode de détection et de caractérisation géométrique (configuration, distance
d’interaction, steechiométrie) des interactions est prouvée par les résultats concordants
obtenus avec une technique trés utilisée : le gel natif protéique (Chapitre V). Les ré-
sultats obtenus en étudiant I'interaction connue entre la streptavidine et la biotine ont
appuyé ces conclusions. L’étude de cette interaction nous a permis de mesurer une con-
stante d’association & deux dimensions (Chapitre VI). La comparaison de cette constante
avec la valeur tabulée pour des protéines en solution fait intervenir une distance qui est
proche des distances caractéristiques du probléme. Puisque notre approche peut s’étendre
a la mesure de taux d’association entre une protéine en solution et une protéine mem-
branaire, il serait intéressant de comparer nos résultats avec les cinétiques obtenues par
des techniques plus traditionnelles de bio-senseur.

Pour I'approche énergétique, nous avons étudié les variations de constante d’équilibre
en fonction de la température pour déduire I’énergie de liaison. Il faudrait vérifier la valeur
de I’énergie obtenue par la méthode de calorimétrie isotherme en titration. Cependant
ces expériences ne sont pas aisées a mettre en ceuvre pour des protéines membranaires.
Une seconde possibilité est d’avoir recours a la simulation moléculaire qui par étude de
co-cristaux de complexes parvient & déduire une affinité.

En ce qui concerne la compréhension des mécanismes d’assemblages des pompes a

efflux, nous avons mis en évidence : une interaction frontale entre MexA et OprM, une
interaction latérale entre MexA et MexB et une interaction frontale entre MexB et OprM.
Nous avons montré que les dynamiques de ces associations se font sur des échelles dif-
férentes. Ainsi ’association la plus lente est celle entre les protéines MexB et OprM.
L’addition de la protéine MexA accélére la dynamique de cet assemblage.
[’étape suivante est de faire fonctionner la pompe a eflux. Nous avons reconstitué les
différentes protéines MexA, MexB et OprM en vésicules géantes. On pourrait ainsi créer
une pompe par la mise en contact de deux vésicules et mesurer un efflux. Toutefois, cette
reconstitution in wvitro nécessite de résoudre des difficultés majeures. Tout d’abord, le
canal constitué par OprM doit étre ouvert. Or toutes les protéines cristallisées sont a
I’état de pore fermé. Il faudrait parvenir a déterminer le mécanisme d’ouverture. Enfin,
il faudra trouver un moyen simple et efficace de fournir de I’énergie a cette pompe soit en
créant une différence de pH entre milieu interne et externe de la vésicule soit en ajoutant
un transducteur d’énergie a 'intérieur des vésicules.
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Annexe A

Tensioactifs et lipides utilisés

Caractéristiques du 5-OG

HO

 OCH2(CHz)eCH;

OH

HO
OH

Figure A.1: Formule développée du (3-OG
Formule Chimique Brute : Ci4Hog0g
Nom : Octyl-B-D-glucopyranoside ou [-octylglucoside
Masse molaire : 292.37 g.mol L.

Concentration Micellaire Critique : 2.5 1072M
Fournisseur : Sigma-Aldrich

Caractéristiques du DDM

b j—o OCHQ(CH )10CH3

OH oOH

Figure A.2: Formule développée du DDM

Formule Chimique Brute : Ci4H250g
Nom : Dodécyl maltoside
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Masse molaire : 510.62 g.mol ™.
Concentration Micellaire Critique : 2.5 107*M
Fournisseur : Sigma-Aldrich

Caractéristiques du SDS

O

\‘Sﬁ?
CH3(CH2)1 DCHQOJ “ONa
Figure A.3: Formule développée du SDS

Formule Chimique Brute : CioHysNaOyS
Nom : Sodium dodécyl sulfate
Masse molaire : 288.4 g.mol~".
Concentration Micellaire Critique : 6-8 mM

Caractéristiques du C14DMAO

CH,;

Figure A.4: Formule développée du C14DMAQO

Formule Chimique Brute : Ci5H35NO
Nom : Tetradécyldiméthyl aminoxide
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Tensioactifs et lipides utilisés

H— (OCH,CH,):OCH,(CH,),,CHj

Figure A.5: Formule développée du C12E5

Caractéristiques du C12E5

Formule Chimique Brute

: CgoHyOg

Nom : Pentaéthyléne glycol monododécyl éther
Masse molaire : 406.60 g.mol!.

Concentration Micellaire Critique : 6.5 1075M
Fournisseur : Nikkol Chemicals

Caractéristiques de 'EYPC

Composition :

16:0
16:1
180
18:1
1%:2
183
20:0
20:1
20:2
20:3
204
22:0
22:6

1 .Insaturé

. Saturé

S/1=0.87

Figure A.6: Composition de 'EYPC

Nom : Egg Yolk L-a-phosphatidylcholine
Masse molaire : 760.09 g.mol~*
Fournisseur : Avanti Polar Lipids
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Annexe B

Préparation des échantillons

Préparation des phases L3 du systéme C12E5/5-OG/H20

Solution 1 (notée S1) :

e 3-OG 0.9 % (pourcentage massique)

e NaCl 100mM

e Tampon phosphate pH 7.5 50mM

e Glycérol 5% (pourcentage volumique)
Solution 2 (notée S2) :

e NaCl 100mM

e Tampon phosphate pH7.5 50mM

e Glycérol 5% (pourcentage volumique)
Solution 3 (notée S3) :

e 3-OG 9 % (pourcentage massique)

e NaCl 100mM

e Tampon phosphate pH 7.5 50mM

e Glycérol 5% (pourcentage volumique)

Mode de préparation
Les phases utilisées lors de cette thése sont obtenues par simple mélange des solutions
S1, S2, S3 et de la solution de tensioactif C12E5. Les volumes sont prélevés au moyen de
pipettes Gilson de précision.
Quand les solutions contiennent des protéines, le volume S1 est en fait composé de deux
fractions : la premiére est la fraction de solution de protéines, la seconde est celle de
solution S1 pour compléter.

