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BMRB Biological Magnetic Resonance Bank
CLSM microscopie confoncale a balayage laser
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De distance d’écrantage de Debye (m)
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ASH Variation de déplacement chimique dans la dinenproton (ppm)
AG Variation d’énergie libre du systéme (J.Hjol
AH Variation d’enthalpie du systéme (J.M)pl
AS Variation d’entropie du systéme (J.mhaK™)
AScont Variation d’entropie conformationnelle (J.rifoK™)
ASso Variation d’entropie de solvatation (J.rifoK™)
ASyr Variation d’entropie translationnelle/rotationme{l.mot". K™)
anloc Incrément d'indice de réfraction (mLigy
€ Coefficient d’extinction molaire (L:gcmi?)
€0 constante diélectrique du vide (8.85'1@.s.vim?)
& constante diélectrique du milieu (A.8-vh™)
facteur A Rapport des intensités de fluorescendsea 320 et 350 NMezdnnd 1350nm
FTIR Spectroscopie infrarouge a transformée dei€our
02(t) Fonction d’autocorrélation de I'intensité disiee
y rapport gyromagnétique (rad-E%)
holoLAC Holoa-lactalbumine (forme calcifiée)
| (ou Gsan) Force ionique du milieu (mol1)
1(q) Intensité de lumiere diffusée
In(Q) Intensité de lumiére diffusée normalisée dlacentration en protéine (LY
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Constante optique du systéme (L.nid).g
Constante d’association (mfyl
Constante de dissociation (mM)
constante de Boltzmann (1.38%0n” kg.s%.K™)
Chemin optique (cm)
a-lactalbumine
Lysozyme
Longueur d’onde (nm)
Masse molaire (g.md)
Nombre d’Avogadro (6.02 $dmol™)
indice de réfraction du milieu
indice de réfraction du toluéne
viscosité de la solution (kg:hs?)
protein data base
potentiel Deutérium
point Isoélectrique
Facteur de forme des particules
Vecteur d’onde (i)
Charge électrique (A.S)
distance entre atomes (A)
Constante des gaz parfaits (8.31 Jhiof)
Rayon de giration (nm)
Rayon hydrodynamique (nm)
Spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire
Ratio de Rayleigh constant du toluéne (¥m
Taux de relaxation (3
Facteur de structure de la suspension
température (K)
angle de détection (°)
Turbidité de la solution (cr)
Protéine recombinante uniformément maequl’azote 15

Spectre de corrélatidl, *°N (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence)
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Introduction Générale

Introduction Générale

Les interactions protéine-protéine sont impliquékss de nombreux processus
biologiques. En effet, la régulation des voies tbéligues, les réponses immunitaires ou
encore la régulation du cycle cellulaire mettent jen des complexes protéiques. Les
assemblages protéiques peuvent étre fonctionnglareétiper a I'intégrité cellulaire, tels que
les microtubules et les filaments d’actine du cgtesette, ou causer des disfonctionnements
cellulaires, tels que les dépbts amyloides résuttar’agrégation non contrélée de protéines
mal repliées, qui sont impliqués dans des pathetogilles que la maladie d’Alzheimer.

L’ensemble des études fondamentales réalisées Wartsut de comprendre la
spécificité de ces interactions, leur stabilitéirleéversibilité et le mécanisme par lequel les
protéines s’auto-assemblent a amené de nombregegsee de recherche a s’inspirer de ce
phénomene naturel pour le développement de biomaxér

En modulant les paramétres physico-chimiques, leprigtés d’auto-assemblage des
biopolymeres peuvent étre contrblées pour obters dbjets de morphologies variées
présentant des propriétés fonctionnelles intéréssa@elles-ci conferent a ces objets un large
potentiel d’applications convoité par les indusriagroalimentaires, pharmaceutiques et
biotechnologiques. Un intérét plus particulier pstté a l'utilisation de polymeres naturels
tels que les protéines, les lipides et les polysaides du fait de leur biocompatibilité et
biodégradabilité ainsi que de la valorisation d@roduits issus de la transformation des
produits agricoles. Cependant un prérequis a isation des objets résultant de leur
assemblage est la compréhension des forces goavéenaformation et leur stabilité afin de

les fabriquer d’'une maniére controlée et de maittisur fonctionnalité.

C’est dans ce contexte que s’inscrit mon projetthiese, en s’intéressant plus
particulierement aux objets supramoléculaires farpar interaction et assemblage de deux
protéines alimentaires :oFlactalbumine, issue du lactosérum de lait et #tyme, issu du
blanc d’oeuf de poule. Des travaux précédents msethréalisés a 'INRA de Rennes (UMR
STLO) ont mis en évidence des propriétés intéréssan étudiant ce systeme binaire. Alors
que la forme calcifiée ded:lactalbumine (hola-lactaloumine) interagit avec le lysozyme
pour former des hétérodimeéres, I'assemblage degipes en objets supramoléculaires
(plusieurs microns) n’est observé que lorsque $edyme interagit avec la forme décalcifiée

de a-lactalbumine, I'apoa-lactalboumine. La formation de ces objets est [pelement
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gouvernée par des interactions électrostatiquesgjplilis sont obtenus dans une gamme de pH
étroite, ou les deux protéines portent des chaitgesigne opposé, et qu’'une augmentation de
la force ionique du milieu est défavorable a leamrfation du fait de I'écrantage des charges
complémentaires. D’autres forces de faible énetgikes que des associations hydrophobes et
des liaisons hydrogenes semblent également étréqi@ps dans la stabilité des objets
formés. La particularité de ce systeme est I'olw@nt’objets supramoléculaires dont la
morphologie dépend de la température appliquées: adgégats amorphes sont obtenus a
température ambiante ou inférieure, alors que dget ordonnés de forme sphérique,
appelés microsphéres, sont obtenus par incubagismpibtéines a 45°C. A cette température,
le lysozyme est dans sa conformation native alars Kppo a-lactaloumine adopte une
conformation particuliere, appelée globule fondu eumolten globule ». Cet état est
caractérisé par des structures secondaires naiv&dbsence de structure tertiaire stable, ce
qui lui confere une flexibilité particuliére. Il sle donc que la formation de microspheres
soit gouvernée par des interactions spécifiquadtedg d’informations contenues a I'échelle
moléculaire.

Dans le but de comprendre comment ces informaticostenues a I'échelle
moléculaire se propagent a I'’échelle macroscopitpsepbjectifs de mon projet de thése sont
de caractériser les interactions spécifiques ebago o-lactaloumine et le lysozyme a
I’échelle moléculaire et d’établir leur mécanismasdemblage. Ces travaux visent d’une part
a apporter des éléments fondamentaux pour la ctrapséon de systemes protéiques binaires
et d'autre part a maitriser davantage la formatiences objets supramoléculaires pour

envisager leur application potentielle, telle que&éctorisation de principes actifs.

Mon projet de thése s’inscrit dans un projet firarqmar 'ANR regroupant les
compétences de quatre laboratoires pour caraatéies objets supramoléculaires.
L’influence des parameétres physico-chimiques sgr dbjets formés était principalement
étudiée a 'INRA de Rennes, la stabilité des migh&ses lors du processus de lyophilisation
a eté etudiée a I'INRA de Paris-Grignon et les pa@s rhéologiques de ces objets ont été
étudiées a I'Institut de Physique de Rennes. Aéncdractériser les interactions a I'échelle
moléculaire, une collaboration a également étéliétalvec le Laboratoire de Chimie et de
Biologie des Métaux du CEA de Grenoble offrant umeertise incontestable dans le

domaine de la biophysique. La majorité de mes travant été réalisés a Grenoble et a
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consisté en I'étude du systemdactalbumine-lysozyme a différentes échelles alisant
diverses techniques de biophysiques apportannfl@sriations complémentaires.

Les travaux réalisés cherchent a répondre auxiquestuivantes : Pourquoi seuls les
hétérodimeres composés de lysozyme et de la foduoaldafiée de k-lactalbumine sont-ils
capables de s’assembler en objets supramolécutaiRes quel mécanisme les protéines en
solution s’assemblent-elles en agrégats amorpheseroumicrospheres ? L’assemblage
nécessite-t-il des changements structuraux de®ipest? A quel niveau la température et
I'état conformationnel de I'apa-lactalbumine jouent-ils un rdle pour I'apparencerdre

dans les objets supramoléculaires ?

La synthése bibliographique présentée dans unei¢gnempartie, rappelle les niveaux
de structuration des protéines globulaires ainsi dgs éléments généraux de la réaction de
repliement, avant de s’intéresser aux propriétgsipb-chimigues des protéines globulaires,
aux forces gouvernant les interactions protéinéénme et a I'aspect thermodynamique de
celles-ci. Les outils informatiques utilisés pourégire et comprendre la formation de
complexes protéiques seront également présenté&stroisieme partie est ensuite consacrée
aux assemblages protéiques en biologie et a $atibn des propriétés d’auto-assemblage des
protéines pour le développement de biomatériauxs Bxemples variés d'objets
supramoléculaires résultant de I'assemblage d’'udeenprotéine ou de systemes impliquant
plusieurs partenaires seront présentés afin degseull’influence des parametres physico-
chimiques sur la morphologie et la stabilité degetsbformés. L'utilisation de ceux-ci sera
illustrée par la présentation de diverses apptioatiUne derniere partie est dédiée au systeme
d’étude, incluant une description des deux prog@mesi qu'une présentation détaillée des
travaux réalisés précédemment, suivie de la sieagérimentale adoptée pour caractériser

les interactions a I'échelle moléculaire et étalelimécanisme d’assemblage.

Apres la description des principaux matériels ethodes mis en ceuvre dans ce
travail, les principaux résultats sont exposés@ns thapitres (Figure 1).

Le chapitre 1 est consacré a la caractérisationctstiale des hétérodimeres
holo o-lactalbumine-lysozyme et apa-lactalbumine-lysozyme. Les acides aminés des
protéines composant leur interface ont été idéstifpar spectroscopie de résonance
magnétique nucléaire bidimensionnelle (RMN 2D). Ges/aux expérimentaux ont été

complétés par une approche de modélisation moiéeula
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Le second chapitre présente les travaux réalisés ¢tadier les interactions au sein
des microspheres. L'arrangement des protéinesentieractions impliquées dans ces objets
ont été étudiés par spectroscopie infrarouge aimuhntifier les éventuels changements de
structure secondaire des protéines assemblées. dNauns €galement tenté d’appliquer la
méthode des échanges hydrogéne/deutérium a netesrsy.

Enfin, le chapitre 3 concerne I'étude du mécanistimssemblage a I'échelle sub-
micrométrique. La croissance des particules, ddsérédimeres a la formation d’objets
supramoléculaires, a été caractérisée par diffud®rumiére en réalisant des cinétiques
d’assemblage en fonction des conditions physicatithies du milieu.

A la fin de chaque chapitre, les principaux résslseront resumeés pour répondre aux

guestions poseées et des perspectives expérimeseaad proposées.

La derniére partie de ce mémoire est dédiée arthége des résultats obtenus aux
différentes échelles sous la forme d’'une discusg@rérale. Ce manuscrit se termine par une
conclusion générale ou des applications potensiederont proposees, suivie de la liste des

références bibliographiques.
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Figure 1: Organisation du manuscrit selon la démarche adoptaeg caractériser les
interactions a I'échelle moléculaire et les méaameis d’assemblage de I'apslactalbumine
(apoLAC) et du lysozyme (LYS) en objets supramdkiices. Chapitre 1 : Les premieres
étapes du mécanisme ont été étudiees par RMN ‘aientfier les acides aminés impliqués
dans les interaction€hapitre 2 : Les interactions au sein des microsphéres ont guelies

été sondées en évaluant les éventuels changeneestaudture secondaire par spectroscopie
infrarouge et en tentant d’appliquer la méthode égsanges hydrogene/deutérium a notre
systeme. Chapitre 3: La croissance des particules sub-micrométrique, de taille
intermédiaire entre les hétérodiméres et les olgepsamoléculaires, a été caractérisée par
diffusion de lumiére en réalisant des cinétiqueassémblage en fonction des conditions
physico-chimiques du milieu.
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1. Les protéines globulaires

Les protéines sont des polymeres linéaires compo&ssdes aminésu; leurs
fonctions carboxylique et amide sont portées panéme carbone (carborg. Seulement
vingt acides aminés existent et se distinguentlgar chaine latérale (lls sont présentés en
annexe). La composition et les propriétés des elsdatérales permettent de classer les acides
aminés en quatre groupes principaux: acide, bastgurophile et hydrophobe. La diversité
des protéines réside sur la combinaison (nombrerdee) de ces vingt acides aminés. La
fonction d’une protéine est intrinséquement liégadstructure, elle-méme déterminée par sa
composition en acides aminés. Les protéines globslapossedent une structure
tridimensionnelle compacte. En effet, les atomempmsant la protéine interagissent entre
eux et avec les molécules du solvant, la chaingopptidique est alors contrainte a se replier
dans une structure tridimensionnelle unique etlstappelée « état natif de la protéine ».

Aprés avoir décrit les différents niveaux de stuation d’'une protéine globulaire

nous rappellerons quelques éléments généraux stadton de repliement.

1.1. Niveaux de structurations

1.1.1. Structure primaire

La structure primaire d’'une protéine est décrite [fadre et la nature des acides
aminés constituants la chaine polypeptidique. Ce&ltpience est encodée dans le gene de la
protéine. La transcription de 'ADN en ARN mesgagst suivie par la traduction de celui-Ci
par les ribosomes qui assemblent les acides ampioés former la chaine polypeptidique.
Ceux-ci sont reliés par une liaison peptidique iquAnt la fonction carboxylique d’'un acide
aminé et la fonction aminée du résidu suivant (fFEgudlA). La liaison peptidique est une
liaison plane en résonance (Figure I-1B); les atdela liaison peptidique sont coplanaires
et seuls deux angles de rotation sont autorigést {y) au niveau des liaisons adjacentes
(Figure 1-1C). Cependant les chaines latéralesépsrtpar le carbone exercent un

encombrement stérique qui limite leur rotation.
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Figure I-1 : La liaison peptidiqgue implique le groupementbcatylique d’'un acide aminé et
le groupement amine d’'un autre acide an{ifig Cette liaison est une liaison en résonance
(B) ; les atomes de la liaison peptidique sont coptasat seuls deux angles de rotation sont
autorisés¢ ety) (C).

1.1.2. Structure secondaire

Selon la nature des acides aminés, des interadmifaible énergie s'établissent entre
atomes de la chaine principale et/ou des chaitéslies. Ces interactions seront décrites
dans la seconde partie. Elles contraignent la ehpatypeptidique a se replier localement.
Les différentes conformations locales adoptées lpaprotéine définissent sa structure
secondaire. Les deux principaux éléments de steicacondaire sont les héliceset les
feuillets g (Figure I-2). lIs résultent de la formation ded@ans hydrogenes entre atomes de la
chaine principale.

Les hélicesu sont des structures périodiques, stabilisées gaiidisons hydrogenes
établies entre le groupement carbonyle (C=0) d'cideaaminé i et le groupement amide
(N-H) de l'acide aminé i+4 (Figure I-2A). Un touthélice comprend 3.6 résidus dont les
chaines latérales sont dirigées vers I'extérieditddice. D’autres structures en hélice, moins
abondantes que les hélicespeuvent également étre formées : les héligg®t3r qui sont
stabilisées par des liaisons hydrogénes établies en résidu i et un résidu i+3 ou i+5 et qui
comptent respectivement 3 et 4.1 résidus par tour.

Les structures en feuillef$ sont composées de brifisstabilisés par des liaisons
hydrogenes entre résidus distants et non consgcldii brin est une structure étendue

impliqguant 5 & 10 résidus et orientée qui présamte polarité (du N-terminal vers le
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C-terminal). Deux brins s’associent en feuillet ptablissement de liaisons hydrogenes entre
le groupement N-H d’un résidu d’un bifinet le groupement C=0 d’un résidu d’'un autre brin
B. Les liaisons hydrogenes stabilisent la structiznes une conformation paralléle lorsque les
brins sont dans la méme orientation ou antipasaltksque I'orientation des brins est alternée
(Figure 1-2B). La configuration antiparalléle eatglus fréquentéLevitt and Chothia 1976)

Les liaisons hydrogénes sont dans le plan du &udt les chaines latérales des résidus

successifs sont dirigés alternativement au-dessas-éessous du feuillet (Figure 1-2C).

Bl
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Figure 1-2 : Les atomes de la chaine principale établissentidisens hydrogénes (lignes
bleues et roses en pointillé) de facon périodiquée® résidus s’organisent localement en
hélicea (A) ou en feuille3 en conformation paralleéi@B1) ou antiparallel€B2) (les chaines
latérales, symbolisés par des spheres ja(@@esont réparties de part et d’autre du feuillet).

Deux structures secondaires périodiques sont géngat reliées par une courbure
particuliéere de la chaine principale impliguant B 4 résidus consécutifs. Cette structure

secondaire non périodique est appelée « coude ».

Enfin, les régions d’une protéine ne présentantia@structure secondaire particuliere

définissent des « boucles » qui constituent lemndgflexibles de la protéine.
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1.1.3. Structure tertiaire

Les éléments de structures secondaires ainsi gsierdgions non structurées
s’organisent spatialement par établissement dastems spécifiqgues entre chaines latérales
(Dill 1990). La structure tertiaire d’'une protéine est défipa les coordonnées spatiales de
chaque atome. Cette organisation vise a diminésetfgie conformationnelle de la protéine
par enfouissement des résidus apolaires au codar tetéine et exposition en surface des
résidus polaires et chargés. La structure tertiase principalement stabilisée par des
interactions de faible énergie mais également parlidisons covalentes, telles que les ponts
disulfures qui sont formés par oxydation des grouwgrgs thiols de résidus cystéines proches

spatialement.

Les éléments de structures secondaires s’organggEitalement pour former des
structures dites supersecondaires ou motifs (Fig8yedont les plus redondants sont le motif
ao, I'épingle B, le motif Bap ou encore le motif clé grecque. Ce dernier mdiftgetre répété
et est généralement retrouvé dans les protéines elit tonneai (Zhang and Kim 2000)

Les protéines globulaires sont alors classées selon contenu en hélice et feuillets

B (Chothia et al. 1997)(Figure 1-4). Les protéines de la classane contiennent que des
hélicesa, telle que la myoglobine (protéine impliquée dengransport de I'oxygéne), alors
que celles de la clasge ne contiennent que des feuilldis telle que OmpA (protéine
membranaire bactérienne). Cependant la majoritépdet®ines sont composées des deux
types de structure secondaire dans des proportanables et peuvent appartenir aux classes
a/p oua+p, selon qu'elles contiennent respectivement urerance d’hélices et de feuillets,
telle que la subtilisine (endopeptidaseBiillus Subtili$ ou une répartition de ces éléments
dans différentes régions, appelées domaired domaine3, telle que le lysozyme (enzyme

antibactérienne).

'!" N
ﬂ.L
Y

Motif aa Epingle p Motif pap Motif de la clé grecque

Figure I-3 : Les éléments de structure secondaires s’organggmitalement en structures
supersecondaires, selon le matif I'épinglef, le motifBap ou le motif clé grecque.
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Myoglobine

Subtilisine Lysozyme

Figure 1-4: Selon le contenu en hélice(représentée en bleu) et feuill@tgreprésentés en
vert), les protéines globulaires appartiennent éldasex (myoglobine), la classg (OmpA)
et les classes/p (subtilisine) et+p (lysozyme). Les figures ont été produites avec ¢tyeh
les fichiers pdb correspondant (SNML, 2GE4, 3LP@LLT).

Une protéine globulaire présente donc des régitnstarées et des régions flexibles.
Les portions structurées, rigides, constituent Eharpente » de la protéine alors que les
régions flexibles sont essentielles pour les adiapta conformationnelles nécessaires a sa
fonction. Les protéines sont des molécules dynaesigueur conformation native fluctue
selon des changements conformationnels subtile$a dehaine principale et surtout des

chaines latérales.
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1.1.4. Structure quaternaire

Certaines protéines ne sont fonctionnelles qu'apssemblage de plusieurs chaines
peptidiques. Ce niveau de structuration est apgial€ture quaternaire. L'assemblage est une
oligomérisation d’'unités monomériques identiquegnfbglobine) ou différentes (ADN
polymérase). Les sous-unités peuvent étre implgu@ms la reconnaissance et la fixation

d’un substrat ou dans une fonction catalytique.

La Figure I-5 illustre les différents niveaux deusturation d’'une protéine globulaire.

Primary structure
amino acid saquance

Secondary structure
ragular sub-structures

i Tertiary structure
A three-dimensional structura

Quaternary structure
cormplex of protein moleculas

Figure I-5 : Une protéine globulaire peut présenter jusqu’arguaiveaux de structuration :
la structure primaire correspond a la séquencecate aminé, la structure secondaire a
I'organisation locale des résidus, la structurédiee a I'organisation spatiale des éléments de
structure secondaire et la structure quaterndigssemblage de sous-unités polypeptidiques.
L’ensemble est stabilisé par des interactions teef@&nergie et des liaisons covalentes telles
que les ponts disulfures.
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1.2. Repliement et intermédiaires partiellement repliés

Lors de la synthese des protéines par les ribosdmespliement d’une protéine est la
transition de son état déplié (chaine polypeptieligaissante) a sa conformation globulaire
native.

Suite a des expériences de repliement de la ribémse, Anfinsen a été le premier a
montrer que le repliement d’'une protéine globulaseun phénomeéne spontané et réversible
qui dépend uniqguement de l'ordre des acides andaés la chaine et donc de la structure
primaire (Anfinsen and Haber 1961) De plus cet auteur émet une hypothese
thermodynamique du repliement en postulant quatl’éatif de la protéine est I'état qui
posséede I'énergie libre la plus bag8afinsen 1973)

Le repliement des protéines a été largement étndigtro par des expériences de
dénaturation/renaturation. L'état completement téeaest obtenu par ajout de dénaturants
chimique (urée, guanidine) ou des changements ragréde température et de pH. Le
repliement est initié en plagant la protéine dags ebnditions natives. Les réactions peuvent
étre suivies par diverses techniques de biophysipseignant sur I'état de structuration de la
protéine, telles que la fluorescence intrinséquésidus tryptophanes), le dichroisme
circulaire, la spectroscopie infrarouge et specope de résonance magnétique nucléaire
(RMN) (Radford 2000) Le développement d’appareils de mélange rapigerais de suivre
les premiers évenements de la réaction de repliepagrces techniqug®laxco and Dobson
1996) celle-ci s’opérant en quelques secondes ou eultisdegVan Nuland et al. 1998)

Une protéine ne se replie pas en explorant towesonfigurations possibles. Des
considérations statistiques simples, comparanbtelbme de configuration possible a partir du
nombre d’acides aminés d’une protéine et la vitesgee laquelle la protéine passe d’une
configuration a une autre, ont amené Levinthal apgser I'existence d'un chemin
préférentiel de repliement ainsi que la présendatatimédiaires de repliemelitevinthal
1968)

Les intermédiaires de repliement ne sont pas tosijdétectables, particulierement
dans le cas des petites protéines de moins dec@€saaminés pour lesquelles le repliement
est trés rapide et décrit selon une transition-¢edtien entre les états dénaturé et natif.
Cependant, le repliement de protéines contenargrndage de résidus suit généralement une

réaction a plusieurs états impliquant des interaigel partiellement repliés.
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Goldberg et coll. ont réalisé la premiere étudentyais en évidence la présence
d’'intermédiaires réactionnels lors du repliement lde tryptophanase (protéine homo-
tetramérique composée de sous-unités de 52.8 ldaylon et al. 1974)Ces intermédiaires
réactionnels présentent une partie de la strugecendaire native ou plus généralement un
coeur replié ressemblant & celui de la conformatiative, le reste de la protéine étant
désordonné ou dans une conformation instable.

Parmi ces intermédiaires de repliement présentast gloportions variables de
structures secondaire et tertiaire, Kuwajima et cdkegues ont mis en évidence un état
intermédiaire particulier, appelé globule fondu«omolten globule ¥Kuwajima et al. 1976)

Ces auteurs ont observé cet intermédiaire lors 'éeide de la dénaturation deod’
lactalbumine. Cet état partiellement replié présées structures secondaires natives mais pas
de structure tertiaire stable. Plus tard il a étéouvé au cours du repliement de nombreuses
protéines telles que, 'anhydrase carboni(delgikh et al. 1984) I'actine (Kuznetsova et al.
1988) I'a-lactalbumine (Kuwajima 1996) I'apo myoglobine (Fink et al. 1998) et le
lysozyme (Radford et al. 1992) Dans certains cas cet intermédiaire cinétiquet e
stabilisé en placant la protéine dans des condititmuces de dénaturation, ce qui a permis sa
caractérisation structural€Christensen and Pain 1991)Le « molten globule » est
aujourd’hui considéré comme un intermédiaire ddigepent universel des protéines de plus

de 100 acides aminés.

Ces études in vitro ont permis de proposer plusiguécanismes de repliement

(Bushmarina et al. 2005)Ceux-ci sont schématisés en Figure I-6.
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Figure 1-6 : Différents mécanismes de repliement établis paratades in vitrdRadford
2000)
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Le modéle d’effondrement hydrophobe (« hydrophatmtiapse ») suppose que le
premier événement du repliement est la formatiooaur hydrophobgDill 1990) ayant lieu
avant la formation de structures secondaires. Gapse permet de minimiser le nombre de
chaines latérales hydrophobes exposées au miligeuaget amene les résidus polaires a
compenser leur désolvatation en formant des irtieresc favorables telles que des liaisons
hydrogenes résultant en la formation d’élémentstdecture secondaire. Plusieurs modéles
proposent I'existence d’'une étape de nucléatisupposent que le repliement est coopératif.
La structuration de la protéine est rapidement agép a l'ensemble de la chaine
polypeptidique aprés que la formation des élémelasstructure secondaire ait débuté
localement (mécanisme de nucléation croissanceh quiusieurs endroits de la chaine
polypeptidiqgue (modele « framework(Btitsyn and Rashin 1973) Le repliement peut étre
séquentiel mais I'hypothése la plus probable est plusieurs chemins paralléles sont

impliqués (modele « Jigsaw puzzl¢Harrison and Durbin 1985).

La description actuelle du repliement des protéiressemble ces considérations

cinétiques et énergétiques sous la forme de payséagergie (Figure I-7).

Unfolded
ey protein

Configuration

Figure I-7 . Représentation schématique du paysage énergéteuepliement. La chaine
polypeptidique dénaturée présente une énergieetleiveée replie dans son état natif, de plus
basse énergie, suivant une variété de chemingmpliguent des intermédiaires de repliement
représentés par des minima locaux d’énergie. Rlusrdtéine se replie, plus son entropie
conformationnelle diminue (largeur de I'entonnofRadford 2000)
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Le concept de paysage d’énergie est apparu au dearannées 1998ryngelson et
al. 1995) Il représente I'ensemble des états dénaturéselement repliés et natif sous la
forme d’un entonnoir et donne une illustrationistajue des différents chemins possibles de
repliement. L’axe vertical indique la differenceedérgie entre I'état dénature et I'état natif et
correspond au changement de I'enthalpie au courgpliement. La largeur de I'entonnoir a
une hauteur donnée correspond a l'entropie confimmzlle dans un état. Les états
dénaturés sont des ensembles dynamiques ; leufsrm@ions sont en interconversion
rapide et présentent une énergie €levee et équiealdu contraire, les intermédiaires de
repliement présentent différents niveaux de stratian et donc d’énergie. L'état natif
correspond a une conformation unique, celle de Iphsse énergie. Tandis que le repliement
de la structure progresse vers son état natifoebme de conformations a explorer diminue,
ce qui se traduit par une diminution de l'entromienformationnelle. La cinétique de
repliement est représentée par la pente d’'un chdmifentonnoir. Les puits intermédiaires
correspondent a des minima locaux d’énergie, psupléntermédiaires transitoires ou

d’intermédiaires mal repliés.

Ces intermédiaires de repliement peuvent se trosuerle chemin de repliement
menant a I'état natif ou se trouver en dehors danth de repliement. La réorganisation des
structures qu’ils contiennent peut aboutir a lafeonation native mais ils sont souvent
propices a l'agrégatiofLondon et al. 1974; Mitraki and King 1989; Wetz&D96) En effet,
les intermédiaires de repliement sont des centeasudléation pour la formation d’agrégats
du fait de I'exposition de régions hydrophobes &udace de la protéine. A l'inverse d’un
état complétement dénaturé ou les chaines laténgti®phobes sont réparties d’une facon
aléatoire sur toute la chaine polypeptidique dgs$iant plusieurs petites régions hydrophobes,
les régions hydrophobes exposées a la surfaceintermédiaire de repliement sont larges et
définissent des surfaces hydrophobes contiguéfagoiisent son agrégatidfrink 1998). In
vivo, des molécules chaperonnes catalysent leeraplit des protéines. Elles se lient aux
intermédiaires partiellement dépliés au niveau @& Ipoche hydrophobe et assiste leur
repliement en empéchant leur agrégat{doisine et al. 2010) Cependant, comme nous
allons le voir dans le chapitre dédié aux assemaBlggotéiques en biologie (paragraphe
[-3.2.4), la déficience d’un tel processus peutvpguer lI'agrégation anormale de protéines

mal repliées et engendrer des dépots létaux psweltiles.
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2. Les interactions protéine-protéine

Les forces régissant les interactions protéineémet sont identiques a celles
impliquées dans la stabilité conformationnelleaesolubilité des protéines. Par conséquent,
tous les facteurs extrinseques influencant la li@akst la solubilité des protéines pourront
également favoriser ou empécher les interactiongime-protéine. Nous allons brievement
présenter les parameétres physico-chimiques influgnia stabilité d’'une protéine avant de
décrire les difféerentes forces impliquées dans itgsractions protéine-protéine. Nous
aborderons ensuite les aspects thermodynamiquemtdeactions protéine-protéine et nous
présenterons également les outils informatiqudiségipour leurs prédictions.

2.1. Stabilité et solubilité d’'une protéine globulaire

La stabilité conformationnelle d’'une protéine résules interactions intramoléculaires
et sa solubilité est principalement régie par tggractions entre les résidus présents a sa
surface et le solvant.

Alors que les résidus apolaires présentent unesiavepour les molécules d’eau, les
résidus chargés et polaires établissent des itimmaale type dipble-dipble et dipble-ion avec
les molécules d’eau du solvant. L’eau est donacsirge autour de la protéine et forme une
couche d’hydratation qui crée une géne stériguapprochement des protéines. D’autre part,
les résidus chargés en surface attirent les comee-et repoussent les co-ions par des
interactions électrostatiques formant une doubléclte ionique autour de la protéine. Un
gradient de potentiel existe dans cette doublelmet est défavorable au rapprochement de

deux molécules de protéine par répulsion électiigsia

La modification des conditions physico-chimiquesndilieu, tels que le pH, la force
ionique et la température peuvent altérer la balamire force attractives et répulsives au sein
de la protéine et avec le solvant et réduire @ig $a stabilité et sa solubili(glardy et al.
2008)

En effet, les protéines sont des polyélectrolyteles charges portées par les chaines
latérales sont dépendantes du pH de la solutiorpdiet isoélectrique (pl) d’'une protéine
correspond a la valeur du pH ou le nombre de chapgsitives est égal a celui des charges

négatives. Par conséquent, la protéine porte uasede charges positives lorsque le pH est
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inférieur au pl et un excés de charges négativegle le pH est supérieur au pl. La solubilité
d’'une protéine est réduite a son pl du fait deétduction de charges a sa surface et donc des

forces électrostatiques répulsives.

Une faible force ionique tend également a amélisaesolubilité (salting in) du fait de
la formation d’une double couche d’hydratation €a@n ions a proximité des résidus polaires
et chargés. Au contraire, de fortes concentrateansel ont tendance a diminuer sa solubilité
par (i) réduction de la couche d’hydratation (sagltiout) car les molécules d’eau sont
réquisitionnées par les ions en solution et (ifpatage des charges a la surface de la protéine
par établissement de ponts salins entre les résitgés et les solutés. L'amplitude de cet
effet est dépendante de la nature des ions egénéralement la série d’'Hofmeis{&erez-
Jimenez et al. 2004; Zhang and Cremer 2006)

La stabilité de la protéine dépend également deerapérature. La température a
laquelle s’effectue la transition de son état stméc natif & son état déplié s’appelle la
température de dénaturation (Tm). Cette températépend de la composition en acides
aminés mais également des parameétres physico-aiésnide la solution. L’'augmentation de
la température a deux effets importants : d’uné¢ lpadéstructuration de I'eau et d’autre part
le dépliement de la protéine provoquant I'expositdes régions hydrophobes a sa surface.
Ces deux effets diminuent donc la solubilité desténes par augmentation des forces
attractives. La perte du caractere globulaire d’pr&éine pendant le chauffage peut étre
attribuée a une augmentation de I'entropie detl'déplié(Creighton 1978)et est en principe

réversible.

La stabilité d’'une protéine dépend donc de sesrj@i@s intrinseques (définies par sa
séquence en acides aminés) et peut étre modulé®netion des conditions physico-
chimiques. Le degré de dénaturation d’'une protéstda conséquence d’'une balance altérée
entre les différentes forces stabilisatrices. flde&ini par les changements conformationnels
majeurs de sa structure native, sans altératiosadeéquence en acides amif&anford
1968) Dans des conditions douces de dénaturation, hatdeation peut étre ménagée et
résulter en une déstabilisation partielle de lagine.
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2.2. Forces régissant les interactions protéine-protéine

Les forces gouvernant la stabilité des protéinelestinteractions protéine-protéine
peuvent étre covalente ou de faible énergie (Tableld. La force d’'une liaison est définie

comme I'énergie nécessaire pour rompre la liaigdm{ol").

Type de liaison Energie (kJ.nol
Liaisons covalentes 200-800
Interaction hydrophobe 2-10
Liaisons de van der Waals 1-20
Liaisons hydrogénes 10-30
Interactions électrostatiques (pont salin) 25-50

Tableau I-1: Différentes forces impliqguées dans la stabiliténd’yprotéine et les interactions
protéine-protéine.

Lesliaisons covalentesésultent de la mise en commun d’électrons erdux @tomes
et nécessitent donc la proximité des atomes. Ebles trés énergétiques (200 & 800 kJinol
et impliquent les groupements thiols des résidistéayes pour former des ponts disulfures
intermoléculaires par échange de ponts disulfurésamoléculaires ou oxydation des

groupements thiols exposeés a la surface des pestéin

Lesinteractions hydrophobess’exercent entre des résidus apolaires. L'énelgiees
associations hydrophobes est de I'ordre de 2 &JIidt’. Elles sont de nature entropique et
sont favorisées a des températures élevees. Lait@ajles acides aminés apolaires étant
enfouie au coeur des protéines, les interactionsoppdbes entre protéines sont favorisées
lorsque l'une d’entre elles est partiellement d&plprésentant des résidus apolaires a sa

surface.

Les liaisons de Van der Waalssont des liaisons non spécifiqgues qui s’établisaen
courte distance (0.2-10 nm). La distribution asyigége des charges électroniques autour
d’'un atome lui conféere un moment dipolaire. Ce Bipdeut interagir avec un autre dipole
(interaction de type dipdle-dipble) ou altérer latiibution électronique des atomes voisins
(interaction de type dip6le-dipdle induit) ce quitraine la mise en place de liaisons de Van
der Waals entre ces atomes. Ce sont des forcastatits, provoquant le rapprochement des

atomes, et elles deviennent répulsives lorsqueatemes sont trop proches du fait de
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'impénétrabilité de leur nuage électronique (ptitdrde Lennard-Jones). Leur énergie (1 a
20 kJ.mot") est proportionnelle & £/r1/¥* ou 1/P (r : distance entre atomes, A) selon le type

d’interaction.

Les liaisons hydrogéness’établissent a courte distance (~0.2 nm) et stersi en
I'échange d’électrons entre un atome d’hydrogémes(ateur) lié a un atome électronégatif
(N, O) avec un autre atome électronégatif (donnéuayir énergie (10-30 kJ/mol) dépend de
I'électronégativité des atomes et est maximale dures les deux atomes électronégatifs et de

I'atome d’hydrogene sont alignés. Elles sont sisdxls a basse température.

Les interactions électrostatiquessont répulsives (entre protéines de charges gales
ou attractives (entre protéines portant des chaoge®sees). Leur énergie (25-50 kJ/mol)
dépend des chargées portées par les atomes ingpligné paire ionique, ou pont salin, est
formée par association de deux charges discrebees par un résidu chargé et un ion en
solution ou par deux résidus chargés. Dans le ‘cagmction protéine-protéine, leur énergie
dépend des charges (@t @) portées par les deux protéines, de la distanparagt les

protéines (r) et de la constante diélectrique diem(g,) selon la loi de Coulomb :

. Q0

2 5 (g0 €tant la constante diélectrique du vide)
TEE, I

Contrairement aux autres forces de faible éneigie,interactions électrostatiques
s’exercent sur des distances relativement grarZlear(). La force de ces interactions est
aisément modulée en ajustant le pH et la forceqimidu milieu. Ces deux parametres
permettent en effet de contréler la distributios dearges a la surface de la protéine.

Cette distribution de charges définit le potengédctrostatique d’'une protéine. Le
potentiel électrostatique d’'une charge Q a la serfiiune protéine en solution contenant des

ions est décrit par I'équation suivante :

(D(r) - Q e—r/De

ATEE, T

ou D est la distance d’écrantage de Debye. Ce pararestrionction de la force ionique |

D = [e,6 ke T
¢ 21

ou ks est la constante de Boltzmann et T est la temyrérabsolue.

selon la relation :
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Une augmentation de la force ionique induit done diminution de la distance de
Debye par écrantage des charges. La longueur diéga de Debye permet de modéliser la
force des interactions électrostatiques. Dans lg& dan systeme monoprotéique, une
augmentation de la force ionique favorise l'agriggatde la protéine par diminution des
forces électrostatiques répulsives ; ce principecdalting out » est utilisé par les étude de
cristallographig(Curtis et al. 2002) Inversement, dans le cas d’interactions électtiogtes
entre protéines portant des charges opposéeespi@ntgtion de la force ionique du milieu est
défavorable aux interactions protéine-protéine dut fde [I'écrantage des charges
complémentaires résultant en une diminution descefor électrostatiques attractives
(Biesheuvel et al. 2006)

2.3. Parametres thermodynamiques des interactions protée-protéine

Les interactions protéine-protéine permettent denimiser I'énergie libre d'un
systéme AG < 0), définie selon la deuxiéme loi de thermoduyitae, reliant les variations
d’enthalpie AH) et d’entropie AS) selon la relationAG = AH - TAS.

La variation d’enthalpie du systeme correspond @&oxtributions énergétiques
résultant des liaisons covalentes et non covaletdgies entre les molécules du solvant et la
protéine (enthalpie de solvatation) et entre leggimes impliqguées (enthalpie de liaisons). La
variation d’enthalpie est favorable a I'associatide protéines AH <0) lorsque les
interactions établies entre les protéines compénstaiement les interactions de chacune des
protéines avec le solvant avant leur complexation.

La variation d’entropie mesure I'état de désordresgstéeme. Elle résulte de la somme
des variations de I'entropie de solvatatiai®y,), de I'entropie conformationnelleAGons) et
de l'entropie translationnelle/rotationnelldaS,;) des protéines impliquées. La variation
d’entropie est favorable a I'association des pragiAS > 0) lorsque l'augmentation de
I'entropie de solvatation liée a la libération deslécules d’eau et contre-ions initialement
liés aux protéines est supérieure a la diminutientdopie de la protéineASeont, ASyy) du fait

des contraintes qui limitent les mouvements detnelsgoolypeptidiques.

Un systeme est dit enthalpique lorsque I'associatist favorisée par diminution de
I'enthalpie AH < 0), alors qu’un systéme entropique implique angmentation de I'entropie

36



Etude Bibliographique

(AS > 0). Les contributions enthalpiquaH) et entropique AS) de I'énergie libre sont
dépendantes de la température et peuvent étre @essglobalement par des techniques de
calorimétrie. Les différentes contributions entopms sont difficilement mesurables
indépendamment. Comme présenté dans le paragraphents (I-2.4.2), la dynamique
moléculaire est un outil informatique utilisé pastimer 'effet de la libération des contre-

ions ou de la diminution d’entropie conformatiodaeur les variations d’énergie du systeme.

La stabilité des interactions régissant la fornmatitun complexe entre deux protéines
P, et B peut étre évaluée en calculant les valeurs detaates d'association (Ka) et de
dissociation (Kd). Un équilibre simple monoméresiglie est défini par I'équation suivante :

P, + P, < PP, avecKd :m:i
[RR] Ka

ou [P], [P,] et [P.P;] sont les concentrations a I'équilibre en protéitieres et complexées a
I'équilibre. Ces constantes sont reliées a I'éreefiire standard du systéemAG®), selon
I'équation AG° = -RTIn(Kd ), o R est la constante des gaz parfaits et Erigpérature
absolue. Cette égalité provient de I'équation deb&iqui décrit la variation d’énergie libre du
systéme selorAG =AG° + RTIn(K .)A I'équilibre, la variation d’énergie libre estilie et la

variable K (rapport molaire des concentrations sgeees présentes) est égale au Kd.

Les valeurs de Kd sont propres a chaque systempewent s’échelonner du
micromolaire au picomolaire, résultant en une made I'énergie libre de -6 & -19 kJ.rol
(Keskin et al. 2008)

2.4. Prédiction des interactions protéine-protéine

La prédiction des interactions protéine-protéineejain réle important en biologie
pour comprendre les voies métaboliques et leurlaégn mais aussi en pharmacologie pour
la découverte de nouveaux médicaments ou encoagreralimentaire pour I'élaboration de
nouveaux ingrédients fonctionnels. Les interactiprméine-protéine sont gouvernées par les
différentes interactions présentées précédemmelad ebntribution de chacune des forces

dépend du systéeme étudié.
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Nous allons dans un premier temps présenter lelsaté$ de prédictions fondées sur
des études structurales des interfaces de compbeaEsques puis présenter les approches de
simulation par dynamique moléculaire permettant valiéer les composantes
thermodynamiques des interactions protéine-protéine

Cette synthése n’inclut pas les nombreux travauxlignt les interactions protéine-
protéine dans le but d’établir les conditions néa&ses a la cristallisation des protéines. Nous
nous intéressons plus particulierement aux méthodesnatiques permettant de prédire la
formation de complexes et celles permettant de centpe les forces gouvernant les
interactions protéine-protéine impliquées dansolanftion de complexes stabilisés par des
interactions faibles.

2.4.1. Analyse structurale des interfaces protéine —protéie

Puisque les interfaces des complexes protéinetpeotont composées de résidus
présents a la surface des protéines, de nombrétsi#ess se focalisent sur la composition en
acides aminés a la surface des protéines pourrerédi associations protéiqué&seskin et al.
2008) Ces études structurales visent également a retddd propriétés spécifiques aux

interfaces les distinguant du reste de la surfasepdotéines.

L’analyse comparative de structures cristallogrgpbs de différents complexes
protéiqgues a montré que les surfaces des protémmeplexées montrent souvent un degré
élevé de complémentarité structurgdlooren and Thornton 2003) Les protrusions de
surface d’'un partenaire s’associent généralementcauvités de surface de l'autre protéine.
Cette complémentarité structurale est dans de reumlras une caractéristique incontestable

gouvernant la spécificité des interactions protgiraeine.

Jones et Thornton ont comparé I'hydrophobie moyedas interfaces protéine-
protéine a celle de la surface et du cceur desipestélones and Thornton 1997)Nous
avons vu précédemment que l'organisation spati@e kEsidus d'une protéine tend a
minimiser son énergie libre conformationnelle pafoaissement des résidus apolaires au
coeur de la protéine et exposition des résidus nesla@t chargés en surface. Il n’est donc pas
surprenant que I'hydrophobie moyenne de la surfbes protéines soit négative alors que

I'hnydrophobie moyenne au cceur de la protéine soditipe. Ces auteurs ont montré que
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seules les interfaces de complexes homodimérigagagments, dont les protéines ne sont
fonctionnelles que sous leur forme complexée, ptés¢ une hydrophobie moyenne positive.
Au contraire, les interfaces de complexes trangipitels que les hétérodimeres enzyme-
substrat ou antigene-anticorps, sont quand a lelasacoup plus polaires et leur hydrophobie

ne se distinguent pas de celle de la surface déSipes constitutives.

Le rble joué par la chaine latérale d’'un acide @&vanlinterface est communément
déterminé expérimentalement par mutation dirigéeg&nérale les résidus sont mutés par une
alanine dont la chaine latérale se résume a unpgmoent méthyle. Cette méthode n’est
évidemment applicable que si la mutation n'engengas de changements structuraux
majeurs. Des techniques traditionnelles de caldrim@ermettent de mesurer l'influence de
cette mutation sur l'affinité du complexe et d’itiier les résidus dont la mutation est
défavorable a l'interaction, appelés « hot spotsa>»comparaison des résultats obtenus par
cette méthode a montré que la mutation de résidimirgs et chargés résultait en une
déstabilisation des complexes et que ces « hots spétaient majoritairement localisés au

centre de l'interface ou ils sont protégés du sal{dogan and Thorn 1998)

De nombreux travaux se focalisent également swpliddtation de I'ensemble des
informations aujourd’hui disponibles provenant dig@eencage du génome. Pour certaines
protéines dont la structure cristallographiquecesinue, il existe un ensemble de protéines
homologues provenant d’un gene ancestral dont daus&quence en acides aminés a été
déterminée. En supposant raisonnablement que d&Siras homologues interagissent avec
leur ligand d’une maniére relativement similaig,cbmparaison de leur séquence permet de
distinguer les acides aminés qui peuvent étre msaés abolir I'interaction de ceux qui
doivent étre conservés pour maintenir I'associattem effet, il a été montré que les résidus
« hot spots » des interfaces présentent un foredig conservation de séquefideoren and
Thornton 2003; Keskin et al. 2008)Une premiéere prédiction des sites potentiels
d’interaction peut donc étre réalisée par comparades structures et séquences de protéines

homologues.
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2.4.2. Prédictions par simulations moléculaires

La recherche de complexes dont les protéines nmariaglus haute complémentarité
de surface est le fondement de la plus part desitimes informatiques utilisés pour prédire
les structures des complexes protéiques.

En effet, tous les complexes protéiques ne peldteatcristallisés, en particulier ceux
résultant d’interactions faibles. L’arrimage molkire (« docking ») est une méthode de
modélisation moléculaire visant a prédire corre@eira structure d’'un complexe protéique
mis en évidence expérimentalement en considérardttactures cristallographiques connues
des protéines le composant. Pour sélectionner temtations les plus favorables, les
algorithmes utilisent des fonctions énergétiquenpifiées afin de tester un maximum
d’orientations en un temps raisonnable. Les pretgsont traittes comme des corps rigides
mais certaines approches d’affinement de strugitganent en compte les degrés de liberté
conformationnelle des chaines latéral8shueler-Furman et al. 2005)Enfin des données
expérimentales, telle qu’une liste de résidus iquds dans linteraction, peuvent étre
implémentés a certains programmes de docking adiffirter les résultatgvan Dijk et al.
2006)

Le « docking » est une méthode également utiliséedu criblage rapide d'un large
jeu de données structurales et génomiques pouirgréxd interactions protéine-protéine
(Aytuna et al. 2005)Des équivalents structuraux (homologie de séquebae surface) de
chacune des deux protéines formant un complexersohérchés parmi les bases de données
disponibles (PDB par exemple) puis les partenaiib®s sont associés deux a deux pour
prédire la formation de complexes.