Volumes de solutions & mélanger pour préparer 100 uL de phases L3:
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VC12E5 (L)JVST (L) JvS2 (uL)  [VS3 (uL) _ [Fraction C12E5 (%) o (%)
3 30,3 66,7 0 3 3,3
3.5 35,4 61,1 0 3.5 3,9
4 40,4 55,6 0 4 4,4
4,5 45,5 50,0 0 45 5,0
5 50,6 44,4 0 5 5,5
5.5 55,6 38,9 0 55 6,1
6 60,7 33,3 0 6 6,6
6,5 65,7 27,8 0 6,5 7,2
7 70,8 22,2 0 7 7.7
7.5 75,8 16,7 0 7.5 8,3
8 80,9 11,1 0 8 8,8
8.5 85,9 5.6 0 8.5 9.4
9 91,0 0 0 9 9,9
9.5 89,9 0 0,6 9,5 10,5
10 88,8 0 1,2 10 11,0
10,5 87,6 0 1.9 10,5 11,6
11 86,5 0 2,5 11 12,1
12 84,3 0 3,7 12 13,2
13 82,1 0 4,9 13 14,3
14 79.8 0 6.2 14 15,4
15 77,6 0 7.4 15 16,5
16 75,4 0 8,6 16 17,6
17 73,1 0 9.9 17 18,7
18 70,9 0 11,1 18 19,8
19 68,7 0 12,3 19 20,9
20 66,4 0 13,6 20 22,0
21 64,2 0 14,8 21 23,1
22 62,0 0 16,0 22 24,2
23 59,7 0 17,3 23 25,3
24 57,5 0 18,5 24 26,4
25 55,2 0 19,8 25 27,5
26 53,0 0 21,0 26 28,6
27 50,8 0 22,2 27 29,7
28 48,5 0 23,5 28 30,8
29 46,3 0 24,7 29 31,9
30 44,1 0 25,9 30 33,0
31 41,8 0 27.2 31 34,1
32 39,6 0 28,4 32 35,2
33 37,4 0 29,6 33 36,3
34 35,1 0 30,9 34 37,4
35 32,9 0 32,1 35 38,5

Figure B.1: Mode de préparation des échantillons de phases L3
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Annexe C

Spectres de rayons X

Spectres de rayons X obtenus pour la phase lamellaire
du systéme C12E5/3-OG /Solution S2

Nous présentons ici quelques spectres obtenus lors de I’étude de la phase lamellaire présen-
tée au chapitre III. Les spectres choisis permettent de voir I’évolution de la période de la
phase lamellaire avec la fraction volumique de membrane.
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(a) Spectre pour une phase lamellaire de
fraction ¢ = 0.13
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(b) Spectre pour une phase lamellaire de
fraction volumique ¢ = 0.13
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(c) Spectre pour une phase lamellaire de
fraction ¢ = 0.16
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Spectres de rayons X

12— - 2= —
intensité intensité

00 T T T T T T T 00 T T T T T T T
0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16
(e) Spectre pour une phase lamellaire de (f) Spectre pour une phase lamellaire de
fraction ¢ = 0.22 fraction volumique ¢ = 0.25
1.2 = — 1.2
intensité intensité
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0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16
(g) Spectre pour une phase lamellaire de (h) Spectre pour une phase lamellaire de
fraction ¢ = 0.29 fraction volumique ¢ = 0.33

Spectres de rayons X obtenus pour la phase éponge du
systéme C12E5/3-OG /Solution S2

Nous présentons ici les spectres obtenus pour la phase éponge du systéme C12E5/3-
OG/Solution S2. D’autres spectres sont présentés dans le chapitre III. Les spectres
obtenus pour des fractions volumiques de membrane inférieures a 0.1 ont été enregistrés
par Frédéric Marchal (CEA-Gif-sur-Yvette) dans le groupe de Patrick Guénoun. Les
autres spectres ont été enregistrés au Collége de France sur l'expérience de Raymond
Ober (Laboratoire de Physique de la Matiére Condensée-Paris)
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(i) Spectre pour une phase de fraction ¢ = (j) Spectre pour une phase de fraction vo-
0.033 lumique ¢ = 0.055
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(k) Spectre obtenu pour une phase de frac-
tion volumique de membrane ¢ = 0.08
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Spectres de rayons X
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Annexe D

Résolution des équations cinétiques sur
la streptavidine

Dans le Chapitre VI, nous avons obtenu le systéme d’équations suivant :

( d[BL
| ; 2l B (S))
t
d[S-BL
WPl _ 811l () D.1)
d[S-(BL
| BBl _ 151, 5L
t
On déduit de la premiére équation de ce systéme, ’évolution de la quantité de BLs :
t
[BL1s] = [Bo] exp(—;) (D.2)
ouT = RN et [Bp] désigne la concentration surfacique initiale en biotine.
a1~0

La loi d’évolution de la quantité S-BLqy se déduit de la troisiéme équation du systéme
quand on remplace la concentration de BLjy par son expression temporelle (équation
D.2) :
-BL B
o) By
La solution de cette équation avec comme condition initiale une concentration nulle en
S—BL12 s’écrit :

S-BLs) = [BO]{1 —oxp (- ;)} (D.3)

On injecte ces deux derniéres expressions D.2 et D.3, dans la derniére équation du systéme.
L’évolution de la concentration en streptavidine liée a deux peptides appartenant a une
méme membrane est décrite par :

AFBL] gy exp (1) {1 “ow (- E)}

La concentration en S-(BLjy)s est nulle au temps ¢t = 0, le résultat précédent s’intégre
donc sous la forme :
2t

[S-(BL1s)s] = k;[BO]%{% — exp ( - ;) + 5 exp ( - —)} (D.4)

T
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Annexe E

Calcul de concentrations protéiques
surfaciques

Détermination de I’aire de la bicouche

Pour calculer des concentrations surfaciques, il faut avoir accés a la surface A de la
bicouche.
Pour cela, nous avons besoin des informations suivantes :

e la masse molaire du tensioactif (M¢12p5)=406.6 g.mol ™!

e la masse volumique du tensioactif p = 0.967 g/mL

e Daire par téte polaire du C12E5 qui est de 42 A selon [71] o
e la fraction volumique de membrane de la solution utilisée ¢

e le volume de la solution V
L’aire de la bicouche est alors donnée par :

VopN,o

A—
M012E5

(E.1)

ou N, désigne le nombre d’Avogadro.
Les volumes des échantillons sont de 10 pL.. Les deux phases éponges utilisées lors de cette
these sont :

e une phase avec ¢ = 0.1 pour I'étude de la réaction entre streptavidine et peptides
biotinés,
e une phase pour laquelle ¢ = 0.05 pour ’étude de la réaction entre MexA et OprM

On obtient ainsi pour la premiére phase une aire de bicouche de 80 dm? et pour la seconde
40 dm?.