Cependant, ces approches ne permettent pas de iseodéffet des parametres
physico-chimiques du milieu sur les propriétés uitase des protéines. Or pour de nombreux
complexes, la complémentarité électrostatique esfagteur tout aussi important que la
complémentarité structura{&heinerman et al. 2000)Les régions d’'une protéine présentant
un potentiel électrostatique positif s’associent sgions de la protéine partenaire présentant
un potentiel électrostatique négatif.

La combinaison des méthodes de simulation a lardinsge moléculaire permet de
modéliser l'influence des parameétres physico-chiregysur le caractére répulsif ou attractif

des interactions protéine-protéine.
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La dynamique moléculaire étudie le comportementadyique d’'une protéine en
solution, qui suit la théorie du mouvement browrtdéarite par I'équation de Langevin. Cette
équation correle I'accélération des particulesua \gtesse de diffusion, leur masse molaire et
un terme traduisant l'effet de la température etlaleviscosité sur ce mouvement. La
dynamique brownienne est communément utilisée @tudier les réactions dont la vitesse est
limitée par la diffusion des molécules et pour déteer les constantes d’association des
protéines. Elle permet également d’établir des resdsetructuraux et dynamiques pour la
compréhension ou la prédiction de résultats exmariaux, tels que l'effet de mutations.
L'implémentation d’algorithmes résolvant I'équatioron linéaire de Poisson-Boltzmann,
permet de modéliser les forces électrostatiquediquges dans linteraction entre deux
protéines en prenant en compte le potentiel élgettigue de chaque protéine et I'effet du
solvant sur la densité de charge a la surface ltesaz (Elcock et al. 2001)En effet un des
termes de cette I'équation est fonction de la l@ugude Debye et renseigne donc sur I'effet

de la force ionique du milieu sur la force desratgions électrostatiques.

Lors des simulations par dynamique moléculairepteseines sont modeélisées par des
sphéres pleines dans les modéles « gros grainass@grain models) et des modéles de plus
haute résolution (fine-grain) représentent chaaqueeaaminé par une sphéres dont le volume
est ajusté de facon a ce que le volume total ¢gedtine corresponde a celui déterminé par
cristallographie. Des modéles atomistiques reptéserchaque atome de la protéine par une
sphére (Figure 1-8). Dans chaque modele, chaquérspgdeut étre chargée ou neutre. Pour
réduire la charge de calcul, seulement une chaimmolymere dans une conformation donnée
est considérée et le solvant est généralementsauépar un continuum non structuré. C’est
une description implicite du solvant qui permet m@yenner toutes les configurations
possibles des molécules du solvant. Dans certaisisune partie du solvant, comme les sels
ajoutés au modéle pour mimer l'effet de la forasidoe, est décrite d’'une maniere explicite.
Chaque particule chargée est représentée par urespleine chargée. Les simulations
moléculaires sont effectuées dans des espacesleditnée modélisés par un volume cubique
ou sphérique dans lequel les protéines sont litkeese mouvoir par rotation et translation et

ou les particules chargées du solvant suivent ptadément aléatoire (Figure 1-8).
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Figure 1-8 : Image de simulation moléculaire. Le solvant esriti&elon un continuum non
structuré (arriere plan gris), les molécules de stlles protéines sont représentées par des
sphéres chargées positivement (noir) et négative(mame).(Persson et al. 2009)

Le phénomene de relargage de contre-ions par ceatien de deux polyélectrolytes
de charges opposées a été étudié par dynamiqueutadté(Ou and Muthukumar 2006) La
Figure 1-9 présente les différentes étapes caisatitieres : les deux chaines diffusent
librement (a) et lorsqu’elles se rencontrent (ligsese chevauchent (c) et collapsent en un
globule compact (d) avec relargage simultané dedre@ons initialement associés aux
polyélectrolytes. Les monomeres chargés de chaqlynpre présentent une affinité plus
importante pour leurs analogues de charge oppassemnis sur I'autre polymére que pour
leurs contre-ions. L'interaction entre les deuxypméres est coopérative et résulte en une

diminution rapide de leur taille par la formatiomm globule.

e Y

(c) (d)

Figure 1-9 : Image de simulation moléculaire a différentes &saghe la complexation de deux
polymeres portant des charges opposée (+ : rougair). Les contre-ions sont représentés
par des spheres (+ : rouge, - : veid).: les polymeéres diffusent libremefib) se rencontrent,
(c) se chevauchent é) se contractent en un globule avec relargage eni@oldes contre-
ions initialement associé®u and Muthukumar 2006)
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Ces auteurs ont également modélisé la contributiomelargage des contre-ions sur
I'énergie libre du systéme en fonction de la quantde charges portées par les
polyélectrolytes. Lorsque les deux polyélectrolyte®nt faiblement chargés, leur
complexation est gouvernée par I'enthalpie de iixatésultant d’attractions électrostatiques,
alors que le gain entropique di au relargage dgesaons est faible. Inversement, lorsque les
deux polyélectrolytes sont fortement chargés, leomplexation est régie par le gain
entropique dd au relargage de contre-ions et éavalésée par les variations enthalpiques. lls
ont également mis en évidence que I'addition de rgeluisait I'enthalpie de complexation par

écrantage des charges impliquées dans les intaradilectrostatiques.

Des études combinant la dynamique moléculaire aalculs classiques des
contributions électrostatiques ont également miséeidence l'accélération de la vitesse
d’association de deux protéines portant des chaamssées par l'action de forces
électrostatiques s’exercant a longue distance. i@gmnene décrivant le rapprochement
accéléré de deux protéines par des attractiondr@démtiques est connu sous le nom
d’ « electrostatic steering @ade et al. 1998)Les simulations par dynamique moléculaire
ont montré que la vitesse d’association limitée lpadiffusion (10 M*.s') pouvait étre
augmentée jusqu'a TO M's' en présence dattractions électrostatiques. Tan et
collaborateurs ont mis en évidence cet effet darsat des complexes formés par I'enzyme
acétylcholinestérase avec son inhibiteur NMA (Ndmgktcridinium). NMA est chargé
positivement et la vitesse de complexation est angée de plus d’'un ordre de grandeur
quand la protéine est chargée (site de fixatiomrgghanégativement) en comparaison au
modele ou la protéine ne porte aucune chéfga et al. 1993) Ce phénomene a également
été mis en évidence par modélisation de I'effelad®rce ionique sur la vitesse d’association
dans le cas de complexes antigene-anticorps. & digxemple, Kozack et coll ont montré
une diminution de la vitesse d’association lorsigu®rce ionique du milieu augmente dans le
cas du complexe formé par le lysozyme et son apicblyHEL-5(Kozack et al. 1995)Un
exemple largement étudié est le complexe barnasgetbgschreiber and Fersht 1996;
Camacho et al. 1999; Spaar et al. 200&)étude de ce complexe a permis de mettre en
évidence que '« electrostatic steering » augméntgtesse d’association des protéines pour
former un complexe transitoire et qu'il provoquelégnent une orientation préférentielle des
protéines dans une configuration favorable a len&tion du complexe permanent (Figure I-

10). Cependant la comparaison de différents coneglelont la formation est gouvernée par
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des attractions électrostatiques révele que cet effentationnel n'est pas observé dans tous
les cagGabdoulline and Wade 2001)

1

Figure 1-10 : « Electrostatic steering » dans le cas d'un corgplenzyme-substral : les
forces électrostatiques attractives s’exercent rague distance, augmentent la vitesse de
diffusion du ligand et lattirent vers le site a sarface de I'enzyme portant des charges
opposées?2 : les interactions électrostatiques influencentdjmamique de la protéine et
favorisent la fixation du ligan® : Les interactions électrostatiques établies atealistance
définissent la spécificité de I'enzyme pour sonsstdt et sa fixation dans une configuration
optimale.(Wade et al. 1998)

Une approche alternative a la dynamique moléculestela simulation moléculaire
selon la méthode Monte Carlo. Cette méthode utilis® approche probabiliste qui considére
un déplacement aléatoire des atomes. Une confignratoléculaire est choisie au hasard
puis une nouvelle configuration est générée. QGzrlla*est retenue que si la différence
d’énergie entre cette conformation et la précédestenégative. Dans ce cas, la nouvelle
conformation sert de point de départ pour le procdéplacement aléatoire des atomes et la
génération d’'une nouvelle configuration. Les sirtiates moléculaires utilisant la méthode
Monte Carlo ont permis de mettre en évidence ltedfiditif des interactions électrostatiques
et des liaisons de van der Waals sur les oriemsioéférentielles des protéines en interaction
(Persson et al. 2009)Ces auteurs ont également modélisé le phénomenmégdilation de
charge lors de l'interaction de deux protéines Harge opposées en utilisant un modeéle
purement électrostatiqug.und and Jonsson 2005)L’effet de la répartition des régions
hydrophobes a la surface d’'une protéine sur s@raation avec un polymére non chargé a
également été modéligdonsson et al. 2003)L’interaction est favorisée lorsque les régions

hydrophobes présentes a la surface de la protéimeaéparties d’'une maniére hétérogéne.
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La simulation moléculaire peut également étre aédi pour expliquer des résultats
expérimentaux. A titre d’exemple, la simulation M®nCarlo des interactions entre la
B-lactoglobuline ou B-lactalbumine avec un polyanion (modélisant la gararabique qui
est un polysaccharide anionique faiblement chaegéhis en évidence linfluence de la
répartition des charges a la surface des prot&oeda stabilité des coacervats observés
expérimentalemen{de Vries 2004) Cet auteur a montré que le complexe formé par
interaction de ce polyanion aveaactalbumine est plus stable que celui formé aaec
B-lactoglobuline car le polyanion interagit au nivediun large patch positif et unique a la
surface de ti-lactalbumine alors que sa fixation est plus diéfud la surface de la
B-lactoglobuline comportant plusieurs petits patchargés positivement. Un complexe est
donc plus stable quand la répartition des chargeesrégions hydrophobes est hétérogene,

formant des patchs contigus a la surface des pesgéi

Ces approches de simulation moléculaires sont gkaméent utilisées en paralléle
d’études expérimentales car elles ne permettent gpadles seules de comprendre des
interactions protéine-protéine. En effet, la digpdimé de la structure cristallographique
d'une protéine et la description de sa surface o pas suffisantes pour prédire avec
précision les interactions protéine-protéine. DXasitparametres entrent en jeu, tels que la
flexibilité des protéines due a la dynamique desirods latérales et principales, ainsi que des
changements conformationnels localisés ou éteridiplus, des effets allostériques peuvent
apparaitre pendant l'interaction, les associatipméiqgues provoquant des réarrangements

structuraux de résidus qui ne sont pas nécessaitemgliqués dans l'interface.
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3. Des interactions protéine-protéine a 'assemblagenebjets
supramoléculaires

Les interactions protéine-protéine peuvent menedaaformation de dimeres,
d’oligoméres solubles mais aussi a la formationbts supramoléculaires (plusieurs
microns) par assemblage. La taille et la morpheloge ces objets dépendent de la

conformation des protéines et des conditions pbysitmiques du milieu.

3.1. Agrégation vs assemblage

L’agrégation des protéines est une réaction d’assmciation qui méne a la formation
d’agrégats amorphes et floculants, avec une steittétérogéne et inactive biologiquement
(Fink 1998). Des liaisons non covalentes et covalentes peldtenimpliquées. L’'agrégation
est réversible lorsqu’elle concerne la protéinaveatjui précipite sous certaines conditions
lorsque sa limite de solubilité est dépassée (gptilt) ou lorsque sa charge nette est nulle a
son point isoélectrique. Dans ce cas, la confoonatie la protéine est conservée dans les
agrégats. L'agrégation native est un phénomeéniséitibrs de la cristallisation des protéines.
L’agrégation est généralement irréversible lorsligr'eésulte d’interactions hydrophobes
intermoléculaires entre protéines mal repliées artigllement dénaturées. Diverses
conformations de protéines peuvent alors étre ueé®s dans ces agrégats. La population
d’états partiellement dépliés, soit par mutation lde chaine polypeptidique, soit par
modification de I'environnement physico-chimiquaydrise donc I'agrégation. D’un point de
vue industriel, I'agrégation des protéines est hdnpmene important a maitriser lors des
procédés de fabrication en industrie alimentairgpair la conservation de vaccins dans

I'industrie pharmaceutique.

L’auto-assemblage des protéines se distingue deétjation du fait de la formation
spontanée d’objets ordonnégn der Linden and Venema 20Q7)’auto-assemblage de
protéines vise un état minimal d'énergie par éssklnent de liaisons non covalentes telles
que liaison hydrogenes, interactions électrostatiget hydrophobes et de van der Waals. Bien
que ces interactions soient de faibles amplitudes; grand nombre dans l'objet final

augmente significativement sa stabilité. L’assemblale protéines globulaires nécessite
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généralement des modifications de conformatiorudddormation d’oligoméres particuliers
(Chiti and Dobson 2006) Des conditions douces de dénaturation conduisenia
déstabilisation partielle de la protéine et sonhaddavorables a la formation d’objets
supramoléculaires par des protéines globulaires rpii présentent pas de propriétés
intrinseques d’assemblage dans des conditions esatik’auto-assemblage des protéines
dépend donc de la balance entre forces attraativespulsives et de ce fait est extrémement
dépendant des conditions physico-chimiques du mikdes que le pH, la force ionique, la

température.

3.2. Assemblages protéigues en biologie

L’auto-assemblage est une caractéristique fondateertes systemes biologiques
puisqu’ils sont capables d’atteindre un état fawiel sans I'apport de forces autres que
celles inhérentes aux molécules les composants.

De nombreuses fonctions biologiques impliquent tamfation de complexes
protéiques résultant d’interactions protéine-pragitelle que la régulation des voies
métaboliqgues qui est gouvernée par de nombreux leses protéiques ou le systéme
immunitaire qui met en jeu des complexes protéigpesifiques antigéne-anticorps.

L’auto-assemblage des protéines en objets supramialées peut impliquer des
chaines polypeptidiques identiques, on parle d’hofigpmérisation, ou différentes dans le
cas d’hétéro-oligomérisation. Certaines associatieant permanentes alors que certains
complexes sont dits transitoires parce qu’ils smémt et se dissocient continuellement. Nous

allons présenter quelques exemples d’auto-assemblatpgiques pour illustrer cette variéte.

a7



Etude Bibliographique

3.2.1. Le virus de la mosaique du tabac

Le concept d’auto-assemblage des protéines ensobjgiramoléculaires est apparu
lors des études structurales du virus de la mosaigurabac (TMV). Les travaux réalisés par
Fraenkelconrat et Williams ont montré en 1955 qee vaorus infectieux pouvait étre
reconstitué a partir de protéines et d’ARN diss®(f@aenkelconrat and Williams 1955)Ce
virus est une particule cylindrique, qui a la fordian batonnet (Figure I-11A). Sa structure
cristallographique a été élucidée en 1986 par Naetb&tubbs & une résolution de 3.5 A
(Namba and Stubbs 1986) a capside est formée de 2130 capsomeres, clapsomere
étant formé d’'un seul type de protéine, constitdéel58 acides aminés (4 hélicegt une
boucle flexible). L'ARN monocaténaire est enroute lelice a I'intérieur de cette capside

(Figure I-11B) et initie 'assemblage des capsomere

Figure I-11 : Observation au microscope électronique a trangonigki virus de la mosaique
du tabadA) et représentation schématique de sa structuralléeren hélice autour du brin
d’ARN (B). (Li et al. 2008)
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3.2.2. Les microtubules

La forme des cellules et leur mobilité sont régms I'état de structuration du
cytosquelette, composé de filaments d’acf{i@arlier et al. 2003)et de microtubulefConde
and Caceres 2009).es microtubules sont des assemblages supranl&sunon covalents
qui sont capables de se former et de se désassembt®urs du cycle cellulaire (Figure I-
12). Cet équilibre est régulé par l'interaction deisrotubules avec des facteurs (GTP/GDP)
promouvant leur assemblage ou leur déstabilisatida. sont des polymeres tubulaires
polarisés composés de protofilaments dont I'uniédase est I'hétérodimere de tubulinest
B (Carlier et al. 2003; Conde and Caceres 2008)interaction des microtubules avec les
filaments d’actine leur confere leurs propriétémainiques d’orientation et de polarisation

des neurones.

p-Tubulin )
a-Tubulin )

Tubulin dimer
bound to GTP

Tubulin dimer
bound to GDP

Depolymerization
&
20 =T o %

Shrinking microtubule

Paused microtubule [neither polymerizing

nor depolymerizing)

Figure 1-12 : Structure et mécanisme d’assemblage-désassemidegenicrotubules. Les
hétérodimeres de tubulineset B s’assemblent par fixation du GT@onde and Caceres
2009)
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3.2.3. Le collagene

L’'organisation des cellules en tissus biologiquest également en jeu des interactions
entre protéines fibrillaires structurales, telle® djélastine et le collagéne. Le collagene est un
assemblage protéique hélicoidal qui confere agxgisine résistance mécanique a I'étirement
(Friess 1998) L'unité de base des fibres de collagéne esblgotrollagéne constitué de trois
glycoprotéines (forte proportion de glycine, preliret hydroxyproline) (Figure [-13A)
enroulées en hélice droite stabilisée par desohlaishydrogenes. Les molécules de
tropocollagéne s'assemblent en une fibrille de i0de diamétre (Figure I-13B) et sont
maintenues par des liaisons covalentes entre ysarminales. Ces fibrilles s'agregent en une
fibrille d'ordre supérieur de 500 nm de diamétmd, sjassocie avec d’autres fibrilles (Figure

[-13C) pour former une fibre de collagene de 1 aufr0de diamétre.

Figure 1-13 : Niveau de structuration des fibres de collager{a¥ séquence en acide aminé
qui s’organise en hélice gauche (tropocollagend]y) trois molécules de tropocollagéne sont
enroulées en fibrille (hélice droite) et(c) fibre de collagene par association de fibrilles.
(Friess 1998)
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3.2.4. Les fibres amyloides

Ce dernier exemple illustre un assemblage biolagiui ne présente pas de propriété
fonctionnelle mais qui au contraire génére des giénéents cellulaires. L'agrégation non
controlée de protéines mal repliées peut conduira dormation de dépodts de fibres
amyloides, comme illustré sur le schéma ci-despoogosé par Dobson (Figure I-14). Ces
dépobts ont été détectés dans les cellules de divgasies et sont impliqués dans des maladies
neurodégénératives, telles que la maladie d’Alzkeite maladie de Parkinson et la maladie
du Creutzfeld-JacolfDobson 2003) Du fait de leur importante implication biologique

formation des fibres amyloides est étudiée d’'ugeriantensive.

Disorderad Disordesed
aggreqate aggreqgate

|
Cy e

Disorderad Degraded B
aggregate fragments

Prefibrillar
spacias

~‘.‘ +
.... i

Armyloid
fibri

Figure 1-14 : Modele de formation de fibres amyloides a partintedrmédiaires de
repliement. Aprés sa synthese par les ribosomeshdine polypeptidique se replie et peut
former des oligomeéres, des fibres ou des cristarsql’elle est dans sa conformation native.
Inversement, des intermédiaires de repliement peuleemer des agrégats désordonnés ou
étre impliqués dans la formation d'especes pralimes qui sont converties en fibres
amyloides matures par formation de feuillgiatermoléculairesiDobson 2003)
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Une fibre amyloide est un assemblage supramoléeul@iéaire non branché. Ces
fibres ont un diamétre d’environ 10 nm et leur loagr peut atteindre plusieurs micrométres.
La caractéristique structurale d’'une fibre amyloddela structure « cross-béta » composeée de
feuillets B intermoléculaires orientés perpendiculairemerdxelde la fibre (Figure I-15). Ces
feuillets sont stabilisés par de nombreuses ligisomrogenes orientées dans I'axe de la fibre
qui leur conférent une grande stabilité. Une fitsulte généralement de I'enroulement de
plusieurs fibrilles. Cette organisation semi-ctista en feuilletsp croisés résulte en un profil
de diffraction aux rayons X particulier, composéurd bande méridionale a 4.7 A
correspondante a lI'espace inter-brin, et d’'une baguatoriale plus diffuse aux environs de
10 A correspondant & I'espace entre feuillgt<es objets sont également caractérisés par
spectroscopie infrarouge par la présence d’'une osarge propre aux feuillefsnon natifs
(Zandomeneghi et al. 2004un déplacement du spectre d’émission de fluorescele la

thioflavine (Krebs et al. 2005¢t une biréfringence verte du rouge cofigilsson 2004)

Figure 1-15: Modeéele moléculaire d’'une fibre amyloide constitwe fibrilles enroulées,
composeées de protéines assemblées par des fefiilleesmoléculairesiDobson 1999)

La propension a former des fibres amyloides appacgiime une propriété générale
des chaines polypeptidiques. En effet, il a ét@égque toutes les protéines peuvent fibriller
(Fink 1998; MacPhee and Dobson 20Q0)hdépendamment de leur structure native, et
peuvent adopter le motif particulier en feuilltsroisés. Le dépliement partiel de la structure
native est un facteur crucial dans sa conversiostreictures amyloidg¥Kelly 1998; Uversky
and Fink 2004)
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3.3. Auto-assemblage pour le développement de nouveauimatériaux

En s’inspirant des procédés par lesquels les objgisamoléculaires sont formés en
biologie, de nombreuses études visent a utiliserpi®priétés des biopolymeres a former
spontanément des structures ordonnées pour leopderhent de nouveaux biomatériaux.
L’approche « bottom-up » consiste a fabriquer dbgte par l'auto-assemblage d’unités
élémentaires d’'une maniére contrélée et utilisexddéments clé de I'auto-assemblage: la
complémentarité de forme des unités élémentairkes eébteractions faibles et non covalentes
(Zhang et al. 2002; Sanguansri and Augustin 2006ag@t 2007)

A titre d’exemple, les protéines de soie d’araignée été étudiées pour comprendre
les propriétés étonnantes d’élasticité et de iégéstde ces objets biologiques. Les soies
d’araignées sont formées in vivo par I'auto-assegplde protéines intrinsequement dépliées
de Araneus diadematusnajoritairement ADF3 et ADF4Spiess et al. 2010).es propriétés
particulieres des soies d’araignée résultent degdimisation de ces deux protéines en
structures cristallines dans une matrice amorpgspansables respectivement de la résistivité
et de I'élasticité des soies. Les études réaliggestro avec des protéines recombinantes
mimant ces protéines naturelles (eADF3 et eADF4) roontré que, selon les conditions
physico-chimiques employées, leur assemblage adisalt la formation d’'une grande variété
de biomatériaux de morphologies différentes, talles des fils, des fibres, des microspheres,
des capsules ou encore des hydro@dirdy et al. 2008) Nous en présenterons quelques

exemples dans cette partie.

Un des aspects importants pour le développememodgeaux biomatériaux est la
compréhension des facteurs spécifigues qui régidsemécanisme d’assemblage afin de
fabriquer ces objets ordonnés d’'une maniere carerol

Une alternative largement utilisée pour facilitette approche est I'utilisation de
polymeres synthétiques qui permet de controleotaposition et la morphologie des objets.
Les avancées biotechnologiques et en chimie dééyatoffrent de nombreuses possibilités
pour le développement de polymeéres protéiques égigtles, tels que des peptides présentant
des motifs structuraux particuliers ou des propsétle surfactant (composés de régions
hydrophiles en alternance avec des régions hydims)au encore des polyméres branchés.
Ainsi des nanomatériaux de différentes morphologies été fabriqués, tels que des

nanofibres, des nanotubes, ou encore des vesicalapartimentée¢Zhang et al. 2002;
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Zhang 2003; Gazit 2007; Yan and Pochan 201@}es matériaux présentent un large
potentiel d’application dans des domaines aussévaue la médecine, I'agroalimentaire ou
encore la biotechnologie. Le dernier paragrapheeti® partie est dédié a la description de
quelques exemples d’application.

Cependant, [l'utilisation de biopolymeres natureldstque les protéines, les
polysaccharides ou les lipides, plutét que desméhgs synthétiques, est de plus en plus
recherchée du fait de leurs biocompatibilité edbgradabilité. Ceci est un avantage certain
lorsque les nouveaux objets formés présententm@gations potentielles pour les industries
alimentaires ou pharmaceutiques. En effet, I'@dtlizn de nouveaux ingrédients fonctionnels
nécessite une législation particuliere et ce pmegsgénéralement trés long, est facilité
lorsque les molécules utilisées sont déja reconsoesme sans danger a la consommation
(GRAS pour Generally Recognized As Safe). C’estrguoi, les recherches actuelles pour la
fabrication de nouveaux ingrédients fonctionnelsdent a préférentiellement utiliser des
biomolécules existantes. L'utilisation de polymésadsnentaires pour le développement de
nouveaux matériaux présente également un avantag®mique du fait de la valorisation
des coproduits issus de la transformation de nestiagricoles en produits alimentaires. Par
exemple, les protéines du lactosérum sont des dojisode l'industrie fromageére. Le
lactosérum est produit en quantité équivalente gukmntité de lait utilisé pour fabriquer les
fromages. De ce fait, les protéines solubles dusant des matieres premieres largement
disponibles, peu chéres, naturelles et généralememunnues comme sans danger pour
I'alimentation. Les protéines alimentaires ont @méyral une grande valeur nutritionnelle, de
bonne qualité sensorielle et elles présentent dmbreuses propriétés structurales et
fonctionnelles qui en font de tres bons candidaisr de développement de matériaux

protéiquegLivney 2010)

La morphologie des objets formés par assemblageatéines peut étre modulée en
appliquant les principes de physico-chimie. Nolsnal montrer au travers d’exemples variés
que les principaux facteurs influencant leur foigrasont la concentration en protéine, le pH,
la force ionique, la température et la nature dlvasw. En effet les variations de ces
paramétres modifient la balance des forces gouwmeti@semblage. Nous nous intéresserons
tout d’abord aux objets formés par auto-assemhagee méme protéine avant de présenter
des systemes plus complexes mettant en jeu au nu@ng biopolyméres. Enfin nous
présenterons les applications potentielles de cbgtso supramoléculaires pour les

nanotechnologies, les biotechnologies et les imdgshlimentaire et pharmaceutique.
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3.3.1. Systémes mono-protéiques

Dans le cas de systéemes mono-protéiques, nous altiinque des structures linéaires
sont formées lorsqu’il y a des fortes répulsiomstbstatiques, soit a un pH éloigné du pl et a
faible force ionique(van der Linden and Venema 20Q7)nversement, des particules
sphériques sont formées dans des conditions otepegsions électrostatiques sont faibles,
soit a pH proche du pl et/ou a forte force ionique.dépliement partiel de I'état natif est
généralement nécessaire bien que l'oligomérisatienl’état natif de la protéine peut
également avoir lieu avant qu’apparaissent des finations conformationnnellg&hiti and
Dobson 2006)

3.3.1.1 Assemblages linéaires

La formation de fibres amyloides a été étudiéeiiro\d’une fagon intensive pour
comprendre leur mécanisme d’assemblage et tendgpditer des éléments fondamentaux
nécessaires a la création de traitements curabfg pes maladies impliquant ce type
d’assemblage.

Bien que de nombreuses protéines soient capable§bdier, I'amplitude du
réarrangement conformationnel nécessaire a ldlditoon, la morphologie des fibres (degré
d’enroulement, leur longueur et leur rigidité) etil stabilité dépendent de la protéine et des
conditions expérimentales. En général un traitentteetmique est combiné a I'abaissement
du pH pour favoriser le dépliement partiel de lat@ine.

L’équipe de van der Linden a étudié les fibres #@ema partir dp-lactoglobuline, de
la sérum albumine bovine et de I'ovalbumine a ppb2 incubation a 60-80°(Sagis et al.
2004) Les fibres formées par falactoglobuline sont longues de plusieurs microegalors
que celles formées par la sérum albumine bovinkogalbumine sont beaucoup plus petites
(~200 nm) (Figure I-16A et B). Dans le cas de leusealbumine bovine, les fibres sont
réversibles et se désorganisent lorsqu’elles saréas en dessous de la concentration critique
pour leur formation(Veerman et al. 2003) Les liaisons entre les monoméres sont
apparemment purement physiques. Dans le cas [fHatdoglobuline et de I'ovalbumine, les

fibres sont stables a la dilutidiveerman et al. 2003)L’assemblage est irréversible et les
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fibores semblent étre stabilisées par des changsmmmiformationnels ayant lieu aprés

I'assemblage de protéines natives.

e =

Figure 1-16 : Observations au microscope €lectronique a trassonisde fibres amyloides
formées a pH 2 pafA) la p-lactoglobuline (80°C, 10h)B) I'albumine de sérum bovin
(60°C, 10h)(Sagis et al. 2004)XC) le lysozyme de poule (37°C, 56(Krebs et al. 2000t
(D) I a-lactalbumine (37°C, 4 j)\Goers et al. 2002)

Les protéines globulaires de la famille du lysozysmt également capables de
fibriller dans diverses conditions physico-chimiguélrexler and Nilsson 2007) Le
lysozyme de poule forme des fibres amyloides (leidtk6C) par incubation prolongée dans
une solution acide (pH 2.0-4.0) a température €le(87-65°C)(Krebs et al. 2000)La
formation de fibres a également été observées a.pldt a température ambiante lorsque la
protéine est partiellement réduite et incubée dknbethanol concentré en présence de NaCl
(Goda et al. 2000; Holley et al. 2008)’ hydrophobie du solvant déstabilise partiellemkan
structure native de la protéine et la présence alefavorise son agrégation. Des fibres
amyloides sont également formées parldctalbumine (Figure 1-16D) lors que celle-ci est
incubée a 37°C a pH 2 ou elle adopte une confoomgtartiellement dépliée, appelé état
globule fondu ou « molten globule(&oers et al. 2002)Ces auteurs ont également mis en
évidence que la réduction de trois de ses quatrts mhsulfures accélérait la fibrillation alors
que la présence de ligand, tels qué"Zavorisait la formation d’agrégats amorphes.

Ces études in vitro ont également permis d’étéblnécanisme de fibrillation.

L’activation de la protéine par déstabilisation tigdle (abaissement du pH et
augmentation de la température) et la nucléation Iss étapes limitantes du mécanisme. La
phase de nucléation correspond a la formation é@gajs amorphes non amyloides par
agrégation des protéines partiellement dépliéestteCagrégation est suivie d'un

réarrangement structural des protéines.
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En effet, la formation de feuillefsnon natifs a été mise en évidence par spectrascopi
infrarouge (Figure 1-17), par exemple lors de txifiation de l'a-lactalbumineg(Goers et al.
2002) Des études par hydrolyse partielle suivie pactspmétrie de masse ont également
permis de déterminer les régions des protéinesiqoges dans la fibrillation. Frare et coll.
ont montré que le domaing et I'hélice C du lysozyme participaient a la fotima des
feuillets B intermoléculairegFrare et al. 2004; Frare et al. 2006D’autre part, Polverino et
coll. ont montré que les feuillefs n’étaient pasndispensables a la formation de fibres par
I a-lactalbumine puisque leur déplétion accélere bailkation (Polverino de Laureto et al.
2005) Ces auteurs proposent que la formation de fésijleéntermoléculaires résulte de la

conversion d’hélices.

Absorbance

Figure 1-17 : Spectres infrarouge @lactalbumine a pH 2
en solution(A) et sous forme de fibres apres incubation sur
la nuit & 37°C(B). La comparaison des spectres met
clairement en évidence la conversion d’hélicen feuillets

B non natifs ('absorbance est maximale a un nordlmede
inférieur a celui observé pour les feuillets nati{&oers et

al. 2002)
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Lorsque les interactions intermoléculaires sontfisarhment stabilisatrices pour
compenser la diminution d’entropie conformationmeales protéines, un état métastable non
fibrillaire avec une apparence sphérique (2-5 nndidemétre), appelé protofibrille, est formé
(Plakoutsi et al. 2005)La phase de croissance mene a la formation desfipar fixation de
protéines monomériques sur les protofibrilles. Dams premier temps, la liaison d'un
monomere a une fibre est réversible. Les fibrest soimmatures » et peuvent étre
resolublisées par abaissement de la températureotdes changements conformationnels,
c'est-a-dire la formation de feuilleisintermoléculaires, qui rendent la liaison irrévales et

forment des fibres « matures » stables.
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L'influence de l'agitation sur la cinétique de faation des fibres a été étudié par
Bromley et Krebs(Bromley et al. 2005dans le cas de If-lactoglobuline. L'application
d’une force de cisaillement accélere la fibrillatiet permet de moduler la taille des fibres. En
effet, la fragmentation des fibres « immatures wigeau des monomeres liés réversiblement
permet de multiplier les noyaux et de favoriserriscontres entre monomeéres. Ces auteurs
proposent également que I'élongation des fibres stomippée du fait de I'hydrolyse des
monomeres apres une incubation prolongée a ternpératlevée et désactivation des

extrémités (par conversion structurale ou hydropesgielle du monomere terminal).

Les exemples précédents concernent des protéitiesesmpartiellement dépliées mais
il a également été mis en évidence que I'hydropatielle de la protéine favorise également
sa fibrillation par I'exposition en surface de goements hydrophobes. Otte et coll. ont étudié
la formation d’objets linéaires paratlactalbumine partiellement hydrolysée par la paege
de Bacillus licheniformis(BLP). L’ajout de calcium permet de moduler lanfi@r des objets
linéaires formés (Figure 1-18B): en absence dé'das monomeéres obtenus (fragment de
8.8 kDa) forment des fibres amyloides a pH neutxe ipcubation et 50°C, alors qu’en
présence de Ghdes fragments de 11 kDa forment des nanotubesir@Fig18A). Ces
assemblages linéaires tubulaires (diameétre intden8 nm) sont formés spécifiguement par
I'établissement de ponts salins entre le calciunde groupements carboxyliques de la
protéine(Graveland-Bikker et al. 2004; Graveland-Bikker ardk Kruif 2006; Graveland-
Bikker et al. 2006; Ipsen and Otte 20Q7)

o Mw = 14.2 kDa

Monomers
Mw=11.2-11.6 kDa _‘/
Pathway Bt Manotube
Concenbstan of Stable nucleus

a-lmetainumin < 331

Further hydealyai
(BLP)

- —*3—*\-

Linear fibril

Monomers

Lo = 8 B kDa Dimers

Figure 1-18 : A: Nanotubes di-lactalbumine(microscopie électroniqgue a transmission)
(Graveland-Bikker et al. 2004) B :Mécanisme d'assemblage dea-lactalbumine
partiellement hydrolysée par la protéasddeillus lucheniformi¢BLP) a pH 7.5 et 50°C. En
présence de calcium les fragments de 11 kDa foradesihanotubes et en absence de calcium
les fragments de 8 kDa forment des fibres amyloigiesen and Otte 2007)
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En définitive, la formation d’assemblages linéaitets que les fibres amyloides, est
favorisée dans des conditions ou les protéineseptést un excés de charges et sont
partiellement dénaturées. L’apparence d’'ordre dasobjets est favorisée d’une part par des
répulsions électrostatiques et d'autre part la ga&oisation structurale en feuillefs

intermoléculaires qui imposent une direction pégike de croissance.

3.3.1.2 Assemblages sphériques

Les protéines globulaires peuvent également étilesséats pour la formation de
structures sphériques.

Krebs et coll. ont montré que la formation de dtres particulaires est une propriété
commune a toutes les protéines globulaires lorsmplies-ci sont incubées a température
élevée et a un pH proche ou égale a leur pl. Eat,ef$ ont mis en évidence la formation de
gel particulaires constitués de particules sphéggmonodisperses (Figure 1-19) a partir de
protéines variées telles quefldactoglobuline, la sérum albumine bovine, I'insdibovine,
la myoglobine, le lysozyme de pouley-Bynucléine et la transthyrétine huma{Keebs et al.
2007) Ces protéines se différencient par leur pl, fmids moléculaire et par leur contenu en
hélicea ou feuilletp. Les particules sphériques sont obtenues a pirtsolutions protéiques
concentrées (30 g 1) incubées & 90°C en présence de 100 mM NaCl aysrgche du pl de
chaque protéine. Dans ces conditions les prot&oes partiellement dépliées et faiblement
chargées. L’absence de répulsion électrostatiqueaira donc une agrégation rapide
gouverneée par des interactions hydrophobes. Latifjaation des changements de structures
secondaires par spectroscopie infrarouge des pestéiassemblées révele qu’une
réorganisation structurale n’est pas systématidqRer. conséquent, I'agrégation est non
spécifique et il n'y a pas de direction privilégidens les agrégats résultant en la formation de
particules sphériqgues. Ces mémes protéines forrégalement des fibres amyloides
lorsqu’elles sont incubées a température élevéa aHi éloigné de leur pl ou elles sont
fortement chargées. Les forces de répulsion samésfeet provoquent une cinétique lente
d’agrégation. Krebs et coll. assimilent ce compuggt a celui des colloides/polyméres : une
agrégation rapide et isotrope est obtenue quanchiages sont partiellement écrantées, alors
que la présence de charges entraine une agrégdummente qui résulte en la formation de

structure cristallin€Lin et al. 1989)
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Figure 1-19 : Particules sphériques formées par assemblage fidalztoglobuline(A), la
sérum albumine bovin@), I'insuline bovine(C), la myoglobine de chevéD), le lysozyme
de poule(E), la transthyretine humain@) et I'a-synucléine humaingG), apres incubation a
90°C en présence de 100 mM NaCl a un pH procheldiepchaque protéine. La barre
d’échelle est de 1 unfKrebs et al. 2007)

La formation de particules sphériques par le lysozya également été mise en
evidence a pH acid@ohr et al. 1997) Ces auteurs ont étudié la précipitation du lysoz et
de la ribonucléase a pH 1.5 en fonction de la aunagon en protéine et en chlorure de
potassium. En présence d’'une concentration élenések des structures branchées ont été
obtenues a faible concentration en protéine alars des structures sphériques ont été
observées a des concentrations élevées en prad@Eng.mécanismes d’assemblage ont alors
été proposés. Le mécanisme de croissance en meassek (growth ») consiste en une
agrégation par diminution de la solubilité apresjout de sel (salting out) suivie d’'une
croissance selon une symétrie sphérique a parfodu de nucléation. Le second mécanisme
(« sheet growth ») suggere une agrégation desipestén feuillets présentant une courbure
qui provoque leur enroulement en enveloppes conqaes lors de la croissance. Dans les
deux cas, les objets formés ont une apparenceigpbér

L’équipe de Scheibel et Slotta a quant a elle déstunfluence de la force ionique sur
le type d’agrégats formés. lls ont mis en évideilactormation de microsphéres a partir de
protéines recombinantes de soie d’araignées eAPF8.48) (Lammel et al. 2008) Ces
objets sont formés a température ambiante et pi &autant du phosphate de potassium a
des concentrations supérieures ou egales a 400rgdré 1-20A). La force d’agitation et la
concentration en protéine permettent de moduléailee des microsphéres. Inversement, en
ajoutant une concentration en phosphate de porassii¢rieure & 300 mM, des nanofibres

d’'un diametre compris entre 2 et 10 nm sont formggmrtir de solution protéique diluée
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(1 g/l). Ces auteurs ont également mis en évidenfamation de feuillet§ non natifs dans
les nanofibres mais aussi dans les microsphéresolservations les ont amenés a postuler
que l'assemblage de cette protéine en objets dehulmygies différentes suit un procedeé
structural similaire mais des cinétiques différen(8lotta et al. 2008)(Figure 1-20B).

La premiere étape du mécanisme consiste en uneyadigne des protéines induite par
écrantage des charges négatives par le phosphgtetassium. Lorsque la concentration
saline est faible, des noyaux structurés sont fergtérestent en suspension dans la phase
agueuse puis ceux-ci grossissent par élongationfpouer les nanofibres de type amyloide.
Dans le cas des microsphéres, une séparation dee pst induite par altération des
interactions protéine-solvant (salting out) et dprs la concentration locale en protéine est
supérieure a la concentration critique de nucléafdusieurs noyaux structurés sont formeés
simultanément. Ceux-ci grossissent d’'une facon ripne en interagissant avec d’autres

monomeres et en convertissant leur structure ethefisip.
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Figure 1-20 : A : Microspheéres formées par assemblage d’eADF4 a phl@ésence de 1 M
de phosphate de potassium. La taille des objetsvenig avec la concentration en protéine
alors que leur nombre augmente avec lintensitéitition. (Lammel et al. 2008)B :
Mécanisme d’assemblage en fonction de la forcegiedu milieu : a faible force ionique, les
protéines s’assemblent en fibres selon un mécardenmeicléation croissance alors qu’a force
ionique élevée, des microspheres sont formées eg@paration de phase et croissance
sphérique des noyaux formé¢Slotta et al. 2008)
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Un dernier exemple illustre un assemblage sphénmguiculier, les sphérulites. Ces
objets sphériques d’'un diamétre compris entre 1Dl présentent une structure semi
cristalline caractérisée par un profil de biréfenge en croix de malte (Figure 1-21). Elles ont
par exemple été obtenues par incubation prolongéeutine bovine a 65°C et de
B-lactoglobuline & 80°C dans un tampon a pH 2 efaitde force ionique (NaCl < 50mM)
(Sagis et al. 2002; Krebs et al. 2004; Bromley et2005; Krebs et al. 2005 es auteurs ont
montré que ces sphérulites sont composées d'ununayerphe (protéines agrégées) et de

fibres amyloides organisées radialement.
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Figure 1-21 : Sphérulites dei-lactoglobuline obtenues par incubation prolonggeHa2 et

80°C. A: Profil de biréfringence en croix de malte obsengmis lumiére polarisée
caractéristique d’une structure semi-cristallifagis et al. 2002)B : Observation par
microscopie électronigue a balayggeomley et al. 2005)

En conclusion, des objets sphériques peuvent étreék lorsque les protéines sont
faiblement chargées. Les conditions physico-chimsgtavorables sont, par exemple, un pH
proche de leur pl et des forces ioniques relativeraevées. Les sphérulites sont un exemple
particulier puisque les conditions favorables & li@umation se rapprochent des conditions
favorables a la formation de fibres amyloides. Cenpour la formation d’objets linéaires, les
assemblages sphériques nécessitent la dénaturpaoielle la protéine. Cependant,
I'organisation en une géométrie sphérique est fhlerthermodynamiquement du fait de la
minimisation de I'énergie de surface des particyas I'existence d’'une tension de surface
entre la solution et la phase condern@®éaresov and Semenov 2008)

Nous allons voir dans le chapitre suivant que dget® (linéaires ou sphériques)
peuvent s’organiser en un réseau tridimensionnelglee leur concentration dépasse une

concentration critique.
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3.3.1.3 Les hydrogels

Du fait d'un grand rapport de taille entre diamegtdongueur des fibres amyloides,
une solution concentrée de fibres peut former dgfrdgels (Loveday et al. 2009)par
organisation tridimensionnelle de celles-ci. Lesdrogels sont des objets poreux qui

présentent alors une structure fibrillaire et degppétés rhéologiques intéressantes.

Miller et coll. ont mis en évidence la formation hgdrogels transparents,
viscoélastiques et thermoréversibles par le lysezyRigure 1-22A)(Yan et al. 2006) La
présence de feuillefd intermoléculaires a été mise en évidence par sysacipie infrarouge
et I'observation par microscopie électronique mentorganisation fibrillaire. Selon ces
auteurs, une fois la fibrillation provoquée par rmegtation de la température, au fur et a
mesure que la température diminue, des fibres Iphgues se forment et en dessous de la
température de gélification, les fibres s’assoclendlement par des jonctions hydrophobes
résultant en un réseau tri-dimensionnel de plys@ndenséYan et al. 2008)

Les gels fibrillaires sont généralement transpatehtn Figure [-22B illustre les
hydrogels formées par assemblage des nanofibrepratl€ines recombinantes de soie
d’araignéegRammensee et al. 2006 e type de gel est obtenu a faible force ioniefu& un
pH éloigné du pl ou les répulsions électrostaticgm® maximalegYan and Pochan 2010)
Comme nous l'avons vu précédemment, ces conditfgisent la formation d’agrégats
aléatoires en favorisant la formation d’agrégatgédires. Au contraire plus la force ionique
augmente et le pH s’approche du pl, plus le gelet¢wpaque a turbide. Du fait de faibles
forces de répulsion, la protéine dénaturée s’agiaéges facon aléatoire selon des interactions
hydrophobes et des liaisons van der Waals. Ce digpgel peut étre particulaire comme
illustré précédemment par les travaux de Krebsufieidr19).

Ces deux types de gels (transparents et opaqueppoaxemple été observes dans le
cas de Ig-lactoglobuling(Bromley et al. 2005t du lysozyméTani et al. 1993) Les fibres
de B-lactoglobuline peuvent également s'associer errdggls par ajout de CaCtomme
agent de gélification formant des ponts salins eeds fibres formées a pH 2 et 80°C
(Veerman et al. 2003)
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Figure 1-22 : A : Hydrogel formé par organisation tridimensionnelte fibres de lysozyme
(microscopie électronique a balayag®an et al. 2006B : Hydrogel fibrillaire constitué de
nanofibres de protéines recombinante de soie dia¢ai (eADF4)(Rammensee et al. 2006)

Pour conclure, il est intéressant de noter qu’ugenmprotéine peut former différents
types d’objets selon les conditions physico-chiregjutilisées. La Figure [-23 illustre les
objets formés par dénaturation thermique delectoglobuline:

[NaCl] = 100 mM pH 5.3

v

[NaCl] < 50 mM

p-lactoglobuline
pl=4.8

Figure 1-23 : La dénaturation thermique de faactoglobuline résulte en la formation de

fibres a pH 2. Ces fibres s’organisent en gel acodesentrations élevées en protéine et NaCl
ou en sphérulites a faible force ionique. Lorsquigoi de la solution est proche de son pl,
cette protéine s’assemble en gel particulaire.
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3.3.2. Systemes binaires

Lorsque deux protéines sont en mélange, I'étudel'idBuence des parameétres
physico-chimiques sur la morphologie des objetsaupléculaires formés et les mécanismes
d’assemblage se complexifient car les partenairesseptent des propriétés physico-

chimiques différentes.

Le mélange de deux biopolymeres en solution peuttraodifférents comportements.
Dans des conditions trés diluées, les deux polysnéoexistent en solution alors que le
systéeme devient instable lorsque les concentratongolymeres augmentefate Kruif and
Tuinier 2001) Deux cas se distinguent alors: la ségrégatiorpdbaneres en deux phases ou
leur association. La premiére situation est rerréentjuand les polymeres sont incompatibles
thermodynamiquement, c'est-a-dire que les forcpsls&es sont dominantes, et résulte en
une séparation de phase. Dans le cas ou les itib@smsont principalement attractives, les
deux polyméres s’associent pour former des complé2emme nous allons le présenter dans
les paragraphes suivants, I'organisation de chpqlyeneére au sein de ces complexes dépend

de leur forme et taille respective ainsi que deolaposition physico-chimique du milieu.