Détermination de la concentration surfacique

La concentration de protéine ¢ ajoutée en solution est connue ainsi que le volume de
protéines V... Donc la concentration surfacique en protéine s’écrit

_ C‘/;?’I‘Ot
Csurf = A
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Annexe F

Retour sur le temps de dissociation
avec une force constante

On soumet un lien entre les protéines MexA et OprM & une force f constante.

AM — A+ A M
{ (F.1)

Si on suppose que la déformation de la membrane est identique que l'on ait 1 ou 2
protéines MexA autour de OprM alors la force ressentie par chaque protéine MexA du
complexe AsM est égal a la moitié de celle ressentie pour un complexe A;M. Les équations
d’évolution s’écrivent alors :

(A s (F)LAM] + aans(£/2)[A0M)
d[élltM] = kaan (f/2)[A2M] — kaane (f)[A1 M] (F.2)
diAM]

L’équation d’évolution F.2 de la concentration en AsM conduit a la loi d’évolution :
[AaM](t) = [AaM]o exp(—kgan (f/2) - 1) (F.3)

Ce résultat est injecté dans I’équation d’évolution de la quantité [A;M| pour obtenir
I’équation suivante :

d[A; M]
dt

Son intégration, en tenant compte des conditions initiales, donne :
(A1 M](t) = [AyM]o exp(—kaan (f) - 1)

OdeM(kJ:?;]f(gdﬁi(f/2) - | exp(—kaan (f/2) - 1) — exp(—kaan (f) - )| (F.4)

Ainsi par conservation de la quantité de protéines MexA, on obtient pour la concentration
en protéines MexA libres :

+ kaan (f) - [AiM] = kaan (f/2)[Aa M| exp(—kgan (f/2) - 1)

+[As M|

[AJ(t) = ([Alo + [AM]o + 2% [A; M]o) — [AsM]o exp(—kaan (f/2)t)

2/{ZdAM(f) - deM(f/Z)

exp(—kaan (f)t)
kaare(f) — kaane (f/2)

(Faan (f/2)[A2M]o = (Kaan (f) = kaan (f/2))[A1 M]o)
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Retour sur le temps de dissociation avec une force constante

Le rapport des intensités correspondant aux fractions liées et libre de MexA est égal au
rapport :
[A1 M] + 2n[A; M]
4]

Dans cette expression, les valeurs de kgan(f) et kgans(f/2) sont les seules inconnues.
Examinons sur un exemple ’ajustement obtenu. Nous considérons la courbe pour laquelle
la distance z est de 10 A. Cette expression ne permet pas d’ajuster nos données, il faut la
multiplier par un facteur de proportionnalité supplémentaire pour obtenir un ajustement
correct (figure F.1). Les valeurs obtenues pour les deux constantes de dissociation sont
alors : kgan(f/2)= (1.2 + 1.6) 1074 s71 et kgans(f)= (1.4 + 4.5) 107* s71. Les temps de
dissociations qui s’en déduisent sont 744(f/2) = 8000 & 11000 s et 744p(f) = 7000 £+
22000 s. Ces résultats sont peu précis. Ils sont toutefois proches des valeurs que nous
avons obtenu par la méthode présentée au chapitre VI pour des taux de dissociation
correspondant & z de 5 et 10 A. Nous avons obtenu : Ta—5(f) = 7000 s et 74.-10(f) =
5600 s.

1.0

INYRAN

temps (s)
- »

0 20 40 60 80x10°

Figure F.1: Variation de I4p;/I14 en fonction du temps. Ces don-
nées sont comparées a ’ajustement obtenu au chapitre VI. On les
ajuste ici avec les expressions obtenues en supposant une force qui
dépend du nombre de liaisons. Les deux constantes de dissocia-
tions obtenues sont kgan (f/2)= (1.2 £ 1.6) 1074 s7! et kgan (f)=
(1.4 + 4.5) 107* 571

Les résultats obtenus par cette modélisation ne sont pas trés probants. Ils introduisent
un facteur de proportionnalité absent des autres mesures faites avec les intensités. En
outre, les valeurs obtenues finalement pour les temps de dissociation sont proches de
celles que nous avons pour le modéle simplifié du chapitre VI. Nous avons donc préféré
un modéle plus simple qui suppose que les deux protéines MexA de ’assemblage A;M ont
la méme contribution. Ce modéle prend ainsi en compte 1’élasticité des protéines.
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Annexe G

Expériences réalisées sur le BFP sur le
lien OprM-MexA

Spectroscopie dynamique de force

L’expérience de BFP [157] [158] permet d’accéder a des forces de rupture pour des liens
uniques.

Pourquoi choisir le BFP?

Les techniques permettant les mesures de force de rupture d’'un lien unique sont nom-
breuses [159]. Parmi les plus utilisées, on peut citer le microscope a force atomique, les
pinces optiques et le BFP. La différence principale entre ces techniques repose sur la na-
ture du capteur de force utilisé pour déterminer les forces entre protéines et ligands.
Dans le cas du microscope a force atomique, ce capteur est une pointe fonctionnalisée par
un ligand qui va réagir avec un récepteur sur un substrat et provoquer une déflexion du
support de la pointe [160] [161|. Les forces qui peuvent étre mesurées sont donc comprises
entre quelques dizaines de piconewton jusqu’au nanonewton [162]|. Toutefois, lors d’une
méme expérience, la raideur du ressort ne peut pas étre variée, il faut changer la pointe
utilisée.

La technologie des pinces optiques [163] fait interagir une bille fonctionnalisée par un lig-
and avec un récepteur greffé sur une surface. La bille subit une force exercée par un piége
optique. La position de la bille renseigne sur la force de liaison. Les forces appliquées
sont variées en modifiant I'intensité de I’éclairement. La gamme de force atteinte s’étend
entre 0.01 et 100 pN.

Pour le BFP, le capteur de force utilisé est un globule rouge. Sa raideur est facilement
variable. La gamme de force de rupture atteinte s’étend sur cinq ordres de grandeur :
entre 0.01 pN et 1 nN.

Les méthodes de reconstitution de protéines sur des bicouches supportées qui sont utilisées
en AFM et par les pinces optiques sont plus difficiles & mettre en oeuvre. L’incorporation
de OprM semblait plus difficile dans ces bicouches. Nous avons préféré une incorporation
en vésicules et nous avons donc choisi la technique du BFP.

Spectroscopie dynamique de force

Nous allons dans cette partie, parler des théories qui ont essayé de relier les forces aux
énergies et nous soulignerons leurs limites. On se place dans le cas d’une barriére unique
et étroite. Pour un lien entre deux protéines, 'allure du profil énergétique (c’est-a-dire
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Expériences réalisées sur le BFP sur le lien OprM-MexA

I'énergie le long de la coordonnée réactionnelle) de cette interaction est dessiné sur la
figure G.1. Il est caractérisé par un puits de potentiel de profondeur E ou E est ’énergie
de liaison et une barriére énergétique assurant le passage entre les états libre et lié dont la
hauteur est 1’énergie d’activation E, (figure G.1). En I’absence de force extérieure, seules
les fluctuations thermiques permettent de passer de ’état lié a 1’état libre. L’application
d’une force extérieure sur ce lien va diminuer la hauteur de la barriére et déplacer la
position des maximum et minimum de la courbe énergétique (figure G.1). La probabilité
de dissociation va donc augmenter. Bell [164| a étudié cette augmentation du taux de

Xa0

} Energie i

A

Coordonnée réactionnelle x

Xe0
Xef

Figure G.1: Profil énergétique d’une interaction entre deux ob-
jets, confinée par une unique barriére énergétique. L’action d’une
force extérieure f sur le systéme modifie le panorama énergétique.
Pour une barriére trés fine, la hauteur de la barriére représente le
changement principal.

dissociation avec ’application d’une force extérieure en extrapolant un modéle de tran-
sition dans les gaz. Il obtient pour le taux de dissociation vy (c¢’est-a-dire le nombre de
dissociations par seconde) I'expression suivante :

Ea — fXa f
Vg =1vgexp| — ————= G.1
= I)< kT ) (G-1)
Ainsi le temps de vie de la liaison décroit exponentiellement avec la traction :

_IXay
Tqg = To€ *BT

Evans a développé une théorie moléculaire dans les liquides [158] qui s’appuie sur les
résultats de Kramers [149]. Il applique les équations de Smoluchovski pour prédire ce
taux de dissociation et obtenir une formule analogue a celle de Bell [158] [165] :

D Eu(f)
W‘mﬁ”(@T> (G-2)
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D désigne la mobilité locale des états. La longueur ¢, qualifie le confinement c’est-a-dire la

largeur du puits. Dans I'approximation d’un puits de potentiel harmonique, /. est déduite
. O’E :
de la courbure autour du minimum k., = —(z.) par la relation :

0x?

0 = [2wkpT
Ke

La longueur ¢, représente ’épaisseur effective de la barriére. Elle est définie autour de la
position de la barriére x, par la relation suivante :

0 = [2wkpT
Ka
2

avec k. = ——(z,) la courbure du potentiel au niveau de la barriére énergétique. De cette

maniére, I’application d’une force peut affecter la valeur de cette longueur d’activation
puisque la position de la barriére et sa hauteur sont modifiées. Cependant, dans le cas
d’une barriére d’énergie étroite, I'influence majeure de la force sera portée par le terme

exp (iaT(Tn) avec E,(f)=E,(0)-fx.

(ol

Un temps caractéristique moléculaire de diffusion apparait dans cette formule 7p =

Il représente le temps nécessaire aux molécules de solvant pour percuter les objets en
interaction. Ce temps selon Evans peut varier entre 107! et 1077 s [159]. Pincet et al.
I’ont déterminé pour les différents puits de potentiel du lien streptavidine-biotine et ont
obtenu des temps entre 1072 et 10719 s.

Dans le cas d’expériences de BFP, la force augmente avec le temps. Les échelles de
temps des augmentations sont de 'ordre de la milliseconde. Elles sont trés supérieures
a 7p. Ainsi, on se place dans un régime stationnaire pour les molécules. Les taux de
dissociation sont donc une fonction de la force instantanée. Une statistique markovienne
peut étre appliquée sur la probabilité des forces de rupture. Evans montre que les forces
de rupture les plus probables varient linéairement avec les taux de charge. L’expression
de la force de rupture la plus probable s’écrit :

fr =" (g ) (@)

Xa VX, Va0

ol x, désigne la position de la barriére énergétique et vy est donnée par la relation G.2
pour une force appliquée nulle soit :

Vo = 1 exp (Ea(f)>
D k’BT

La variation de f* en fonction de In(r) est représentée par une droite dans le cas d'une

barriére unique ou des segments de droite relatifs a chacune des barriéres dans le cas de

plusieurs barriéres [165]. Les ajustements de chacune de ces droites permettent de con-

naitre les couples (x, et F,) des positions et des énergies pour chaque barriére.
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Figure G.2: Déformation du profil énergétique dans les hypothéses
d’un profil linéaire (a gauche) ou harmonique (a droite) extraite de
la theése de Julien Husson [156]. Pour ce dernier cas, les positions
des extremums sont déplacées.

Signalons que E. Evans néglige le déplacement des maximas de FE, provoquée par
I'application d’une force f (ce qui revient a négliger les modifications de la longueur
?,). Toutefois Julien Husson [156] montre que selon le modéle utilisé pour décrire le po-
tentiel énergétique, les valeurs de x, et E varient (figure G.2). Pour pallier ce probléme,
il faudrait connaitre la position des extremums de E ainsi que le profil énergétique a leur
voisinage.