Les études visant a caractériser les assemblagpdisjiiant deux protéines ne sont pas
trés nombreuses, c’est pourquoi nous présentonenégat des complexes formés par

I'interaction de protéines avec des polysaccharides

3.3.2.1 Protéine-polysaccharide

Les polysaccharides sont des polymeres linéairedranchés. Contrairement aux
protéines qui sont constituées de divers acidesésnia composition en unité élémentaire
(glucides) des polysaccharides est relativement ogeéme et leur conformation
tridimenstionnelle est limitée a une structure dwtiale k-carraghénane) ou une absence de
structure définie (alginate, chitosane). Cependénsont comparables aux protéines car ce
sont des polyélectrolytes dont la flexibilité etdiatribution en charge peuvent étre modulées

par les conditions physico-chimiques du milieu.
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Les complexes protéine-polysaccharide sont commanérappelés coacervats. Ce
sont des complexes sphériques de 100 nm a 1 umiatectde dont la formation est
principalement gouvernée par des interactions réistettiques. Ils sont généralement obtenus
par ajustement du pH. Lorsqu’un polysaccharideraqiee (pectine) est utilise, il est mélangé
avec la protéine a un pH supérieur au pl de céllees deux polymeres sont alors tous deux
chargés négativement puis le pH est ajusté power @ioche ou inférieur au pl afin de
provoquer la coacervation. Au contraire, lorsquholysaccharide cationique (chitosane) est
utilisé, les deux polymeres sont mélangés a unnpétieur au pl de la protéine puis le pH est
ajusté a une valeur proche ou supérieure au plchaservats sont généralement neutres et
une phase aqueuse a tendance a se séparer desdéadeinge contenant les deux polymeéres
(Jones and McClements 2010)s sont formés dans une gamme étroite de prbauwdu pl
de la protéine) car ils précipitent si les atti@uesi électrostatiques sont trop élevées. Le pH
optimal dépend du rapport molaire protéine/polyBadde qui gouverne le phénoméne de
neutralisation des charges. Il a également été déénague la formation de coacervats est
favorisée par une répartition hétérogene des chardg surface de la protéi(ieurgeon et al.
2003) A titre d’exemple, des coacervats fl¢actoglobuline et de gomme acacia résultent
d'une séparation de phase par interactions éld¢atigpgses fortes a pH 4.2, soit a un pH
inférieur au pl de la protéingSchmitt et al. 2001)Dans ces coacervats, des changements
conformationnels de la protéine (perte d’héliag®nt été mis en évidence mais ce n’est pas

le cas dans tous les types de coacervats.

3.3.2.2 Systemes a deux protéines

Le groupe de Lewis est un des premiers a mettrévadence la formation d’une
solution turbide par mélange de deux protéinesujotes de charges opposeées ; le lysozyme
et lap-lactoglobuline ou le lysozyme etHlactalbumine qui co-précipitent a pH gl8owell
et al. 1995) Ces auteurs ont démontré I'importance des intiers électrostatiques entre ces
protéines natives puisque leur précipitation egtuité en augmentant la force ionique ou en
variant le pH du milieu. lls ont également mis endénce l'implication d’interactions
hydrophobes et la formation de liaisons hydrogedass la stabilisation des précipités
(Howell and LiChan 1996)
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Dans le cas d’un mélange binaire, I'importancetepriétés de surface des protéines
pour leur interaction et leur assemblage en olgerramoléculaires a été rapportée par
Biesheuvel lors de I'étude de I'assemblage du lyswznatif avec son homologue modifié, le
lysozyme succinylé. A pH neutre, ces deux protépuatent des charges globales opposées et
leur conformation est supposée non affectée. Dadltags expérimentaux combinés a des
études par simulation moléculaire, ont montré dassémblage de ces deux protéines était
modulé par des facteurs physico-chimiques telslguye, la force ionique, la température et
le rapport molaire de ces deux protéiiBgesheuvel et al. 2006; Biesheuvel et al. 2006)
L’assemblage est défavorisé par augmentation fieda ionique et est inhibé a des pH ou les
deux protéines portent des charges globales de migme. Ces auteurs ont également établi
un diagramme de phase en fonction de la force uenief de la concentration en protéine
montrant que les conditions optimales pour la s&pmar de phase favorable a leur assemblage
sont des concentrations protéiques élevées, ubke flmrce ionique, une faible température,
un rapport de charge symétrique et donc un pH elckarges sont les plus élevées, i.e.
pH 7.5.

Mossa et coll. ont montré par modélisation que dtafice entre attraction a courte
distance et répulsion a longue distance (interastélectrostatiques et écrantage des charges)
définissait le mécanisme d’auto-assemblage de ipesta@insi que la morphologie de I'objet
supramoléculaire forméMossa et al. 2004)Quelque soit le systéme binaire considére, la
compensation des charges de surface semble pméyaar la formation de particules
sphériques. Lorsque seules des forces attractiv@spsésentes, les clusters sont sphériques
quelque soit leur taille, alors qu’en présence ated répulsives, seuls les clusters de petite

taille restent sphériques et les plus gros devierlireéaires.

Yu et coll. ont mis en évidence la formation desgerticulaires dans des systémes bi-
protéigues impliquant des protéines du blanc d'deaifysozyme et I'ovalbumine forment des
particules d’environ 200 nm de diametre qui somhgosées d’'un cceur de lysozyme et d’une
enveloppe d’ovalbumingru et al. 2006)Les protéines sont initialement mélangées a BH 5.
pH situé entre le pl des protéines, ou elles pordes charges opposées. Le pH est ensuite
ajusté a pH 10.3 (proche du pl du lysozyme et sepér celui de I'ovalbumine) et la
solution est incubée a 90°C pendant 90 min. Lesfoubks de lysozyme s’associent et le
traitement thermique résulte en la formation dei@aes gélifiées, structurées en un cceur de

lysozyme chargé positivement enveloppé d’'une cowddbvalbumine chargée négativement.
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Ces particules sphériques gélifiées forment un geln®es objets similaires sont formés par
interactions électrostatiques et gélification devéllbumine et de I'ovotransferrine a pH
neutre, ou une protéine est chargée négativemdiauste est neutréHu et al. 2007) Il a
également été montré, dans le cas du lysozymeteraation avec |#-caséing(Pan et al.
2007) que la taille de ces particules et la répartities protéines peuvent étre modulées par
ajustement du pH comme illustré par la Figure 1-24.
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Figure I-24 : Modulation de I'organisation interne des nanogetsnés par co-assemblage de
lysozyme et de If-caséine en fonction du pkRan et al. 2007)

Cependant il est important de noter que ces nasagesont pas formés spontanément
apres mélange des deux protéines car ils nécask#pplication d’'un traitement thermique
relativement drastique. Dans cette étude, nous mi@sessons plus particulierement aux
objets formés par auto-assemblage dit « non indule deux protéines, c'est-a-dire ne
nécessitant aucun apport d’énergie extérieure atilidation de conditions douces de

dénaturation.

Récemment, des particules sphériques de quelquesmdtres de diametre ont été
obtenues par mélange de deux protéines de chamgessées a faible force ionique et
température ambiantgDesfougéres et al. 201Q) Les différents systémes binaires
étudiés impliquent une protéine acide (ovalbumpie4.8 ou sérum albumine, pl 5) et une
protéine basique (lysozyme, pl 10.5 ou aviding.p). Quelque soit le systéme, ovalbumine-
lysozyme, avidine-ovalbumine et sérum albuminezysee, les microsphéres sont formées
sur une gamme de pH étroite ou les protéines palttencharges opposées et les protéines co-
localisent dans les objets formés. Cependant, sielooouple étudié, le pH optimal de
formation des microspheres ainsi que la stcechicengé#s protéines assemblées varient. Ces

parametres dépendent des caractéristiques striastudas protéines, telles que leur charge
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nette et leur taille. Ces auteurs mettent ainsé\ddence, qu’en plus de la compensation de
charge, la compensation de taille moléculaire ésessaire pour la formation optimale de
microspheres. Si on considere le couple ovalbunyis@zyme : le pH optimum de formation
des microspheres est pH 8 et les microspheresecoaint deux fois plus de lysozyme que
d’ovalbumine. Or a ce pH le lysozyme porte une gbharette de +7 et I'ovalbumine de -14 et
'ovalbumine présente une surface deux fois plusvéd que celle du lysozyme. La
composition des microsphéres et le pH optimal sdomc régis d'une part par une
compensation de charge et dautre part une compensde la taille. Des particules
sphériques peuvent donc étre formées a partir filratits couples de protéines a condition

d’ajuster les conditions physico-chimiques.

Dans le chapitre suivant nous présenterons enl désamicrosphéres obtenues par
assemblage du lysozyme et de la forme décalcifékaelactalbumine. Ce couple constitue

notre systeme d’étude.

Des systemes plus complexes comprenant plus de mtet&ines ont également été
étudiés. Des objets supramoléculaires, tels qudildies, des sphérulites et des gels, ont été
obtenus a partir d'un mélange de protéines du $écton incubé a pH 2 et 80°Bolder et
al. 2006; Bolder et al. 2007) Cependant la compréhension des forces gouvernant
'assemblage et I'implication d’une protéine endar d’'une autre dans les objets formés est

d’autant plus difficile que le systéme protéiqueaesnplexe.

3.3.3. Applications potentielles des assemblages protéigue

Dans ce paragraphe nous nous intéressons auxedi#sr applications possibles qui
ont été envisagées pour ces objets supramoléauldénes des domaines variés tels que les
bio- et nano-technologies, I'agroalimentaire eplarmaceutique. D’'une maniere générale,
les propriétés et les performances fonctionnelles dbjet dépendent de sa composition, de
ses dimensions, forme et structure interne, dea@estéristiques électrostatiques et physico-

chimiques, ainsi que de sa stabi(idénes and McClements 2010)
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Du fait de leur grand rapport de taille, les objitgaires peuvent étre utilisés par
I'industrie alimentaire pour augmenter la viscosd&n produit ou comme agent de
gélification. La formation d’hydrogels fibrillairesransparents, répondant d’'une maniére
controlée aux variations de pH et de force ionig@se une propriété avantageuse pour le
développement d’ingrédients fonctionnels. Ainsis aibjets peuvent étre utilisés pour le
transport et la libération de molécules dans desliions physiologiques ciblées, en utilisant

par exemple leur sensibilité au pH pour leur litiéracontrdlée dans le tractus digestif.

D’autre part, les propriétés d’assemblage desdilere hydrogels présente également
des applications en biotechnologie et ingéniessulaire(Kasai et al. 2004)En effet il a été
montré que les gels fibrillaires peuvent étre s##i comme échafaudage a la croissance
cellulaire car ceux-ci présentent de bonnes quatitadhérence cellulaire, comme rapporté
dans le cas des hydrogels fibrillaires de lysoz{¥an et al. 2006)

Les suspensions concentrées de protéines assenwiédibres ou microsphéres
peuvent également étre utilisées pour la formatmbiofilms (Figure I-25) aprés évaporation
du solvant(Huemmerich et al. 2006)Ces objets présentent alors des applicationgesri
telles que I'enrobage biocompatible de systemesaaéx ou la fonctionnalisation de surface
pour la création de biosenseurs. En effet, cesfipguvent étre modifiés (Figure 1-26A) par
liaison covalente de molécules. Un exemple a giparé pour la fonctionnalisation du film
formé par la protéine eADF4 par liaison covalent pdgalactosidase (Figure 1-26B)
(Huemmerich et al. 2006; Hardy et al. 20Q8)

Figure 1-25 : Biofilm formé par eADF4 (20 mg/ml dans de I'hexaftoisopropanol : HFIP)
aprés évaporation de HFIfHuemmerich et al. 2006)
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1st step: labeling b step: film formation
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Figure 1-26 : A: Méthodes pour la fonctionnalisation du biofilm f@&npar eADF4: la
protéine est préalablement modifiée avec I'enzfjrgalactosidase avant la formation du film
ou I'enzyme est greffée sur le film une fois caluformé. Essais enzymatiques sur le film
non modifié(B1) et le film modifié(B2) apres ajout du substrat X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-B-galactopyranoside) transformé par fagalactosidase en un produit indole de
couleur bleu(Hardy et al. 2008)

La modification de surface est également envisdggadur les fibres et les nanotubes.
En effet il a été montré que des fibres forméespeptides synthétiques pouvaient étre
modifiées en attachant de facon covalente des mlele@ux portions des protéines qui ne
sont pas impliquées dans les feuill@tantermoléculairegGazit 2007) Ainsi ces objets
linéaires peuvent étre utilisés pour la fonctiorsaion de surface avec des applications
nanotechnologiques, telles que I'impression de fimgtiotéiques sur des nanopuces, ou pour
la création de biosenseurs par liaison covalergmtitorps ou d’enzymes. Les équipes de
Gazit et Scheibel ont également suggéré [Iutilisatides fibres protéiques pour le
développement de nanofils électriques ; les fragengrotéiques ont été modifiés par addition
de résidus cystéines dont les groupements thietritent la fixation de nanoparticules de
métaux conducteurs, tels que l'argent, I'or etliipe (Scheibel et al. 2003; Kasotakis et al.
2009)
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L'utilisation de protéines pour [I'encapsulation d@olécules bioactives ou
d’'ingrédients fonctionnels est également trés cii@égopar les industries alimentaires et
pharmaceutiques du fait de leur biocompatibilitietdégradabilite.

Les nanotubes d:lactalboumine ont la particularité de présenter caetée de 8 nm.
Cette propriété leur confere des applications pmtes pour I'encapsulation de molécules
bioactives, telles que des vitamines, des aromedesuenzymeg¢Graveland-Bikker et al.
2006) Ces auteurs proposent d’ajouter une moléculditjpe a I'extrémité des nanotubes
pour fermer ceux-ci et contrbler la libération dete molécule bioactive en s’inspirant des
résultats publiés sur la fonctionnalisation de otigbules par complexation avec des
liposomegqRaviv et al. 2005)

Les protéines du lait ont été particulierement iéesl pour leur propriétés physico-
chimiques incluant la fixation d’ions et de petiteslécules, leur propriété d’assemblage et de
gélification (Livney 2010) Ces propriétés leur conférent des potentielsiegifs comme
vecteur de molécules bioactives pour la distributide molécules hydrophobes ou la
fabrication de particules compartimentées apregugaison a des polysaccharides par la
réaction de Maillard. D’autre part, de nhombreusggipges de recherche ont focalisé leurs
travaux sur les interactions protéine-polysacclearidar les coacervats présentent des
applications potentielles pour les procédés dearétmano-encapsulation, le développement
de structures multi-couches et la formation etibsaltion d’émulsiongCooper et al. 2005;
Turgeon et al. 2007)

Pour illustrer I'application potentielle d’encapatibn pour le transport et la libération
de molécules bioactives, la Figure I-27 illustreriécanisme d’absorption et de libération de
B-carotene par les microspheres formées par assgendlaADF4(Spiess et al. 2010Ce
mécanisme résulte d’études in vitro réalisées alrfférentes molécules modeéles qui ont
également caractérisé I'influence du pH sur laribén des molécules bioactivdsammel et
al. 2011)
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Figure I-27 : Mécanisme d’absorption et de libérationfdearotene dans les microsphéres de
protéines de soie d'araignée (eADF4). les molécules sont attirées par la particule gsr d
forces électrostatique®.: une fois la surface de la particule saturee, leeaales diffusent a
I'intérieur des microsphere8.: les molécules sont fixées par des associationsplidbes et
des interactions électrostatiqued.: une fois I'ensemble des molécules absorbées,
I'incubation dans un milieu adéquat (pH acide) t&sen une migration des molécules vers la
surface des microsphéres du fait d’un gradient clecentration.5 : les molécules sont
lentement libérées dans le milieu.

L'utilisation des objets supramoléculaires impliqlenc des variations de conditions
physico-chimiques et donc une altération de lanzaade forces régissant leur assemblage.
C’est pourquoi une connaissance parfaite des fayaegiouvernent leur stabilité est un pré
requis indispensable pour d’'une part pouvoir lésiaer d’'une maniére contrélée et d’autre

part maitriser leurs fonctionnalités.
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4. Systeme d’étude

La formation d’objets supramoléculaires par intdosc et assemblage de deux
protéines alimentaires :oFlactalbumine issu du lactosérum bovin (LAC) etylgozyme du
blanc d’'ceuf (LYS) a été mise en évidence par ngtoeipe(Nigen et al. 2007)Ces deux
protéines globulaires sont issues d’'un gene armtestmmun et présentent de nombreuses
similarités structurales bien que leur fonctionsldgiques soient distincteasba and
Kumar 1997) Ces deux protéines sont étudiées depuis de nos#gsennées et constituent
des protéines modéles pour I'étude du repliemeatpietéines globulairedRadford et al.
1992; Radford and Dobson 1995Nous allons présenter ces deux protéines avant de
synthétiser 'ensemble des travaux précédemmehsésasur ce systéme binaire. Enfin nous
exposerons la démarche adoptée pour d'une parttédser les interactions a I'échelle

moléculaire et d’autre part poursuivre I'étude elgrImécanisme d’assemblage.

4.1. L’ a-lactalbumine et le lysozyme

4.1.1. Origines

L’ a-lactalbumine est contenue dans le lactosérumitiLkalait est composé de deux
fractions protéiques distinctes : les caséinepriaipitent a pH 4.6 et les protéines solubles a
ce pH. Cette fraction représente 20% des protéotakes du lait et est composée en majorité
de p-lactoglobuline (2 a 4 g/l) et d*lactalbumine (1.5 g/l). Les autres protéines nitaoes
sont les immunoglobulines, la sérum albumine bqgviadactoferrine et la lactopéroxydase
(Livhey 2010)

Le blanc d'ceuf de poule contient principalement da®téines, telles que

'ovalbumine (57 g/l), l'ovotransferrine (13 g/l)/'ovomucoide (11.5 g/l), I'ovomucine

(3.7 g/l) et le lysozyme a environ 3.6 @Btevens 1991)
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4.1.2. Fonctions biologiques

Alors que lo-lactalbumine est impliquée dans la synthése diwdacdans les glandes
mammaires, le lysozyme est une enzyme antibacté&riehydrolysant les sucres

(peptidoglycane de la membrane bactérienne).

L’ a-lactalbumine constitue l'unité régulatrice de &tbse synthase en formant un
complexe transitoire avec la galactosyltransféi@mbler et al. 1994) Le lactose est un
disaccharide composé de galactose et de glucaéepeel une liaison glycosidique de type
(1—4). En présence d'UDP-Galactosey-lactalbumine favorise la fixation de glucose a
'enzyme qui catalyse la formation de la liaisogoglsidique par transfert du galactose sur le
glucose. La fixation ded-lactalbumine a la galactosyltransférase impliges acides aminés
apolaires et hydrophobes tels que A106, H107, KQIL,7 et W118Pike et al. 1996)Ces
résidus sont proches de F31 et H32 qui favorisefixation du glucose a I'enzyme.

Des études in vitro ont également montré qu’engmés d'un cofacteur, l'acide
oléique, lu-lactalbumine peut induire I'apoptose de cellulesidrales lorsqu’elle est a pH
acide. Ce complexe est connu sous le nom de HAM{HEImana-lactaloumin Made Lethal
to Tumor Cells) lorsque d-lactalbumine est issu du lait humain et BAMLET {Bo
a-lactalbumin Made Lethal to Tumor Cells) pout-lactalbumine bovinglHakansson et al.
1995; Svensson et al. 1999; kisvd et al. 2010; Mossberg et al. 201Q) a-lactalbumine
présente également une bioactivité particuliersgoielle est dans le lactosérum. Elle protége
les muqueuses gastriques et réduit la formatiotcéra (Matsumoto et al. 2001; Ushida et
al. 2003) Des propriétés antioxydantes et antibactérieneepeptides issus de sa digestion

ou de sa fermentation ont également été rappofit@esau et al. 2010)

Le lysozyme est une enzyme antibactérienne impdiqu&ans [I'hydrolyse du
peptidoglycane de la membrane des bactéries a @oaitif. Ce polysaccharide est composeés
d’acide N-acétyl-muramique et de N-acétyl-glucosameliés par des liaisons glycosidiques
1—-4. Le site de fixation des oligosaccharides esdlisé dans la crevasse du lysozyme situé
entre ces deux domaines structuraux. La réactioyddolyse de cette liaison glycosidique est
une catalyze acide impliquant le groupement carliquxg porté par le carbonedu résidu
E35 ainsi que le groupement carboxylate porté gantbong du résidu D52 qui stabilise le

carbocation, intermédiaire de réacti{@hillips 1967)
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4.1.3. Structures tridimensionnelles

L’ a-lactalbumine et le lysozyme sont deux protéinesbgjaires d’environ 14 kDa
composées de 123 et 129 acides aminés respective@endeux protéines ont une identité
de séquence d’environ 35% et présentent des stesctidimensionnelles similaires (Figure
[-28). Ce sont des protéinesp, composées d’'un domainecontenant quatre héliceset
d’'un domainef composé d'un feuillep antiparalléle a trois brins et d’'une boucle flégib
Les deux domaines sont stabilisés par quatre plisutfures.

Domainea %

a-Lactalbumine Lysozyme
pl=45 pl = 10.5

Figure 1-28 : Représentation moléculaire dex-lactaloumine et du lysozyme. Ces deux
protéines sont des protéinesp, composées de deux domaines structuraux reliéguzdre
ponts disulfures impliquant 8 résidus cystéine rfgeg. Les figures ont été produites avec
Pymol et les fichiers pdb correspondants : 1FBrysina et al. 2000t 2VB1(Wang et al.
2007)
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4.1.4. Stabilité et propriétés physico-chimiques

Ces deux protéines se distinguent par leur st@letitleur propriété de fixation des
métaux.

Le lysozyme est tres stable a des pH extréfirek et al. 1994)et sa température de
dénaturation est élevée (74°Ghih et al. 1995)De plus, une caractéristique du lysozyme de
poule est de ne présenter aucun site de fixati@nnataux, contrairement a des lysozymes
d’autres origines, tels que le lysozyme du laijulaent ou le lysozyme du blanc d’oeuf de
pigeon(Acharya et al. 1994) Inversement, la stabilité et la structure deldctalbumine sont
tres sensibles au pH etdlactaloumine présente un site de fixation au oaicide haute
affinité (107-10° M) (Kronman et al. 1981; Bushmarina et al. 2006Jette constante dépend
du pH et de la températuf€riko and Remeta 1999; Hendrix et al. 200Qe site de fixation
est localisé dans la boucle qui connecte les demathes oul I'atome de Eareprésenté par
une sphére jaune sur la Figure 1-28) est coordpanéept atomes d’oxygenes impliquant les
groupements carboxyles de D82, D87 et D88 et lespgiments carbonyles de K79 et D84
ainsi que deux molécules d’eéBtuart et al. 1986)

Le calcium joue un réle structural important poar stabilité et le repliement de
I'a-lactalbumine. D’'un point de vue cinétigue, sa pnee accélere le repliement de
la protéine de trois ordres de grandefiforge et al. 1999).D’'un point de vue
thermodynamique, la forme complexée &'Cappelée hole-lactalbumine (holoLAC) a une
température de dénaturation de 64°C alors que rtaefaécalcifiee, I'apar-lactalbumine
(apoLAC) a une température de dénaturation de Z&°aH 7.5)(Griko and Remeta 1999)
Cette diminution de stabilité est expliguée par uaegmentation des répulsions
électrostatiques entre les charges négatives nopeamsées des résidus composant le site de
fixation du calcium. La stabilité de la forme apépend de la force ioniqugriko et al.
1994; Griko and Remeta 1999n effet la compensation partielle des chargesitnées par
ajout de KCI ou NaCl stabilise la protéine maisrlaeeutralisation compléte n’est possible
quen présence de €aol les liaisons sont correctement coordonnées.