Retenons donc qu’en I’état actuel de la théorie, les variations de f* avec r ne fournit pas
les valeurs de x, et E, de maniére univoque. Toutefois le BFP permet de connaitre les
forces de rupture les plus probables ainsi que le nombre de barriéres énergétiques.

G.1 Biomembrane Force Probe

La mise en place d’une expérience de BFP nécessite 'utilisation des techniques de mi-
cromanipulations. Les expériences sont réalisées au moyen de micro-pipettes placées a
I'intérieur d’une chambre. Une vésicule contient des protéines OprM. Elle est placée en
face d’une sonde sur laquelle sont greffées des protéines MexA. Cette sonde est constituée
d’une bille fonctionnalisée et d'un capteur de force qui est un globule rouge. La visuali-
sation se fait grace & un microscope optique. Nous décrirons ici le montage ainsi que la
réalisation des vésicules et des billes.

G.1.1 Le capteur de force

Les méthodes de mesure de forces requiérent I'utilisation d’un capteur de cette force :
dans le cas du BFP ce capteur est un globule rouge sur lequel on ajoute une bille. Ce
globule rouge est utilisé comme un ressort de raideur controlée et modulable en changeant
I’aspiration exercée sur ce globule rouge par une micropipette. La caractérisation du
globule sous contrainte est bien connue [166] [167]. La constante de raideur k, associée
au globule rouge dépend uniquement des parameétres géométriques du montage qui sont
mesurés avant chaque expérience et de I'aspiration qui est elle aussi controlée. On peut
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'estimer par l’expression suivante [166] :

T TAPR, (G.4)

T () + () (1 - )

g
P

ou R, désigne le rayon de la pipette, R, celui du globule et R, celui du contact avec la
bille-globule (figure G.3). AP est l'aspiration exercée sur le globule rouge.

Protéine OprM

Globule rouge

Protéine

MexA Micro-pipette

Aspiration
variable AP

Micro-pipette
Vésicule géante

Figure G.3: Description de I'expérience de BFP. Le globule rouge
sur lequel est fixé une bille greffée avec la protéine MexAcnp est
mis en face de la vésicule contenant la protéine OprM.

G.1.2 Préparation des billes fonctionnalisées avec MexA

Nous avons créé, comme nous 1’avons mentionné au chapitre II, une protéine mutante de
MexA nommeée MexAc-np pour laquelle la cystéine N-terminale reste libre sans palmyti-
lation. Sur cette cystéine, un maléimide-biotine est mis a réagir, de maniére a avoir une
protéine qui soit soluble et qui posseéde un groupement biotine. Notre expérience nécessite
que les protéines MexAqoyp soient greffées sur des billes. Les protéines MexAgonp sont
marquées avec un maléimide-biotine (voir chapitre II) alors que les billes de silice sont
fonctionnalisées avec des streptavidines ([140]). Protéines et billes sont mélangées mais il
faut jouer sur les concentrations relatives et sur le temps d’incubation pour parvenir a un
optimum de fonctionnalisation de la bille par MexAcnp. En effet, il faut que les protéines
MexA¢cyp soient suffisamment nombreuses pour autoriser des accrochages (or le nombre
de streptavidines a la surface des billes est tel qu’on se place déja en molécule unique) ;
d’autre part, tous les sites ne doivent pas étre occupés sinon la bille ne pourra plus étre
accrochée sur le globule rouge.

Cette étape d’optimisation est a tester pour chaque nouvel échantillon de protéines et
pour chaque nouvelle préparation de billes, ¢’est pourquoi nous allons surtout insister sur
le protocole.

Il faut tout d’abord tester les concentrations en protéines en utilisant un temps d’incubation
de 30 minutes et en mélangeant 20 uL. de solution protéique avec 1 pL. de billes. Dans
notre cas, la concentration maximale en protéines MexAcyp (12 pM) permet toujours
I’accrochage de la bille avec le globule rouge. Nous avons alors utilisé cette concentration
et nous avons augmenté le temps d’incubation. Au-dela de 40 minutes, ’accrochage entre
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globule et billes est rendu difficile.
Finalement, les billes sont donc préparées comme suit : on mélange 20 L. de solution de
MexAcnp & 12 pmol. L1 avec 1uL d’une solution de billes. On procéde ensuite & une

série de trois ringages avant de disperser les billes dans 25 ul. de la solution de la chambre
SB2 (Annexe H).

G.1.3 Reconstitution de la protéine OprM en vésicules géantes
unilamellaires (ou GUV)

La technique du BFP requiert I'insertion de la protéine OprM dans une vésicule lipidique.
La seconde étape est alors la reconstitution en GUV de OprM.

Les vésicules géantes sont trés utilisées afin d’étudier la dynamique des protéines [168],
[169], |170]. Différentes méthodes de production de vésicules géantes contenant des pro-
téines membranaires ont été développées. La premiére étape est la formation de protéoli-
posomes, elle est commune a toutes ces techniques . Elle est suivie par un processus de
déshydratation et réhydratation dans le tampon voulu. Cette étape peut-étre réalisée en
I'absence de champ électrique, il s’agit de I'"hydratation douce" [171], [172], [173]. Les
tampons utilisés et notamment les forces ioniques de ces tampons peuvent étre variés
mais cette méthode donne des vésicules avec une grande distribution en taille [174]. C’est
pourquoi la méthode d’électroformation lui est souvent préférée [175], [176], [177], [178]. 1
s’agit de réhydrater un film lipidique au-dessus de sa température de transition de phase
en présence d’un champ électrique alternatif. Les vésicules formées sont plus homogénes
en taille et unilamellaires [174].

Nous avons reproduit la méthode développée par Girard et al. [179] [180] en ajoutant
une étape supplémentaire afin d’enlever le glycérol. La formation des vésicules s’articule
autour de quatre étapes :

e la reconstitution de la protéine OprM dans des liposomes grace a l'utilisation de
détergent [181],

e l'obtention de protéoliposomes sans détergent et sans glycérol,

e la déshydratation des protéoliposomes pré-formés sur des plaques conductrices d’ITO
(oxyde d’indium),

e |'électroformation.

Ces étapes sont décrites sur la figure G.4.

Formation des protéoliposomes

Nous avons utilisé un mélange de lipides neutres EYPC pour Egg-Yolk L-a-phosphatidylcholine
(Annexe A). Ce mélange posséde différents types de chaines. L’adaptation entre le seg-
ment hydrophobe de la protéine OprM et les lipides est ainsi facilitée. Ces lipides sont
obtenus chez Avanti Polar Lipids a la concentration de 20 mg/mL dans le chloroforme.

On préléve 11 uli de cette solution qui sont placés dans un tube a fond plat. Les lipides
sont alors séchés sous courant d’azote puis placés dans une enceinte a vide pendant une
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Formation de protéoliposomes

Dialyse

R lipide EYPC

? détergent B-OG

. Protéine OprM

Enlévement du glycérol

Protéoliposomes

Rotor

Séchage du film lipidique

Pipette Séchage sous vide

—> pendant la nuit

Plaque d'ITO

| Electroformation|

Lame conductrice

Générateur
basses
fréquences

Mousse de vésicules
pendant I'électroformation

Chambre en PDMS

Figure G.4: Résumé des étapes de formation des vésicules géantes
d’OprM

heure. Au terme de cette phase de séchage, on repére sur le fond du tube un film blanc.
Le film lipidique est réhydraté par un mélange protéine/détergent. Les protéines sont
ajoutées de telle sorte que le rapport molaire lipide:protéine soit de 500:1. La protéine est
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ajoutée dans son tampon (solution S1 en annexe B) de fagon a ne pas la dénaturer (Pour
la protéine OprM, on ajoute donc 15uL de solution & 40 mM de OprM et on compléte avec
85 uL de solution tampon). La concentration en détergent (le 5-OG) est supérieure a sa
concentration micellaire critique (Annexe 1) de maniére a bien solubiliser les liposomes et
les protéines (elle est choisie égale a 0.03 mol.L™1).

L’utilisation de détergent pour la création de protéoliposomes est largement répandue
[169]. Du fait de leur caractére amphiphile, ils vont stabiliser la structure native des
protéines membranaires car ils vont les solubiliser tout en empéchant leur dénaturation
[182]. Ce mélange est placé sous faible agitation pendant 45 minutes.

Au terme de cette étape, on dispose d'un mélange de micelles composées de :

e lipides, protéines et molécules de détergents
e ou de détergents et de lipides.

Il faut ensuite enlever le détergent de cette solution de maniére & créer des bicouches
lipidiques dans lesquelles les protéines s’incorporent.

Enlévement du détergent

La concentration en détergent est diminuée pour passer en dessous de la concentration
micellaire critique en ajoutant a notre mélange 200 L de solution S2 (Annexe B). Pour
oter le détergent, nous avons essayé deux méthodes qui ont donné des résultats identiques.
La premiére est la dialyse. On dialyse le mélange protéine-détergent-lipide contre une
solution sans détergent. La dialyse est réalisée sur la nuit en faisant réagir 300 puL de la
solution de protéine-détergent-lipide avec deux bains successifs de 2 L. de solution S2.

La seconde méthode est plus rapide c’est pourquoi elle a été préférée par la suite. Elle
utilise des billes de polystyréne (Bio-Beads SM-2-BioRad-Hercule-SA). Le détergent s’ad-
sorbe de maniére préférentielle sur ces billes et quitte les mélanges faits avec les lipides.
Des vésicules phospholipidiques contenant la protéine se forment alors spontanément.
L’efficacité de ces billes a été calibrée par des études qui ont utilisé des détergents marqués
de maniére & controler les concentrations restantes de détergents non adsorbés en fonction
du temps [170]. On choisit ainsi d’ajouter deux prises de 30 mg /mg de 3-OG a 'intérieur
de notre solution, les billes sont préalablement lavées a 1’éthanol, au méthanol et rincées
avec la solution sans détergent. La premiére addition est laissée a incuber 1 heure. Le
surnageant est placé avec de nouvelles billes en incubation pendant 3 heures.
Finalement, notre solution contient des liposomes avec des protéines reconstituées. La
prochaine étape est celle de séchage du film. Cependant, la solution dans laquelle les
liposomes sont dispersés contient du glycérol qui modifie les propriétés de séchage puisqu’il
est hygroscopique. Il faut parvenir a éliminer ce composé.

Elimination du glycérol

Le glycérol a cette fonction protectrice c’est pourquoi il faut le remplacer. Le sucrose a
été employé par Doeven et al. [106] afin d’empécher la dénaturation des protéines lors
de la phase de séchage, il est un bon candidat de substitution du glycérol. Les liposomes
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sont mélangés avec une solution de NaCl 100mM, Tampon phosphate pH 7.5 50mM et
sucrose 8 g.L71. On mélange 950 uL de cette solution avec 50 pL de nos liposomes. La
concentration en glycérol est donc diminuée d’un facteur 20 et passe a 0.25 %. Cependant,
il ne faut pas trop diluer les liposomes. On a alors recours a une ultracentrifugation a
70 000 rpm sur TLA 100.4 (Beckman) pendant une heure a 4°C de maniére a concentrer
les liposomes. Ils sont repérables car ils forment une petite tache blanche au fond du
tube. Ces liposomes sont ensuite resuspendus dans 50 pLL de la solution de NaCl 100mM,
Tampon phosphate 50mM et sucrose 8g.L.'. La concentration lipidique finale de nos
échantillons est de 3.7 107° g/L.

Séchage

Les liposomes vont étre séchés sur des plaques d’ITO (Delta-Technologies) de résistance
(sheet résistance) 20-25 Q par carré. La préparation de ces lames est essentielle. Elles
sont lavées avec de I’eau, de I’éthanol puis du chloroforme. On les rince ensuite avec de
I'éthanol puis de I'eau [183]. Elles sont mises a sécher une heure dans une enceinte a vide.
Des gouttelettes de 1 uLL de solutions de protéoliposomes sont déposées réguliéerement sur
les plaques. Des gouttelettes de 0.5 pL conduisent a un film trop mince qui ne génére pas
de vésicules géantes. Des gouttelettes trop épaisses forment un film qui s’hydrate mal. Le
film est déshydraté sur la nuit dans une enceinte a vide.