Dans des conditions natives (température ambiahtpHe neutre), la forme apo
présente une structure tridimensionnelle comparaladlelle de la forme holChrysina et al.
2000) La boucle reliant les deux domaines est |égerenphus ouverte du fait d’'une
réorganisation des liaisons hydrogénes entre régtimolécules d’eau du solvant lorsque le

calcium est absent.
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A pH acide, I'apoa-lactalbumine se trouve dans un état partiellendéplié appelé
« molten globule » ou globule fondu. Cette confdiomaest caractérisée par la présence de
structures secondaires natives mais une strucartiite instable(Dolgikh et al. 1981;
Kuwajima 1996; Troullier et al. 2000)La spectroscopie infrarouge montre une légere
diminution du contenu en feuillef§ compensée par la présence de coudes ainsi qu’'un
élargissement des pics du spectre indiquant une ghande flexibilité des structures
secondairegTroullier et al. 2000) en particulier celles composant le domdir(€orge et al.
1999) Les quatre ponts disulfures sont conservés girésades expériences de RMN, une
proportion importante des interactions natives iptnst entre les chaines latérafBsilbach
et al. 1997) Cependant I'élargissement des résonances RMNigémale I'existence de
nombreuses conformations différentes en intercammerrapide(Alexandrescu et al. 1993)
C’est pourquoi la structure tertiaire est dite ade. Cet état est également moins compact
(Kataoka et al. 1997¢t plus hydraté que la forme native. En concluysl@at « molten
globule » est plus dynamique et plus flexible quérme native.

Dans le cas du lysozyme, I'état « molten globube été observé pour le lysozyme de
blanc d’ceuf de pigeon en absence de calcium a (b&zova et al. 1995)Cependant, dans
le cas du lysozyme du blanc d’ceuf de poule, unpatdiellement déplié a été observé lors des
études de repliement mais c’est un intermédiain@ticjue transitoire qui n'est pas stable
thermodynamiquemeniRadford et al. 1992)Inversement, I'apar-lactaloumine peut étre
stabilisée dans sa conformation « molten globldepH acide mais également a pH neutre et
faible force ioniqugGriko et al. 1994)ou par dénaturation thermiq@@olgikh et al. 1985;
Griko and Remeta 1999)Lorsque la température est supérieure a sa temopérde
dénaturation, I'apa-lactalbumine adopte cet état partiellement dégtliéexposition partielle
en surface des clusters aromatiques, enfouis @rigur de la protéine dans sa conformation

native, augmente sa réactivité et favorise somalsisge via des interactions hydrophobes.

Une autre propriété physico-chimique importantedjsiingue ces deux protéines est
leur point isoélectrique. Alors quaxtlactalbumine est une protéine acide avec un g@l.Blele
lysozyme est une protéine basique (pl 10.5) du daihe grande proportion en résidus
arginine et lysine. A pH neutreoFlactalbumine porte donc un exces de charges mégati

alors que le lysozyme porte un exces de chargesvess
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Comme nous allons le détailler dans le paragrapharst, cette différence de charge
favorise les interactions électrostatiques entreldttalbumine et le lysozyme et I'état
partiellement déplié de I'apa-lactalbumine favorise son assemblage avec le yysezen

objets supramoléculaires ordonnés.

4.2. Interactions et assemblages ded:lactalbumine et du lysozyme

Des objets supramoléculaires sont formés par ictieraet assemblage du lysozyme
avec la forme décalcifiée dextlactalbumine a pH 7.5 et a force ionique relatieetfaible
(Nigen et al. 2007)La morphologie des objets formés dépend de lgpéeature (Figure I-
29): des agrégats amorphes sont formés a une tetapginférieure a la température de
dénaturation de I'apa-lactalbumine alors que des objets sphériquesa® im de diametre,
appelés microspheres, sont formés a une tempérstpezieure. L'état conformationnel de
I'apo a-lactalbumine est donc un facteur déterminant gaumorphologie des objets formés
puisque les microspheres sont formées lorsqudattalbumine est dans son état molten
globule.

Figure 1-29 : A : Objets supramoléculaires résultant de I'assemhlaggsozyme et de I'apo
a-lactalbumine en fonction de la température. (Olzérns par microscopie optique, la barre
d’échelle correspond a 5 um (10-25°C) et 3 um BT (Nigen 2009) B : Microsphéres
formées a 45°C observées par microscopie électreriichalayagéNigen et al. 2007)

Les conditions physico-chimiques favorables a fanftion des microspheres ont été
clairement établies. Le pH optimum de formationp#$t7.5 ou les deux protéines portent une
charge nette opposée et égale en valeur absolugdui7 le lysozyme et -7 pour I'apo
a-lactalbumine). D’autre part, la proportion de gioes assemblées diminue lorsque la force
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ionique est augmentée. L’assemblage est donc palechent gouverné par des forces
électrostatiques attractives et une augmentatiofedopie due au relargage de contre-ions
(Nigen et al. 2009)Cependant, une fois les microspheres formégeut'ae sels ne permet
pas leur déstructuration complete. Cette obsenvatiet en évidence la présence d’autres
forces stabilisatrices au sein de ces objets uie ff’més, telles que des interactions
hydrophobes, des liaisons de van der Waals efalssris hydrogénes.

La taille et le nombre des microsphéeres augmermtest la concentration en protéine
totale. Cependant une proportion non négligeablprdeines reste en solution indiquant un
équilibre de phase entre protéines assembléesotdim@s solubles. Celles-ci peuvent étre
sous formes monomériques ou dans un état oligooerigpluble et sont en équilibre
dynamique avec les protéines assemblées. En effétliange entre protéine assemblées et

protéines solubles (Figure 1-30) a été mis en édgdéNigen et al. 201Q)

Figure 1-30 : Echange entre protéines libres et protéines adéemimis en évidence par
microscopie confoncale a balayage laser. Les npbérgs ont été formées par mélange
équimolaire d’apa-lactalbumine et de lysozyme marqué a la fluorescévert)(A) puis du
lysozyme marqué a la rhodamine (rouge) a été a@udésolution. Une couronne rouge est
observée apres 5 miiB) et celle-ci progresse vers le centre des objetgsap5 min(C).
L’échange est complet aprés 75 rfly) d’'incubation.(Nigen et al. 2010)

L'utilisation de la microscopie confocale a balagdaser a également mis en évidence
une répartition homogene et une co-localisationddes protéines dans les microsphéres. De
plus, quelques soient les concentrations initiadasprotéines, celle-ci sont présentes en
guantité équimolaire dans les objets forrfidgen et al. 2007)Ces observations suggerent
que l'unité de base des microspheres est I'hnétérexdi composé d’ape-lactalbumine et de
lysozyme (apoLAC-LYS). Le mécanisme de formatiors deicrosphéres a été étudié a
I'échelle mésoscopique en préparant des suspergidifferentes concentrations en protéines
(de 20 a 200 uM) (Figure 1-31). L'observation daspgensions par microscopie électronique a

transmission suggere que la formation des micrasghsuit un mécanisme d’agrégation-
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réorganisation controlé cinétiquement par la cotteéon totale en protéines. Les
hétérodimeres s’associeraient en agrégats amofpbssrvés a 20 uM) qui se réorganisent en
nanosphéres (40 uM). Ces nanosphéres s’agrégemteepsur former des amas branchés

(100 uM) qui se réorganisent a leur tour en midnesgs (200 pMiNigen et al. 201Q)

LYS
[ J
— 8 ---»%——-». —————— » SV EY - >
« Hétéro- Nanosphéres
dimere: (2C-5C0 nm) . R
APOLAC Agrégats Microsphéres

amorphes Amas de (1-5 um)
nanosphere
[ 2CuM 4C UM 10C UM 20 pM >

Figure I-31 : Mécanisme hypothétique d’assemblage de l@fectaloumine (apoLAC) et du
lysozyme (LYS) en microsphéres selon des obsenstioéalisées par microscopie
électronique a transmission a différentes conctotratotales en protéines apreés incubation
30 min a 45°C de mélanges équimolaires. SchémaédefNigen et al. 201Q)

L’existence d’'un hétérodimere au stade initial ‘dedraction a été approchée par des
expériences d’anisotropie de fluorescernidiigen et al. 2009)en travaillant a faible
concentration (1 pM). Ces travaux ont égalementtraaque le lysozyme interagit aussi avec
la forme calcifiée de d¢i-lactalbumine, I'holoa-lactalbumine, bien que ces interactions ne
menent pas a la formation d’objets supramolécidait@ns les conditions étudiées. A 10 et
45°C, la constante d'affinité du lysozyme est d@edie du micromolaire pour les deux formes
de l'a-lactaloumine. La forme holo est dans sa confonathative alors que l'apo
a-lactalbumine adopte une conformation native & 16f@n état « molten globule » a 45°C.
Par conséquent, I'état conformationnel deléictalbumine n’influence pas son affinité avec le
lysozyme. Cependant, le temps de corrélation aalcal 45°C est différent selon
I'hétérodimere étudié et suggére une conformatistindte pour chaque hétérodimere. De
plus, I'état partiellement déplié de I'apelactalboumine a 45°C est susceptible d’apporter une
réactivité particuliere aux hétérodimeres apoLACS.du fait de I'exposition de régions
hydrophobes en surface de I'apdactalbumine, favorisant leur assemblage par @s$oics

hydrophobes.
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Ces résultats expérimentaux d’interactions entrdysmzyme et l-lactalbumine
obtenus par notre groupe ont été par la suite émljghr simulation moléculaire selon la
méthode Monte Carl@Persson and Lund 2009Des hétérodimeres stables sont obtenus par
interaction du lysozyme avec les deux formes ddaltalbumine. L'influence du pH et de la
force ionique du milieu sur la force du potentightraction confirme que la premiére
reconnaissance moléculaire entre ces deux protém@gue des attractions électrostatiques
s’exercant a longue distance. Ces simulations galeénent souligné l'effet de la répartition
des charges sur l'orientation préférentielle destgines en considérant des interactions de
type dipdle-ion. Alors que les charges positivest amiformément réparties a la surface du
lysozyme, les charges négatives a la surface odiadtalbumine sont réparties de maniere
hétérogéne. Par conséquent le moment dipolaireablde l'a-lactaloumine est nettement
supérieur a celui du lysozyme. Cet effet est augéndans le cas de I'apoelactalbumine car
la déplétion en calcium augmente localement lesgelsanégatives présentes a la surface de la
protéine. Cette différence de moment dipolaire indwne orientation préférentielle du
lysozyme autour de d-lactaloumine (Figure 1-32). Le Ilysozyme interagavec
I'a-lactalboumine au niveau du pdle négatif du momeipbldire de celle-ci alors que
I'a-lactalbumine ne présente aucune orientation prefi@le autour du lysozyme, sa

répartition étant plus diffuse autour du celui-ci.

Figure [-32 : Résultats obtenus par simulation moléculaire MoGe&lo (pH 7.5, force
ionigue 5 mM) montrant l'orientation des protéingans le dimére hola-lactalbumine-
lysozyme.A : La surface d’isodensité du lysozyme (vert) estlisée au niveau du pole
négatif du moment dipolaire (fleche rouge) deltictalbumine (représentée en rubdh).La
surface d’isodensité (orange) de I'haldactalbumine est répartie atour de I'axe équaltaia
lysozyme. Les surfaces d’isodensité représentedistabution la plus probable du centre de
masse d’une protéine (ion) autour de son partefaipéle).(Persson and Lund 2009)
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En conclusion, les études physico-chimiques résdisé&nt mis en évidence
I'implication des interactions électrostatiques slda reconnaissance des protéines et leur
assemblage. Les objets formés ont été caractééasdgchelle macroscopique par de
nombreuses techniques de microscopie. Il semblelepiechangements conformationnels
propres a I'apa-lactalbumine et la formation d’'un oligomére spiégié soient conjointement
nécessaires a la formation d’objets supramoléautaionnés.

Dans le but d’approfondir la compréhension de c&esye, nous avons réalisé une
caractérisation a I'échelle moléculaire des intéoas spécifiques menant a I'assemblage
ainsi qu'une étude cinétigue du mécanisme de foomates objets supramoléculaires. Ces
travaux visent d’'une part a apporter des élémemdamentaux pour la compréhension des
systemes protéiques binaires et d’autre part ar@ent davantage la formation des

microsphéres pour envisager leurs applicationsnpieties.

4.3. Etude aI'’échelle moléculaire et mécanisme d’assemalge

Bien qu’il soit reconnu que I'anisotropie, la stwe hiérarchisée et les propriétés des
objets supramoléculaires assemblés découlent tadtions a I'échelle moléculaire, il n'y a
pas de regle expliquant comment l'information cana I'échelle moléculaire est propagée
aux échelles macroscopiqu@éney 2004) Ces mécanismes sont propres a chaque systeme.
Nous avons vu que la mutagenese dirigée ou desshat hydrolyse partielle peuvent étre
réalisées pour identifier les zones d’interactidependant, il est important de souligner que
peu d’études ont été réalisées dans le but de téaszr les interactions a I'échelle
moléculaire.

Dans le but de comprendre, comment les informatiooatenues a [I'échelle
moléculaire gouverne la formation de microsphem@sgssemblage d’apelactalbumine et
de lysozyme, le projet de cette thése consisteractgaiser les interactions a I'échelle
moléculaire et a établir le processus mécanistipae lequel les protéines en solution

s’assemblent en objets supramoléculaires.
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Pour ce faire, nous avons utilisé diverses teclasiqle biophysique apportant des
informations complémentaires puisqu’elles permettiencaractériser le systéeme a différentes

échelles. Les travaux réalisés et les résultaEnoistsont présentés en 3 chapitres.

Le Chapitre 1 est dédié a la caractérisation molédaire des interactions a I'échelle des
hétérodimeres.

o Quels sont les acides aminés des protéines imgligaés la formation des unités
élémentaires, les hétérodiméres apoLAC-LYS ?

0 Les compositions des interfaces des hétérodimeped AC-LYS et holoLAC-
LYS permettent-elles d’expliquer pourquoi seuls hestérodimeéres apoLAC-LYS
sont capables de s’assembler en objets supramaiesuP

Les interactions au sein des hétérodiméres ontcétéctérisées par spectroscopie de
résonance magnétique nucléaire (RMN) bidimensidareh utilisant la méthode dite du
« Chemical Shift Mapping ». Ainsi les acides amigémposant les interfaces des diméres
apoLAC-LYS et holoLAC-LYS ont été identifies danssl conditions physico-chimiques
favorables a la formation des microsphéres. Cemtraont été complétés par une approche
de simulation moléculaire selon la méthode MontddCa

Le Chapitre 2 est consacré a la caractérisation desteractions a I'échelle moléculaire au
sein des microspheres.

o0 Quelles sont les régions des protéines impliguées tes interactions gouvernant la

formation et la stabilité des objets supramoléceta?

0 Y a-t-il des réarrangements structuraux favorisafdrmation de microsphéres ?
Comme nous l'avons souligné au travers d’exempls, I'assemblage de protéines en
objets ordonnés peut impliquer la perte de strastsecondaires natives et la formation de
structures secondaires non natives (feuilptsLes éventuels changements structuraux des
protéines assemblées ont donc été quantifies @atrepcopie infrarouge en comparant les
structures secondaires des protéines assembléedled des protéines individuelles en
solution. Nous avons également tenté de sondecliwsgements de structures plus fins en
appliguant la méthode des échanges hydrogéne/dentdtn effet cette méthode lorsqu’elle
est suivie par RMN permet d’accéder a des changsm&nucturaux plus fins que la

spectroscopie infrarouge puisque l'informationastenue a I'échelle du résidu.
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Le Chapitre 3 est dédié aux cinétiques des mécaniemd’assemblage.
o Par quel mécanisme les protéines monomeériques egdasnt-elles en objets
supramoléculaires ?
0 Quelles sont les étapes intermédiaires entre lggrdtméres et les objets
supramoléculaires ?
o0 A quel niveau la température influence-t-elle larphmlogie des objets formés ?
Le mécanisme d’assemblage a été établi en étudiadaction de formation des microspheres
en temps réel par diffusion de lumiére. Cette agpgopermet de caractériser les objets
formés selon des paramétres de forme tels quemi@gse molaire moyenne, leur rayon de
giration, leur rayon hydrodynamique et fournit @gaént des informations sur la structure
interne des objets. En modulant les conditions ipbyshimiques telles que la concentration
en protéine et la force ionique nous sommes pas/énualentir la formation des objets

supramoléculaires et a caractériser la croissaggadicules sub-micrométriques.
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1. Matériels d’étude

1.1. Purification des protéines naturelles

Le lysosyme (LYS) de poule utilisé dans cette étdeé fourni par Ovonor (Annezin
les Betune, France). Aprés séparation par chromagibge d’échange de cations, il est purifié
a partir du blanc d'oeuf par cycles de cristallma& pH basique, et solubilisation a pH acide.
La poudre contient 95% de LYS et 3% d’ions chlosure

L’ a-lactalbumine (LAC) a été purifiee du lactosérunvibcselon la méthode décrite
par Caussin et col{Caussin et al. 2003)La forme apo de d-lactalbumine a été obtenue par
décalcification de I'holau-lactalbumine. Une solution d’hola-lactalbumine a 20 gt est
dialysée contre de I'eau déionisée a pH 3 pendait & 4°C en utilisant des membranes de
dialyse avec un seuil de coupure de 3500 Da (SpPcr® Dialysis, Spectrum Laboratoires,
Inc). Aprés dialyse, le pH de la solution est &uatpH 7.5 et la solution lyophilisée. La

poudre d’apa-lactalbumine ainsi obtenue contient moins de 2%adeium.

1.2. Production et purification de protéines recombinanes

L’ o-lactalbumine et le lysozyme ont été uniformémeatquées avec les isotopahl
ou *C en cultivant des bactérie.Coli BL21DE3) en milieu minimum M9, contenalicC-
glucose et™NH.CI (Euriso-top, France) comme unique source deorsrtet d’azote. Les
bactéries sont préalablement transformées ave@lismides pet3a ou petlla, portant
respectivement les genes dintérét deldictaloumine et du lysozyme. La croissance des
bactéries est suivie par mesure d’absorbance (ositdeoptique, DO) a 600 nm (Figure 11-1)
et lorsque celles-ci étaient entrées en phase alssance (D@onn~0.5), la production des
protéines recombinantes est provoquée par l'indodie I'expression des génes par ajout de
1mM dIPTG (isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside). L'expression des prae
recombinantes est détectée par gel SDS-page (Fibtke Aprés centrifugation des
échantillons, les surnageants et culots sont diflags un tampon Laemmeli 4X contenant
20% dep-mercaptoethanol puis incubés 3 min a 95°C pourtléer les protéines, avant
d’étre déposeés sur le gel SDS-page. La migratioréfgctrophorese est réalisée a 150 V, -
30 mA.
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Figure 1I-1: Croissance d.Coli sur milieu M9 pour la production d&N-o-lactalbumine.
Gel SDS-page apres centrifugation d’'un aliquotuéeuce (S : surnageant, C : culot) avant et
apres induction (I) avec 1 mM IPTG. Le marqueur @4f une solution d-lactalbumine
purifiée du lactosérum a 0.05 mM.

L’ a-lactalbumine et le lysozyme recombinants ont éspectivement purifiés selon
les méthodes décrites par Grobler et d@kobler et al. 1994t Schlorb et coll(Schlorb et
al. 2005) Les protéines recombinantes sont produites swusefde corps d’inclusion dans la
bactérie. L'extraction des corps d’inclusion esdlisge par la lyse des cellules (sonication),
suivie de la solubilisation des membranes par emaéint au Triton 100X. L'ultra-
centrifugation (45 min, 40 000 rpm, ultracentrifuge L75-Beckman, Beckman Coulter Inc,
France) des solutions obtenues permet d’isolecdeps d’inclusion des protéines solubles
(Figure 11-2 : SI) et membranaires (Figure 1l1-22)SCeux-ci sont ensulite traités a I'urée 8 M

afin de solubiliser les protéines (Figure 11-2 )S3

S1 S2 C3 S3

ﬁ

' Figure 1I-2 : Gel SDS-page correspondant a I'extraction desscorp
i

d’inclusion d’une culture bactérienne exprimantdene de B-
lactalbumine recombinante. Fractions obtenues aggafifugation
(S : surnageant, C : culot) des solutions obteapess lyse cellulaire
(1), traitement au Triton 100X (2), et aprés rebiisation des corps
d’inclusion dans 8 M urée (3). Le marqueur (M) @s¢ solution di-
lactalbumine purifiée du lactosérum a 0.05 mM.

—

LAceP

Cet extrait de protéines dénaturées (S3) sont tensléiposés sur une colonne a

échange d’ion afin d’isoler la protéine d’intéréesdautres protéines bactériennes. Le
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chromatogramme obtenu en injectanti-lactalbumine recombinante sur une colonne
(XK26/20, GE Healthcare, France) contenant une iogatte haute affinité aux anions (Q-
sepharos®' Fast Flow, GE Healthcare, France) ainsi que 165§ des fractions collectées
en sortie sont présentés en Figure II-3. L’accolad&jue les fractions en sortie de colonne a
échange d’ion qui contiennent principalement latgn® recombinante et qui ont été
regroupées pour les étapes suivantes. La purditali lysozyme est quand a elle réalisée sur

une colonne de faible affinit¢ aux cations (CM-sepké™ Fast Flow, GE Healthcare,

France).
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Figure 11-3 : Profile d’élution de chromatographie de hautenéffi aux anions (Q-sepharose)
(injection de S3, Fig 11-2). L’élution était réadis par un gradient de NaCl (ligne pointillé :
conductivité) et suivie par mesure de la densitégqap a 280 nm (ligne pleine). Gel SDS-
page des différentes fractions collectées. Le nsnmquM) est une solution de aF
lactalbumine purifiée du lactosérum a 0.05 mM.

L’étape suivante consiste a replier la protéinatdiiét en ajoutant des agents redox
(pour former les ponts disulfures natifs) et en idimnt la concentration en urée.
L’ o-lactalbumine était repliée par ajout d’HEDRShercaptoéthanol (HEDS pour
hydroxyethyldisulfide, forme oxidée dirmercaptoéthanol) puis dialyse contre un gradient
décroissant d’'urée (membranes a dialyse Spect@/P@lysis, de seuil de coupure 3500 Da,
Spectrum Laboratoires, Inc), alors que le lysozyese replié par dilution rapide dans un
tampon de renaturation contenant les glutathioedsite (GSH) et oxydée (GSSG). Dans les
deux cas, le repliement est réalisé a 4°C et unaate dialyse contre de I'eau déionisée est

réalisée apres repliement.
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Une fois la protéine repliée, une derniére étapehtematographie d’exclusion de
taille permet de purifier davantage-factalbumine recombinante (Figure 1l-4) en injetta
solution de protéine repliée préalablement conéentsur une colonne Hiload 16/60
SuperdeX" 75 prep grade (GE Healthcare, France). Enfin tegmes sont concentrées puis

lyophilisées et stockées a - 20°C.
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Figure II-4 : Profile d’élution de chromatographie d’exclusiom t@ille aprés repliement de
>N-a-lactalbumine. L’élution était suivie par mesure ldedensité optique & 280 nm. Gel
SDS-page des différentes fractions collectées. lequeur (M) est une solution dexd’
lactalbumine purifiée du lactosérum a 0.05 mM.

Le Tableau Il-1 récapitule les rendements de matidn obtenus pour d-lactalbumine

recombinante.

Rendement Quantité
(g protéines /L culture) disponible (mg)
N-LAC 0.3-0.4 ~5
Be-Lac 0.1 0.4
BN, He-LAC 0.05 0.4

Tableau II-1 : Rendements de purificationedlactalbumine recombinante enrichiée'ax
et/ou en>C et quantité disponible (rendement rapporté aweslide culture produits).