Electroformation

Les vésicules sont formées par la technique d’électroformation. La chambre d’électrofor-
mation est réalisée en mettant face a face deux plaques d’ITO séparées par une cellule
réalisée en PDMS (ou poly-diméthylsulfate) dont 1'épaisseur est de 5 mm. Les contacts
électriques sont assurés pour chacune des plaques par une fine lame conductrice autocol-
lante liée & un générateur basse fréquence.

Le tampon de réhydratation est essentiel, une faible force ionique est nécessaire. En effet,
Girard et al. [180] ont remarqué que des solutions contenant plus de 5 mM d’ions monova-
lents ou 1 mM d’ions bivalents empéchaient la formation de vésicules géantes. Toutefois,
la présence d’ions est nécessaire pour protéger la protéine et limiter les éventuelles agré-
gations. La chambre remplie avec le tampon de réhydratation SB1 (Annexe H) contient
donc 0.22 M de sucrose, 5mM NaCl, 0.5 mM de tampon phosphate pH 7.5, 0.1 mM MgCls.
Elle est ensuite placée sous champ électrique alternatif sinusoidal avec une fréquence de
12 Hz. La tension est augmentée entre 100 mV et 1.1 V a raison d’un pas de 100 mV
toutes les cinqg minutes. Au terme de cette rampe de tension, une tension constante de
1.1 V est appliquée pendant 3 heures. Pendant cette étape, des vésicules unilamellaires
apparaissent et grossissent. Le détachement des vésicules de la plaque d'ITO est obtenu
en appliquant une tension carrée de plus faible fréquence 4 Hz et d’amplitude 1.5 V pen-
dant une demie-heure.

Les vésicules peuvent étre observées dans une cellule dont les parois ont été recouvertes
d’albumine de sérum bovin (ou BSA). Cette protéine empéche toute interaction non spé-
cifique entre le verre et les vésicules de maniére a éviter leur éclatement. La chambre
est ensuite remplie avec une solution d’hydratation ou le sucrose a été remplacé par le
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glucose (solution SB2 0.22 M de glucose, 5 mM NaCl, 0.5 mM de tampon phosphate pH
7.5, 0.1 mM MgCl,). La différence de densité entre glucose et sucrose va faire sédimenter
les vésicules. Leur différence d’indice optique va rendre les vésicules visibles avec un mi-
croscope a contraste de phase. Le rayon des GUV ainsi préparées varie entre 5 et 20
.

Homogénéité de la reconstitution dans les vésicules géantes

Afin de vérifier la bonne incorporation des protéines OprM dans les vésicules géantes,
nous avons utilisé des protéines OprM marquées avec la FITC. Les vésicules produites
sont observées avec un microscope confocal. Ce mode d’observation permet de faire une
coupe a une hauteur fixée de la vésicule. La figure G.5 nous montre un pourtour de

Figure G.5: Cliché d’une vésicule contenant la protéine OprM mar-
quée par la FITC obtenue en microscope confocal

vésicule fluorescent. On observe donc une distribution homogéne de OprM localisée au
niveau de la bicouche.

Ce protocole utilisé avec les protéines MexA (forme native) et MexB a conduit égale-
ment a une incorporation de chacune de ces protéines en vésicules.
La protéine OprM est ainsi reconstituée en vésicule. La protéine MexAconp est greffée
sur une bille. Les expériences de Biomembrane Force Probe peuvent étre réalisées afin de
mesurer la force du lien entre MexA et OprM détecté par la technique de recouvrement
de fluorescence.

G.1.4 Préparation de la chambre et des pipettes

La chambre est réalisée avec deux lamelles fixées avec de la graisse a vide sur un support
métallique de 5 mm d’épaisseur (figure G.6). Elle est reliée a un réservoir d’eau de maniére
a compenser l'effet de I’évaporation. Ce réglage doit se faire de telle sorte qu’aucun flux
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Chambre

Pipette d'aspiration

du globule rouge Pipette d'aspiration

de la vésicule

~Contréle de Objectif de
I'évaporation microscope

Figure G.6: Schéma de la chambre de mesure du BFP.

ne vienne perturber la mesure.

La chambre est traitée préalablement avec de la BSA pendant 45 & 60 minutes de maniére
a éviter tout contact non spécifique entre le verre et les vésicules.

Les micropipettes de 1.5 a 2 um de diamétre sont préparées a partir de tubes capillaires en
verre de diamétre 1 mm. Une étireuse permet par chauffage avec un laser et une traction
d’obtenir deux pipettes en quelques secondes. Cependant, les pipettes sont fermées a leur
extrémité du fait du chauffage. L’ouverture se fait au moyen d’une microforge de facon a
obtenir une coupure nette et a la taille désirée.

Les pipettes sont alors remplies avec la solution SB2 (Annexe H) a laquelle on ajoute de
la BSA (7 % massique). Elles sont laissées en incubation dans la chambre pendant 30
minutes.

L’aspiration des pipettes doit ensuite étre calibrée. L’aspiration de la pipette de gauche
qui porte le globule rouge est, en effet, primordiale puisque la raideur du globule est
directement proportionnelle a ce paramétre selon la formule G.4. Le niveau du réservoir
d’eau lié a la pipette est modifié de telle sorte qu'une impureté piégée a l'intérieur de
la pipette reste immobile (il n’y a pas d’écoulement). Une fois le zéro d’aspiration fixé,
on peut régler la valeur de l'aspiration désirée en abaissant le réservoir de la hauteur
nécessaire.

G.1.5 Préparation d’une sonde

Billes fonctionnalisées, globules rouges et vésicules sont ensuite injectés dans la chambre
de mesure. La sonde est réalisée en accolant sous microscope un globule rouge avec une
bille. Pour cela, un globule rouge est aspiré dans la pipette de gauche pendant que la
pipette de droite aspire une bille. Les deux pipettes sont alignées puis approchées jusqu’a
ce qu’il y ait contact entre la bille et le globule. L’aspiration de la bille est alors relachée
pour permettre a cette derniére de rester collée au globule rouge. La sonde est préte.