Les faibles rendements de purification (< 1g/L)tstums a des pertes non réductibles
lors des différentes étapes de purification (rdsibiation incomplete des corps d’inclusion,
perte de protéine dans les fractions contaminéssrie de chromatographie a échange ion et
chromatographie d’exclusion de taille). Enfin, angendement de purification du lysozyme
recombinant n’est indiqué car nous ne sommes pagemas a obtenir une protéine

correctement repliée ; cette derniere étape s\&sta tres sensible a I'agrégation.
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Voici brievement les essais réalisés pour optimisemurification du lysozyme
recombinant. Lors de l'extraction du lysozyme, l#&thode décrite par Schlorb et coll.
préconise de solubiliser les corps d’inclusion damd d’'urée, la concentration en urée étant
ajustée a 8 M avant I'étape de repliement. En glactainsi, nous avons observé des pertes
dans le culot urée (C3) aprés centrifugation, nawusns donc décidé de traiter les corps
d’inclusion avec 8 M d’urée et de laisser incubarla nuit. La resolubilisation des protéines
a ainsi été légerement améliorée malgré une pegduictible d’environ 10% de lysozyme
recombinant (C3, Figure 1I-5, a noter que lors épdt sur le gel SDS-page le culot urée, C3,

a été resolubilisé dans un volume 10 fois plug pee le volume du surnageant urée S3).

M S1 S2 C3 S3

Figure 1I-5: Gel SDS-page correspondant a I'extraction desscorp
d’inclusion d’une culture bactérienne exprimangéne du lysozyme.
Fractions obtenues apres centrifugation (S : searaty C : culot) des
solutions apres lyse cellulaire (1), traitementTaiion 100X (2), et
aprées resolubilisation des corps d’inclusion darid 8rée (3). Le
marqueur (M) est une solution de lysozyme commkacta05 mM.
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Lors de la purification par chromatographie a égead’ion (CM-sepharose), une
guantité non négligeable de lysozyme ne s’accrogas sur la colonne et était perdue dans
I'éluat (Figure 11-6 : fractions a a d). Des essaig eté réalisés en augmentant la capacité de
colonne ou en variant la force ionique de la sotutinais cette perte n'a pu étre réduite. Des
contaminants sont également présents dans lesfraatontenant le lysozyme recombinant
en sortie d’échange d’ion (Figure 11-6 : fractioBsa 10). Ceux-ci pouvant empécher le
lysozyme de se replier correctement lors de laidilurapide, nous avons ajouté une étape de
chromatographie d’exclusion de taille avant I'étajee repliement dans le but de purifier
davantage la protéine. La Figure 1I-7 montre lefiod’élution de chromatographie
d’exclusion de taille obtenu pour les fractions B i@egroupées en sortie de chromatographie a

échange d’ion.
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Figure 11-6 : Profile d'élution de chromatographie a faible @it aux cations (CM-
sepharose) (injection de S3, Fig II-5). L’élutioiaié réalisée par un gradient de NaCl (ligne
pointillé : conductivité) et suivie par mesure dalensité optiqgue a 280 nm (ligne pleine). Gel
SDS-page des différentes fractions collectées. amueur (M) est une solution de lysozyme
commercial a 0.05 mM.
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Figure 1I-7 : Profile d’élution de chromatographie d’exclusioa thille pour les fractions
regroupées 3 a 7 (Fig 11-6) et gel SDS-page desidras collectées.

Le gel-SDS correspondant aux fractions en sortielslematographie d’exclusion de
taille montre que cette alternative nous a effechgnt permis de purifier davantage la
protéine. En effet tous les contaminants de haidspmoléculaires sont contenus dans le

premier pic en sortie de chromatographie d’exclusie taille (Figure 1I-7 : fractions 1’ a 5).

La solution dé°N-lysozyme a été constituée par regroupement detidns 7’ & 14’
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Différents essais de repliement ont également étdises. La méthode utilisée
préconise une dilution au 2% de la solution concentrée & 3 mg/ml dans 8 M @wténs le
tampon de renaturation, contenant un ratio en tjistanes de 10 avec GSH/GSSG = 5/0.5
(mM). Aprés dilution rapide, la solution contierBQLuM de'®N-protéine et 400 mM d’urée.
Selon Clark, la concentration en protéine apragidit rapide doit étre comprise entre 10 et
50 pg/ml soit entre 7 and 35 p(@lark 1998) En effet, plus la protéine est diluée moins elle
est sensible a I'agrégation lors du repliement. dhes, van der Berg et coll. ont étudiés
I'influence de la concentration en glutathionnes Isurendement de lysozyme correctement
replié (van den Berg et al. 1999)ne activité enzymatique maximale a été obtepuesa3 h
d’incubation en utilisant un tampon de renaturationtenant un ratio de glutathionnes égale
a 5 dans les concentrations suivantes 1/0.2 out di0si que 2 M d'urée pour réduire
I'agrégation. Nous avons donc essayé de replidydezyme recombinant en utilisant les
conditions suivantes : 40 uM de protéine dans umpta de renaturation contenant 2 M
d'urée et un ratio de glutathionnes égale a 5 damsconcentrations suivantes 1/0.2.
Cependant un précipité blanchatre a été obsends aph d’incubation, ainsi que lors de la
concentration de la phase soluble. Ces observaillusdrent un mauvais repliement du
lysozyme recombinant. Nous avons également essayéeplier le lysozyme dans ces
conditions mais en dialysant la solution contreguadient d'urée au lieu d’effectuer une
dilution rapide qui est une méthode assez drastejudifficile a reproduire. Cependant, a
nouveau, I'ensemble du lysozyme a précipité dansolelin de dialyse. Suite a ces échecs,
nous avons contacté notre collaborateur H. Schwgllhenous a confirmé la sensibilité de

cette étape et nous a aimablement fournit 5 mgiéysozyme correctement replié.
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1.3. Préparation des solutions protéiques

Les solutions protéiques ont été obtenues par uledishtion de poudres pures de
protéines dans des tampons Tris-HCl de concenmsattmmprises entre 10 et 30 mM et
contenant des concentrations variables en NaCla(190 mM). Le pH des tampons a été
ajusté au pH d’étude en utilisant des solutions H® et NaOH.

Avant utilisation, les tampons étaient filtrés suembranes 0.02 um (Durapore®,
Millipore, France) et les solutions protéiquesréiéis avec des filtres seringues stériles de
0.2um (membrane acétate de cellulose, distribués patcber).

La concentration des solutions protéiques est igérien mesurant I'absorbance
(densité optique) a 280 nm (Rghn) sur un spectrophotométre U-3010, Hitachi, Frahes.
solutions placées dans une cuve en quartz (cheptigue de 1 cm), étaint diluées dans le
tampon d’étude pour étre dans la gamme de linéaabsorbance a 280 nm comprise entre
0.1 et 1. La concentration (mot').en protéine était calculée selon la formule suigdloi de
Beer-Lambert) :

_ DOysonmd
ElM,,
avec DQgonm I'absorbance a 280 nm, d le facteur de dilutione coefficient d’extinction
(L.g*.cmi?), | le chemin optique (cm) et Ma masse molaire de la protéine (g.fol

Les masses molaires et coefficients d’extinctionamnes des protéines sont donneés

dans le Tableau II-2.

1 Mw (g.morl) -1 -1

Mw (g.mol”) I5\-protéine e (L.g-.cm?)

a-lactalbumine 14 178 14 338 2.01
lysozyme 14 305 14 496 2.64

Tableau II-2 : Masses molaires et coefficients d’extinction destgines naturelles et des
protéines marquée a l'azote 15.
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2. Méthodes

2.1. Obtention des microsphéres et quantification de laroportion de

protéines assemblées

Les suspensions de microsphéres utilisées ontbéddwes par incubation pendant 20
a 30 minutes a 45°C de mélanges équimolaires ddi@md d'apoa-lactalbumine et de
lysozyme préparées dans un tampon Tris-HCI/NaCHa7fb, préalablement chauffées a
45°C.

La proportion de protéines assemblées a été détéemapres centrifugation des
suspensions a 15 000 g pendant 30 minutes a temeeanbiante (centrifugeuse eppendorf
5417C, Eppendorf, France). L'absorbance a 280 nnsutnageant (protéines libres) a été
comparée a l'absorbance théorique du mélange sdéesadtion : % protéines solubles =
DOygonm du surnageant / Dghnmthéorique, avec D£onmthéorique= (1/2) (DQonm Solution
apoo-lactalbumine + D@onmlysozyme). La proportion de protéines assembléassaite été

obtenue par différence (% protéines assemblée$ = Oprotéines solubles).

2.2. Turbidité des solutions

La turbidité ne dépend pas de la concentration épend de la taille et du nombre
des particules et renseigne donc sur la formatéeopadticules.

La turbidité des solutions lors du mélange équimeldes protéines a été obtenue en
mesurant I'absorbance a 600 nm sur un spectropledtent-3010, Hitachi, France. La
turbidité ¢, cm’) est reliée & cette mesure selon la formule stévavec |, le chemin optique

(cm):

- 2303 DOy,
|
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2.3. Microscopie optique

Les observations en microscopie a contraste deephiisété réalisées a l'aide d’'un
microscope Axiovert 200 (Zeiss, France) équipé dagopareil photographique (Axiocam
MRm, Zeiss, France). Les images ont été acquisempérature ambiante avec I'objectif x63

(immersion a huile), immédiatement apres dépbt dede suspension entre lame et lamelle.

2.4. Microscopie confoncale a balayage laser (CLSM)

La microscopie confoncale a balayage laser a digéet pour observer les particules
sub-micrométriques et les objets supramoléculaifeemés par assemblage d’apo
a-lactalbumine et de lysozyme. Les observationsév@tréalisées a I'aide d’'un microscope
Leica TCS-SP2 (Leica Microsystems Heidelberg, Algme) équipé d'un systéme
d’'imagerie confocale et d’'un laser hélium/néon éamtta 543 nm. L'appareil a été utilisé en
mode fluorescence ; la fluorescence était détquaéein photomultiplicateur. Les images ont
été obtenues avec I'objectif x63 (immersion a HufldCX PL APO) avec une résolution
théorique & 0.3 um dans le plan xy.

Pour ces expériences, les protéines utilisées titngarquées avec la sonde
fluorescente rhodamine B isothiocyanate selon lthate suivante. 100 pl d’'une solution
concentrée de rhodamine préparée dans du diméfoyisle & 1g.I* étaient ajoutés aux
solutions d’apoa-lactaloumine et de lysozyme. Le pontage covaldait éffectué par
incubation a température ambiante pendant 3 hsbkgions de protéines marquées étaient
ensuite dialysées contre du tampon 10 mM Tris-HE,7 contenant 0.6 mM NaCl puis
contre de 'eau distillée a I'aide d’'une membraeedihlyse présentant un seuil de coupure de
6-8000 Da. Apres dialyse, les solutions étaientrifagées a 12 000 g pendant 30 minutes.

Le surnageant contenant les protéines marquéepedkave et lyophilisé.
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2.5. Fluorescence intrinseque

La fluorescence intrinseque des protéines pernm@tatlier I'état de repliement des
protéines. La sonde de fluorescence intrinséqueleeggroupement indole des résidus
tryptophanes qui émet de la fluorescence entreeB@®0 nm lorsqu’il est excité a 280 nm.
Par rapport a la longueur d’onde maximale d’émissie fluorescenceé\fay d’'une protéine
dans sa conformation nativen wléplacement dé.hax vers le bleu est observé lorsque
I’hydrophobicité de I'environnement des résidusptophanes augmente. Au contraire, un
déplacement de\max vers le rouge illustre une diminution de I'hydropicité de
I'environnement des résidus tryptophanes.

La Figure 11-8 illustre la variation dimax €n fonction de I'environnement des résidus
tryptophane. A 20°C, I'holar-lactalbumine est dans sa conformation native ®trésidus
tryptophanes sont enfouis dans le coeur hydrophebla girotéine, lé.max €st de 329 nm.
Lorsque la protéine est dans un état partiellerdéptié, tel que I'état molten globule obtenu
a pH neutre par dénaturation thermique (45°C) dgol’ a-lactalbumine, les résidus
tryptophanes sont partiellement exposés en sudheecessibles au solvant aqueuxjnhex
est alors de 342 nm.

30 t
Figure 11-8 : Spectres d’émission de fluorescence

. de solutions a 25 nM dhola-lactalbumine a
§ 20 L 20°C (noir) et de l'apoo-lactalbumine a 45°C
© (rouge) dans 10 mM Tris-HCI pH 7.5.
2
L 10t
=

O L

300 320 340 360 380
Longueur d'onde (nm)

Les spectres d’émission de fluorescence intrinsegoe été enregistrés sur un
spectromeétre de fluorescence Jasco FP-6500. Ladoingl’'onde d’excitation était de 280 nm
(avec une largeur de bande de 3 nm) et le spe@neigion était détecté a 90° entre 300 et
390 nm. Toutes les solutions étaient diluees a 255@nM de concentration totale en

protéines et placées sous agitation magnétiquelesunesures.
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Afin de quantifier la constante de dissociationadlcium pour la-lactalbumine, des
mesures ont été réalisées a pH 7.5 et pH 4 aprassauccessifs de calcium a une solution
d’apo a-lactalbumine a 25 uM. Le facteur A permet de gifientl’évolution du spectre de
fluorescence, il est calculé par :

I 350nm

ou | 3o0nmet |350nmSont les valeurs d’intensité de fluorescence ae23%0 nm.

Le facteur A a ensuite été normalisé par rappoxt\aleurs obtenues pour I'apo

lactalbumine, AgoLac €t I'nolo a-lactalbumine, AooLac:

A- AapoLAC
AholoLAc - AapoLAC

Afin de déterminer la constante de dissociationcdicium pour la-lactalbumine,

Awrm -

I'évolution en fonction du rapport molaire [EH[apoLAC] a été modélisée par une équation
du second degré caractéristique de I'équilibre Bmp

apoa-lactalbumine + C4 < holoa-lactalbumine

2.6. Dichroisme circulaire

2.6.1. Principe

Les protéines absorbent differemment la lumierersglue celle-ci soit de polarisation
gauche ou droite. Les protéines présentent domianoisme circulaire.

Dans I'UV lointain (190-250 nm), le signal renseggsur la structure secondaire de la
protéine; des minima d’ellipticité a certaines loagrs d’'onde sont caractéristiques des
régions structurées en hélieeen feuilletp et en pelote statistique (Tableau 1I-3). Dans 'UV
proche (250-320 nm), le dichroisme indique la nmtbitles chaines latérales aromatiques
(tryptophane, phénylalanine, tyrosine). La préseatioa signal indique une mobilité réduite
de celles-ci et est caractéristique d’'une proté@mec une structure tertiaire stable. Les

spectres de dichroisme circulaire renseignent dantétat conformationnel de la protéine.
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Structure secondaire Longu_eur d o’nd_e U".“?
du minimum d’ellipticité

Hélicea 208 et 222
Feuilletsp 216
Pelote statistique 200

Tableau 11-3 : Longueurs d’onde caractéristiques des élémenttrdeture secondaire dans
'UV lointain.

2.6.2. Mode opératoire

Le dichroisme circulaire a été utilisé pour évall&iat conformationnel des formes
apo et holo de ¢i-lactalbumine selon les conditions physicochimiquidgsées.

Les spectres de dichroisme circulaire étaient aistesur un polarimetre Jasco 810 a
20°C et 45°C. Pour ces études, les protéines étsidubilisées & 0.2 g1.(14 pM) dans un
tampon 10 mM Tris a pH 7.5 ou pH 2.

Les spectres dans I'UV proche étaient acquis darscuve en quartz de 3 ml (chemin
optique de 1 cm) entre 250 et 320 nm, alors qusegdestres dans I'UV lointain étaient acquis
dans une cuve en quartz de 0.5 ml (chemin optiguk mm) entre 190 et 250 nm. La vitesse
de scan était de 50 nm.rifinLe spectre d’un échantillon était une moyennée deans dans
I'UV lointain et 10 scans dans I'UV proche. L’ellipité molairefyrw,. (deg.cni.dmol?) était

exprimée par mole d’acides aminés selon la relation

_ MRW* 6, M,
s = qgreg. AEOMRWERTY

MRW : masse molaire par acide aminé
M, : masse molaire en (g.mol

N : nombre d’acide aminé

0, : Ellipticité a la longueur d’ondk (deg)
| - chemin optique (cm)

C : concentration en protéine (g.FjL
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2.7. Spectroscopie Infrarouge

2.7.1. Principe

La spectroscopie infrarouge permet la quantificatiies structures secondaires des
protéines.
Chaque liaison chimique a une fréquence de vibrat@ractéristique. On utilise de fagon
courante le nombre d’onde’) en cni* plutdt que la fréquence) avecy’ = 1/ A =v /c (oU A
est la longueur d’'onde de vibration et c est lasse de propagation de I'onde ou célérité).
Les bandes d’absorption caractéristiques des wimstles groupements amides des protéines
sont au nombre de 9 (amide A et B et amide | a.MlBs plus utiles pour les études
conformationelles sont les bandes amide | et Uésis respectivement entre 1700-1600 et
1600-1500 cr.

La bande amide | contient 80% des fréquences datiobs d’élongation des liaisons
C=0 de la liaison peptidique (Figure 1I-9). Ellorésente également 10% des fréquences des
vibrations de déformation des liaisons N-H et 1084 dibrations d’élongation des liaisons C-
N de la liaison peptidique. Puisque ces groupempaggidiques sont impliqués dans des
liaisons hydrogénes qui stabilisent les structsesondaires, I'intensité et la position de la
bande | renseigne sur la quantité de structurensiaiee. Cette bande est composée de
plusieurs composantes se chevauchant et représedt@atune un type de structure
secondaire. Des traitements mathématiques de ekamide [, tels que sa déconvolution ou
sa dérivée seconde, permettent de séparer ces sanips. Les nombres donde
caractéristiques de chaque type de structure satencbntenu dans la bande amide | sont
listés dans le Tableau ll-4. Ces fréquences propeesent varier d’'une protéine a l'autre

ainsi que pour différentes conformations d’'une m@na¢éine.

La bande amide Il se situe entre 1600 et 1500 enreprésente 60% des vibrations de
courbure des liaisons N-H (et 40% des vibratiordatigation des liaisons C-N). Elle peut
aussi étre décomposée en fonction des structucesda@res présentes mais n’est pas un bon
indicateur pour leur quantification. Cependant eediinde est tres sensible au degré de
deutération des protéines et se déplace de ~15%@%0 cni (N-D : amide II') lorsque celui-

ci augmente.
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Figure 11-9 : Spectre d’absorption infrarouge (mode ATR) d'unéuson de lysozyme a
0.5 mM dans un tampon 10 mM Tris-HCHB, pH 7.5 (noir) et dans un tampon 10 mM Tris-
HCI/D,O, pD 7.9 (rouge). La bande amide | correspond abrations des groupements
carbonyles de la liaison peptidique et la compasart575 cil correspond aux groupements
carbonyles des chaines latérales des acides aaspégate et glutamate. Les bandes amides

Il et I correspondent respectivement aux vibratia@le déformation des groupements amides
hydrogénés et deutérés.

Nombre d’onde (cf) Structure secondaire
1621-1640 Brin$
1641-1647 Régions non structurées
1651-1657 Hélice
1658-1671 Coudes
1671-1679 Brin$
1681-1696 Coudes

Tableau II-4 : Nombre d’onde caractéristique de chaque typerdetate secondaire.

Dans le cas d'un mélange protéique, I'utilisationng protéine marquée au carbone
13 permet de distinguer les deux protéines en rgélah de pouvoir attribuer les structures
secondaires de chacune d’entre elles. En effetafadd correspondante au stretching des

groupements C=0 apparait & 1650’cralors que celle des groupemehi8=0 apparait a
1600 cm.
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2.7.2. Montage expérimental

Deux modes d’acquisition sont possibles en spemms infrarouge : le mode par

transmission et celui par réflexion (Figure 11-10).

En mode transmission, I'échantillon (60 pl) estakEpentre deux fenétres de fluorure
de calcium séparées par un espaceur de 100 nmispesdif est hermétiquement maintenu
dans le porte échantillon (pas-de-vis) qui estéldans la cellule de mesure ou circule de I'air
sec afin de maintenir une atmosphére peu chargéeaan L’installation disponible au
laboratoire permet un contréle en température @ehéintillon. Le faisceau incident traverse
I'échantillon et les éléments de structure secordprésents absorbent une partie de son
énergie. Le signal collecté en sortie est compar&ignal initial et renseigne ainsi sur les
éléments de structure secondaire présents dahsatigibon.

En mode réflexion (ou ATR pour Attenuated TotalIBetion), une goutte de solution
(~10 pul) est placée sur un cristal de germaniumdfamant). Un couvercle hermétiquement
maintenu par une presse permet de protéger lensgstke I'évaporation. Le faisceau
infrarouge incident est projeté sous le cristaBéechi par réflexion dans celui-ci. Une partie
des ondes diffuse dans la solution, ce sont leeadanescentes. Le signal collecté en sortie
est comparé au signal initial et renseigne ainsiles éléments de structure secondaire

présents dans I'échantillon.

Cak Ondes

A évanescentes

solution__ |

solution

lo _
crista

Y
\ 4

lo I

Figure 11-10 : Représentation schématique des montages expérimedta spectroscopie
infrarouge opérants en mode transmisgi®net en mode réflexio(B).
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2.7.3. Mode opératoire

Les changements structuraux ont été quantifiés coanparaison de la structure

secondaire des protéines assemblées avec celpeadémes individuelles.

Les molécules d’eau absorbant vers 1450 cinest nécessaire de travailler dans un
solvant deutéré pour s’affranchir de ce signalpbtentiel deutérium correspond a pD = pH +
0.4. D'autre part, pour éviter le recouvrementadbdnde amide | avec celle des groupements
N-H, il est préférable de travailler avec des prae deutérées (bande N-H déplacée a
1450 cmi* pour N-D). La poudre d'ape-lactalbumine hydrogénée est solubilisée dans un de
'eau lourde et incubée 1h a température ambignie lyophilisée. Ce traitement est
reproduit trois fois. Pour le lysozyme ces mémestiycles sont réalisés, en incubant la
solution 1h a 50°C.

Des mesures par réflexion ont été réalisées a 20f@n spectrometre PerkinElmer —
spectrum 100, équipée d'une source ATR Pike Mird€lerkinElmer Inc, France). Les
spectres résultaient de I'acquisition de 1000 séahsm.&.

Les spectres infrarouge ont été enregistrés posisdiitions protéigues pures d’apo
a-lactalbumine et de lysozyme deutérées a 0.5 mM d@&mM Tris-HCI/BO a pD 7.9 et
pour une suspension de microspheres obtenue pdration a 45°C pendant 20 minutes d’un

mélange équimolaire a 0.5 mM de concentrationecatal protéines.

Les spectres obtenus ont été analysés avec leidogianalyse de spectre Jasco
(Spectra Analysis, Version 1.54.00, Jasco Corpmmattrance). Les dérivées secondes ont été
calculées en utilisant la dérivée seconde de Jawv{Bolay (9 points) et les spectres ont été
déconvolués avec une largeur de bande de 30 nm

Le spectre infrarouge de la suspension de microeeph& été comparé au spectre
construit en sommant les spectres obtenus pouruokades protéines individuelles. Les
composantes contenues dans les bandes amides espmmdantes ont été séparées en
calculant la dérivée seconde des spectres et lécongtoluée. Le spectre de différence
(spectre de la suspension de microspheres - spamistruit) permet également d’accentuer
les éventuelles différences entre les spectres deidpension de microsphéres et le spectre

construit.
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La quantification des modifications de structurecosglaire par spectroscopie
infrarouge a également été envisagée en mode tiggiem car l'installation permet un
contrdle en température de I'échantillon. Ainsctanparaison des signaux obtenus a 45°C et
a 20°C pour une suspension de microsphéres (foraéés°C) permettrait d’évaluer la
réversibilité des changements structuraux liéstantgérature.