G.1.6 Expérience de BFP

Une expérience de BFP consiste en la création puis a la rupture d’un lien entre protéines a
étudier placées face a face. Dans notre cas, la protéine OprM est insérée dans les vésicules
géantes et la protéine MexA est greffée sur une bille de silice de 3 um de diamétre, qui
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servira de sonde pour tester l'interaction. On a ainsi deux pipettes : I'une liée a la sonde
globule rouge/bille et 'autre qui supporte la vésicule choisie (figure G.3).

La micropipette du globule rouge est montée sur un micro-manipulateur dont les mou-
vements sont controlés par une cale piézoélectrique. On peut calculer & tout instant la
position x( de la bille si le globule rouge est au repos. La position réelle de la bille x; est
suivie (avec une résolution de 10 nm) par une caméra ultra-rapide couplée a un logiciel
de suivi vidéo fourni par Vincent Croquette (Laboratoire de Physique Statistique-ENS).
Quand le globule rouge est au repos : x, = 9. Quand le globule rouge est sous tension :
xp # xo. Ainsi, & tout instant, la force exercée f sur le globule est mesurée grace a la
relation :

[ = kq(zy — z0)
Une expérience se déroule de la maniére suivante comme décrit par la figure G.7 :

1 La bille se trouve au point A. Le piézoélectrique avance la micropipette de gauche et
la bille se déplace vers la vésicule. La force mesurée est nulle.

2 Au contact de la vésicule (point B), le globule se comprime (z, —zo > 0). La force exer-
cée augmente jusqu’a atteindre la force maximale imposée (point C). La pente finie
de cette augmentation tient au fait que vésicule comme globule rouge se déforment.

3 Aprés un temps d’attente 7 choisi (100 ms dans nos expériences), le piézoélectrique
repart dans 'autre sens. Deux cas se présentent alors :

e si aucune liaison n’a été formée alors le chemin sera le méme qu’a l'aller. Sur
le diagramme de force, on ne note aucune différence entre I’aller et le retour.

e si une liaison a été crée alors la bille est retenue sur la surface de la vésicule.
Le globule s’allonge (z, — zp < 0) et une force négative est mesurée dont le
module augmente jusqu’au point D ou le lien est rompu.

Une expérience de BFP va ainsi permettre ’enregistrement de courbes de force en fonc-
tion de la distance.

Plusieurs parameétres interviennent dans cette mesure :

e La force maximale atteinte lors du contact bille-cellule. Cette force doit étre choisie
de telle sorte que le contact soit bien établi mais elle ne doit pas étre trop forte
pour éviter a la bille d’étre déportée d’un coté ou de 'autre de la vésicule. Pour nos
expériences, nous avons choisi cette force maximale égale a 20 pN.

e Le temps d’attente au contact 7 qui est de 100 ms dans nos expériences.
e Le taux de charge r.

Ce dernier défini le taux de croissance de la force appliquée. Pour un globule donné, et
donc pour un ressort de raideur donnée kg, le taux de charge dépend de la vitesse de
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Annexe G
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Figure G.7: Déroulement d’une expérience de BFP quand un lien
est formé entre deux protéines. Les figures de gauche représentent
une expérience vue par la caméra. Les figures de droite résument
P’enregistrement de la courbe force en fonction de la distance.

translation, v, du piézoélectrique. Ce paramétre est essentiel dans nos expériences. En
effet, un lien va subir une force f qui croit au cours du temps ¢ :

[ =koyvt=rt (G.5)

La résolution du BFP est limitée par la cadence de la caméra qui est d’une image toutes
les 8.3 ms (cadence de 120 Hz) pour des taux de charge consigne inférieurs a 1000 pN/s
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et de 2.8 ms (cadence de 360 Hz) au-dela. La force minimale qui puisse étre enregistrée
est donc donnée par le produit du taux de charge effectif par la période entre les prises
de vue.

.2 Reésultats obtenus

Nous avons étudié le lien entre les protéines MexA et OprM. Les expériences de BFP
créent un contact entre une bille fonctionnalisée par des streptavidines et par des protéines
MexAcnp et une vésicule dans laquelle des protéines OprM sont reconstituées. A priori
quatre types d’interactions peuvent apparaitre :

I'interaction spécifique entre la protéine OprM et la protéine MexA,

I'interaction entre la protéine OprM et la streptavidine présente sur la bille,

I'interaction entre les lipides de la vésicule et la protéine MexA ,
e l'interaction entre les lipides de la vésicule et la streptavidine.

Nous avons réalisé trois types de mesures pour discriminer les interactions spécifiques et
non-spécifiques au lien MexA-OprM. Les accrochages suivants ont été testés :

expérience 1 entre une bille fonctionnalisée par MexAgonyp et une vésicule contenant
OprM

expérience témoin 2 entre une bille sans protéine MexA et une vésicule avec OprM
expérience témoin 3 entre une bille avec MexA et une vésicule sans OprM

Les taux de charge utilisés se situent entre 10 et 3000 pN.s~ 1.
Toutefois, nous avons rencontrés des problémes pour la mise en place de ces expériences.
En effet, les courbes d’enregistrement de la force en fonction de la distance sont décalées
par rapport au zéro. Cet effet est présent dans les trois types de mesures, il peut étre da
a la présence de filaments entre la bille et la vésicule. Nous n’avons donc pas pu obtenir
de résultats sur la liaison entre les protéines MexA et OprM.
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Annexe H

Solutions pour les expériences de
Biomembrane Force Probe

Solution d’hydratation SB1

e 0.22 M de sucrose
e >mM NaCl
e 0.5 mM de tampon phosphate pH 7.5

e 0.1mM MgCl,

Solution d’observation SB2

e (0.22 M de glucose

e 5mM NaCl

e 0.5 mM de tampon phosphate pH 7.5
e 0.1mM MgCl,

e 7 % BSA (pourcentage massique)

Solution d’incubation des chambres SB3

e (0.22 M de glucose
e 5mM NaCl
e (0.5 mM de tampon phosphate pH 7.5

e 0.1mM MgCl,
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