Les mesures en mode transmission ont été réalssgesn spectromeétre infra-rouge
IR-Prestige- 21 Shimadzu, équipé d'un porte échantthermostaté. Une fois la ligne de
base enregistrée sur le tampon (signal de vapeaull’ des spectres de solutions protéiques
étaient enregistrés toutes les 15 minutes jusqtedilisation du signal. Les spectres
résultaient de I'acquisition de 100 scans & 1¢m.s

Pour tester la faisabilité de cette expérience sfgctres d’apa-lactalbumine (0.5
mM dans 10 mM Tris-HCI/BO, pD 7.9) obtenus a différentes températures (da Z5°C)
ont été comparés au spectre obtenu a 20°C pouw ddactalbumine a pH 2 (0.5 mM dans
10 mM Tris-HCI/D,O, pD 2) (Figure 1I-11A). En effet, les modificati® de structure
secondaire caractéristiques de I'état « molten dob de lu-lactalbumine stabilisé a pH
acide sont connuegTroullier et al. 2000) Ces caractéristiques sont attendues pour les
spectres d’apau-lactalbumine obtenus a pH 7.5 a des températunpsérigures a 26°C
(température de dénaturation de I'aptactalbumine & pH 7.5).

0.002
03}
=)
2 0.000 p&
ot 02}
=
3
= -0.002
@ 0.1
e}
<
-0.004
1 1 1 1 lns 1
1750 1700 1650 1600 1550 1750 1700 1650 1600 1550
Nombre d'onde (cm™) Nombre d'onde (cm™)

Figure II-11: Spectre infrarouge (mode transmission) d’'une gwiuf’apoa-lactalbumine a
0.5 mM dans 10 mM Tris/HCI-ED a pD 7.9 incubé a 20°C (noir), 30°C (bleu fone&;C
(bleu clair), 55°C (vert clair), 65°C (vert foncg) 75°C (rose) et a pD 2 et 20°C (rou@k)

et dérivées secondes correspondafi@es
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Cependant, il ne semble pas possible de travalhies des conditions optimales en
mode transmission et donc dans des conditions @éas en température puisque la
comparaison des dérivées de spectres obtenus €HigLLB) n'a pas révelé de différences
significatives, probablement du fait d’'une limite densibilité (concentration en protéine de

0.5 mM alors que la concentration optimale est.8adM en mode transmission).

2.8. Perturbations de déplacements chimiques par 2D-RMN

2.8.1. Principe

La spectroscopie de résonance magnétique nuclddireensionnelle hétéronucléaire
(*H-'>"N RMN) permet d’obtenir des informations structesah I'échelle du résidu. En effet,
une protéine marquée a l'azote 15 est caractépiaéen spectre RMNH-N corrélant les
déplacements chimiques des atomes d'azote 15 agoiac#énents chimiques des protons
amide covalemment liés (couplage scalaire). Letsp@onsiste en un nuage de pics appelés
pics croisés de corrélation. Ces pics corresporekesentiellement au groupement amide de la
liaison peptide et sont donc caractéristiques @l acide aminé composant la protéine (a
I'exception des prolines qui ne contiennent auctougement N-H). Les groupements NH
des chaines latérales des acides aminés basiggieqaa les groupements N-H des résidus
tryptophanes sont également présents dans desiségpectrales caractéristiques.

La méthode dite du « chemical shift mapping » cxiasa quantifier les perturbations
de déplacements chimiques engendrées par la fixdtio ligand a une protéine (Figure II-
12). Chaque acide aminé est représenté par urrgisgcsur le spectrtH->N de la protéine
marquée a I'azot&N, dont la position dépend de I'environnement chjimei du groupement
amide. Lorsqu'un acide aminé est impliqué dansiXatibn du ligand, son environnement
électronique natif est modifié, ce qui se traduit fe déplacement (ou une diminution de
I'intensité) du pic croisé correspondant sur lectqge Les acides aminés impliqués dans la
fixation du ligand sont ensuite cartographiés audace de la structure cristallographique de
la protéine afin de visualiser le ou les site(dntdraction. Ces expériences peuvent étre
réalisées par I'ajout d’'un excés du ligand maiggkisation d’une titration (ajouts successifs
du ligand) permet également de déterminer la catestdiaffinité du ligand.
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Figure 1I-12: Méthode de perturbation de déplacements chimiques de cas d'un
complexe protéine-ligand en échange rapide. Chagitee aminé de la protéine marquée a
I'azote 15 est représenté par un pic croisé sapéetre RMN 2D dont la position varie selon
I'environnement chimique des atomes. Apres additiorligand, les pics correspondant aux
acides aminés impliqués dans linteraction vone &erturbés. L'identification de ceux-ci
permet de cartographier le(s) site(s) de fixatiodigand sur la protéine.

L'interprétation des spectres obtenus dépend dédase d’échange du complexe par

rapport a I'échelle de « temps RMN » (Figure [I-18e temps est relatif a la variation de

fréquence entre le pic correspondant a la fornre Eb celui de la forme lig@ryant 1983)

Echange rapid

1%

J

Echange lent j\\/ I m

“b

¥ , 1
Fréquence (Hz)
1

Forme libre 50/'50 Forme liée

Figure 11-13: lllustration de

l'interprétation des résultats obtenus
par la méthode de perturbation du
shift en fonction du régime
d’échange. Schéma adapté de
(Bryant 1983)
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Lorsque la vitesse d’échange entre la forme likkrédaeforme complexée est trés
supérieure a la différence de fréquence des depxlgiions, le complexe est en échange
rapide. Dans ce cas, un seul pic est observé aurét représente une moyenne des
fréequences de chaque forme pondérée en fonctidautlgoroportion respective. Lors de la
titration, ce pic va donc se déplacer de sa positigiale (fréquence de la forme libre) a la
position correspondant a 100% de forme liée. Dansals d'un échange lent, c'est-a-dire
lorsque la vitesse d’échange est inférieure a fi@erdnce de fréquence de résonance des
formes libre et liée, deux pics distincts sont obSe Lors de la titration, I'intensité du pic
correspondant a la forme libre va diminuer alore gqelle du pic de la forme liée va
augmenter. En conclusion, I'identification des asi@minés impliqués dans l'interaction et la
détermination des constantes de dissociation gatisées par quantification du déplacement
du pic moyen dans le cas d’'un échange rapide eqyaartification de I'intensité des pics dans
le cas d’'un échange lent.

La vitesse d'échange dépend de la stabilité du apet donc de la constante de
dissociation. En général, les complexes de failflimii# (Kd > 10 uM) sont en échange
rapide alors que les complexes tres stables soitleange lent (Kd < 0.1 pMElarkson and
Campbell 2003; Roberts 2003)

2.8.2. Mode opératoire

L’acquisition de spectresH-*N HMQC (pour Heteronuclear Multiple Quantum
Coherence) a été réalisée sur un spectrometre RMautichamp (Varian vnmrs 800) avec
une fréquence du proton & 800 MHz équipé d’une-spyale triple résonancé, N, °C),
en utilisant la méthode d’acquisition SO-FAST (pband-Selective Optimized Flip- Angle
Short-Transient(Schanda and Brutscher 2005) utilisation de champ intense permet de
diminuer le temps de relaxation des atomes et y@sonde permet de réduire le bruit
thermique. La méthode d’'impulsion SO-FAST permeudmenter la sensibilité du signal sur
un temps d’acquisition restreint. Dans ces conulitides spectres bien résolus ont été obtenus
en 1 h d’acquisition pour une solution & 10 uMWeprotéine.

Les poudres dé°N-o-lactalbumine et"N-lysozyme ont été solubilisées dans un
tampon 30 mM Tris-HCI, pH 7.5, contenant 15 ou M de NaCl et 10% v/v D afin de
pouvoir calibrer le signal. 600 pl de solution 'dN-protéine & 10 uM était placés dans un
tube en quartz RMN (5 mm de diamétre, 18 cm de,l@¥ifgmad Lab Glass).
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Les surfaces d'interaction dendlactalbumine et du lysozyme dans les hétérodimeéres
holoLAC-LYS et apoLAC-LYS ont été déterminées erligant les titrations dans les
conditions expérimentales présentées dans le Talllda Apres avoir enregistré le spectre
'H-1>%N HMQC de la'>N-protéine (spectre de référence), un spetitté®N HMQC était
enregistré aprés chaque ajout du partenaire nogudéates rapports molaires [protéine non

marquée]°N-protéine] s'échelonnaient de 1 & environ 100 auee dizaine de point
intermédiaires.

>N-protéine Protéine ajoutée| T (°Q)  Force ioniquéjm
holoLAC-LYS N -LYS holoLAC 45 39
>N -holoLAC LYS 45 39
apoLAC-LYS N -LYS apoLAC 45 39
>N -apoLAC LYS 45 39
>N -apoLAC LYS 20 39
>N -apoLAC LYS 20 124
°N-LYS apoLAC 20 124

Tableau II-5 : Titrations réalisées pour identifier les acidesr@aicomposant l'interface des
hétérodiméres holoLAC-LYS et apoLAC-LYS. La surfatimteraction de la protéineN est
identifiée par ajout successif de son partenairemarqué.

D’autre part, les titrations « contréles » d’'uneotpme marquée par cette méme
protéine non marquéé’l-holo a-lactalbumine par hola-lactalbumine et®N-lysozyme par
lysozyme) ont également été réalisées pour s'assurg n'y a pas homodimeérisation des
protéines et donc que les variations observéeglksditrations étaient bien spécifiques de la
formation des hétérodimeéres.

Enfin les derniers points de titrations ont étéegistrés aprés ajout de plus de 400 uM
de protéine non marquée. Or a cette concentrasiqurdtéine non marquée apparait sur le
spectre par détection des atom@$ naturellement abondant (1 %o). La superpositioneu
chevauchement partiel de ces pics croisés avec deuta *°N-protéine peut induire des
erreurs lors de l'interprétation des perturbatidesdéplacements chimiques. C’est pourquoi
des spectredH-">°N HMQC ont été enregistrés pour des solutions aunées (1 mM) de
protéines non marquées afin d’'identifier les pms#s appartenant a la protéine non marquée.
Ainsi certains pics croisés de'fiN-protéine qui semblaient se déplacer ont été exclel sont
des « faux positifs ».
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2.8.3. Traitement des données

Les spectres ont été analysés en utilisant leikddiMRview (One Moon Scientific,
Inc) (Johnson and Blevins 1994)La position des pics (déplacements chimiques dems

dimensionsH et™®N) ont été relevées manuellement et ce pour chsieere enregistré.

2.8.3.1 Attribution des spectres

Les spectresH-""H HMQC de référence deéaN-protéines ont été attribués selon les
fichiers dattributions disponibles dans la banqde donnée BMRB (pour Biological
Magnetic Resonance Bank, http://www.bmrb.wisc.edGhtte banque regroupe I'ensemble
des structures protéiques résolues par RMN. Lésefie d’attributions utilisés ainsi que les
conditions expérimentales dans lesquelles ceduatitvhs ont été réalisées sont résumés dans

le Tableau II-6.

L. o~\ Fichier s
Protéine Tampon pH T(°C BMRB Références

(Buck et al. 1995)
>N-LYS | Eau déionisée 3.8 35 | n°4943 (Poznanski et al. 2003)
n°1093| (Redfield and Dobson 1988)

>N-holoLAC | 20 mM acétate 6.3 20 | n°4332 (Forge et al. 1999)
>N-apoLAC | 0.5MNaCl | 7.1 20 | n°4811(Wijesinha-Bettoni et al. 2001)

Tableau I1-6: Conditions expérimentales utilisées pour I'attribntdes spectres desN-
protéines et fichiers BMRB correspondants. Darsakedu lysozyme, Buck et coll. ont publié
Iattribution des atome¥N et les fichiers BMRB n°4943 et 1093 contiennéattriibution des
protons amide&H.

Puisque ces attributions ont été réalisées danscdeditions physico-chimiques
différentes de nos conditions expérimentales etlgueosition des pics croisés dépend de
celles-ci, nous avons réalisé des dépendances eet @i température afin d’ajuster ces
attributions (excepté pour I'appslactalbumine). Les expériences réalisées sonhréss dans

le Tableau II-7.
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Protéine Tampon pH T (°C) attribution
15 30 mM Tris 3.8 20, 25, 35, 38, 42, 45pH 3.8, 45°C)
N-LYS §
15mMNaCl | 38,55, 6.5, 7.5 45 (pH 7.5, 45°C)
4 6.3 20, 25, 32, 38, 45 H 6.3, 45°C
15\ -holoLAC | 40 MM acétate (p )
6.3,6.7,7,7.5 45 (pH 7.5, 45°C)

Tableau II-7 : Dépendances en pH et en température réaliséesjuster I'attribution des
spectres de référence.

A la suite des ces dépendances en température, eteplément 10% des pic croisés

présents sur les spectfés>N HMQC de référence n'ont pas été attribués.

La Figure 11-14 présente la superposition de spsabtbtenus lors des dépendances en

pH a 45°C. Quelgues exemples de pic croisés pasedes variations de déplacements

chimiques significatifs sont annotés sur les spsctriLes variations de déplacements

chimiques observées dans le cas du lysozyme samimpportantes que celles observées pour

I'holo a-lactalbumine puisque la gamme de pH étudiée astgrande.
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104 9.9 9.4 89 8.4 79 74

Déplacement chimiquiH (ppm)

69 6.4

103 9.8 9.3 8.8

8.3

7.8 73

Déplacement chimiquiH (ppm)

6.8

63

Figure 1I-14 : Superposition de spectréd-">N HMQC enregistrés lors des expériences de

dépendance en pH

d&N-holo o-lactalbumine(A) :

pH 6.3 (noir), pH 6.7 (rouge), pH 7

(vert), pH 7.5 (bleu) et di°N-lysozyme(B) : pH 3.8 (noir), pH 5.5 (rouge), pH 6.5 (vert),

pH 7.5 (bleu).
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2.8.3.2 Calcul du déplacement chimique combinéd)

Pour chaque rapport protéique molaire, les vanatie déplacements chimiques dans
les dimensions'H et **N ont été combinés en calculant, pour chaque aaid®mé, une
distance euclidienne pondérée par les rapportsmpgoétiques des atomes, selon la formule
(Schumann et al. 2007)

AS(ppm) = ((MH y +(ﬁ (MN)T]

I

oU A est la variation déplacement chimique combiné (pp@H et AGN sont respectivement
les variations de déplacements chimiques dansitesndions proton et azotegt etyy sont
les rapports gyromagnétiques des atothiest N, respectivement égaux & 26.752 . T
tst et -2.712 10rad.T*.s™. Les variations de déplacements chimiques somuléals par

rapport au spectre de référence pour chaque rapmdaire en protéines.

2.8.3.3 Détermination de la constante de dissociation (Kd)du déplacement chimique a
saturation (Admax)

Un équilibre simple entre les diméres et les pnat®imonomériques en solution a été
supposeé pour déterminer la concentration en dimere

a-lactalbumine (LAC) + lysozyme (LYS) a-lactalbumine-lysozyme (LAC-LYS)

Cet équilibre est caractérisé par les trois éqnatsuivantes :
q= [LAC][LYY]
[LAC-LYY
[LAC] = [LAC] tot — [LAC]LAc-Lys
[LYS] = [LYS]iot — [LYS] tac-Lys
ou Kd est la constante de dissociation et [LAC) $] et [LAC-LYS] sont les concentrations
des protéines et des dimeres a I'équilibre. Leseomations di-lactalbumine et de lysozyme

sous forme dimérique sont identiques d’ou [LAG].vs =[LYS]Lac-Lys =[LAC-LYS]
A partir de I'équation du second degré obtenueésnlvant ce systeme, I'équation (1)

a été établie. Elle permet d'exprimer la concemmaten dimére en fonction des

concentrations totales en protéine et de la cotestindissociation.
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[LAC-LY§ = ([LAG +[LYS,, + Kd)-[[LAT, +[LYG, +Kd)-4LAGLILYS,))

En considérant que I'évolution de la variation dépldcement chimiqgue combiné varie

linéairement en fonction de la proportion de présous forme de dimeére, on a la relation

(2):

(2)

AG(ppr) = AG..* (Mj

[LAC],q,

oU Admax €st la variation de déplacement chimique combieéurée lorsque la totalité de la
protéine titrée est sous forme dimérique.

En remplacgant I'expression de [LAC-LY$]) dans I'équatior(2), on obtient I'équatior{3)
suivante(Fielding 2007)

M(pprmz[%](([mqm+[Lv$ot+Kd)—J(([LAqmt+[Lv$m+Kd)—4{LAqmt[LY$m)) ©

Cette formule a tout d’abord été utilisée afin dgedminer le Kd : les courbes de
titration (Ad en fonction du rapport molaire en protéine) dedemcaminés avec une variation
de déplacement chimique significative ont été ddt@vec cette équation. La valeur du Kd a
été fixée dans la formule qui a ensuite été uéligéur déterminer leAdnax de chaque acide

aminé.

Dans le cas d’'une évolution sigmoidale des vanatide déplacement chimique en
fonction du rapport molaire en protéine, I'équatide Hill (Forge et al. 1993)4) a été
utilisée pour déterminer le Kd et évaluer les dégtaents chimiques a saturation.

A(ppm) = @

ou [L] est la concentration en ligand (protéine maarquée ajoutée) et n le coefficient de Hill

qui renseigne sur le degré de coopérativité.
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Lorsqu’'on considere I'association de deux dimeresrpformer un tétramere selon les
équilibres chimiques suivants :

Kdpimere _[apoLAQ.[LYS
apoLAC + LYSE— apoLAC-LYS Konere = [apoLAC-LYS

KdTETRAMERE

— 2
2apolAC-LYS=— (apoLAC-LYS)  Kd _ [apoLAC-LYS

TETRAMERE — [(apoLAC-LY9),]

Les évolutions logarythmique et sigmoidales deat&phent chimique en fonction du rapport

molaire en protéine ont été modélisées en utilismnéquations (5) et (6) suivantes :

[PU+2[(PL),] , 5

5
& ©)

Ad(ppm) =

AS(ppr) = %A% 6)

ou [PL] and [(PL)] sont respectivement les concentrations en diraetetrameére, exprimées

en function des constants de dissocations corregmbes (Kdwvere and Kdetravere):

[PL]:—idP]'[L] et[(PL),] =P~ [PIMILF

DIMERE dTETRAMERE KdDIMERE 'KdTETRAMERE

ou [P] and [L] sont respectivement les concentratiibres & I'équilibre efPN-protéine et en
ligand. [P] est exprimée par I'équatidid) en supposant que la quantité de protéine non

marguée sous sa forme liée est négligeable compsaeoncentration totale (i.e. {E][L]):

[P] :(KqDIMERé'KdZI'ETRAMER} _(1_'_ [L]t J_'_ (1_'_ [L]t J +4'[P]t' [ZL]t2 (7)
Z[L]t KqDIMER KqDIMER KqDIMERE'KdTETRAMER

2.8.3.4 Intensité totale des spectres

L’intensité totale de chaque spectre a égalemeéntatulée en sommant l'intensité
relevée pour chaque pic croisé. L’évolution detémsité au cours des titrations a été
guantifiée en normalisant l'intensité totale desctpes obtenus pour chaque rapport molaire
en protéines a l'intensité totale du spectre déregice.
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2.9. Cinétiques d’échange hydrogene/deutérium

Le principe est le suivant : lorsqu’une protéine@acée dans un solvant deutéré, les
protons labiles (protons amides et protons des nekailatérales liés a un atome
électronégatifs) vont échanger avec les deutéransot/ant selon une réaction acide/base.
Pour obtenir des informations a [I'échelle du résides cinétiques d’échange sont
communément suivies par spectrométrie de massarddNN. Dans le cas d’échange proton
— deutérium, l'utilisation de la RMN consiste a qtifeer la diminution de lintensité des
pics croisés’f, 1°N) au cours des échanges puisque les deutérorenh@as détectés (spin
1). Ainsi, l'utilisation de la RMN permet de qudidr la vitesse d’échange de chaque proton
amide et donc de chaque acide aminé.

La vitesse d’échange des protons amides dépendutleatcessibilité au solvant et
donc de leur localisation dans la structure dertdaémne (Figure 1I-15). Les protons amides
des acides aminés impligués dans la stabilisatiea structures secondaires (liaisons
hydrogenes) ou enfouis dans le cceur hydrophoba geokéine ont une vitesse d’échange
plus faible que les protons amides des résidusséspen surface. Le facteur de protection de
chaque acide aminé permet de quantifier son atigsau solvant et est calculé a partir des
vitesses d’échange mesurées.

La méthode des échanges hydrogene/deutérium eshétiede tres sensible utilisée
pour étudier le repliement des protéines et leat de structuratior{Forge et al. 1999;
Englander 2000)et les interactions impliquant une protéine, teltue les interactions
protéine-membran@Chenal et al. 2005; Man et al. 200T)es interactions protéiques peuvent
mener a la stabilisation de structure secondaireggulte en une augmentation du facteur de
protection des acides aminés impliqués et/ou a désabilisation partielle de structures
secondaires (Figure 1I-16) résultant en une dindmudu facteur de protection. Ainsi, la
comparaison du profil de protection (facteurs datgution en fonction de la séquence de la
protéine) de la protéine en interaction avec cétia protéine dans sa conformation native

(en solution pure) permet d’identifier les zonestdraction.
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Figure 1I-15: Exemples de profils de proteeé![igen obtenus pourldctalbumine dans sa

conformation native & pH 7.5 (hotelactalbumine)(A) et dans sa conformation « molten
globule » & pH ZB). Les régions présentant le plus haut facteur deegtion correspondent
aux régions structurées de la protéine (les él&mbmistructures secondaires sont représentés
au-dessus des profils de protection). Lorsque l'apactalbumine adopte sa conformation
molten globule, les fluctuations de sa structuréaiee augmentent I'accessibilité au solvant
des résidus, ce qui se traduit par une diminutierledr facteur de protectiqirorge et al.
1999)

o : o @ . o ®
" Ajout du ° Arrét des °o. °® .
‘_', - . partenaire 1 échanges il
® e o — .....’ < —> =
Ly &Initiation ~ ~® o —
i des échanges ®7e o e o
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Protéine nativ Protéine en interaction Protéine native

apres échange H/D

Figure 1I-16 : La méthode des échanges hydrogéne/deutérium pedhnentifier des
changements de structure secondaire liés a I'ictierg ici le dépliement local d’'une hélice
Les acides aminés identifiés par comparaison defiigode protection de la protéine native
avant et aprés échanges sont susceptibles d'éfpéiqirds dans l'interaction avec son
partenaire.
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En général, les échanges sont initiés par dildta protéine dans un solvant deutéré
et sont stoppés a différents temps par abaissetedattempérature et/ou du pH. En effet ces
deux parametres permettent de moduler la vitessehdhge et leur diminution tend a les
ralentir(Bai et al. 1993) D’autre part, lors de I'arrét des échanges,tinésessaire de rétablir
la forme native de la protéine pour comparer ledilsrde protection avant et apres échange.
De plus l'utilisation de la RMN n’est possible gse la protéine présente une structure
tertiaire stable (spectre résolu). En d’autres éxr1si I'interaction nécessite ou provoque un
dépliement partiel de la protéine, il est nécessde rétablir la conformation native de la

protéine.

Les travaux réalisés dans cette étude ont viséapterdla méthode des échanges
hydrogene/deutérium pour identifier les zones dliattion au sein des microspheres. Le
protocole mis en place est schématisé en Figut&.ll-es échanges sont initiés par dilution
au dixieme dans un tampon deutéré (10 mM Tris-H% v/v DO, pD 7.9) d'une
suspension de microsphéres obtenues dans un tamydoogéné (10 mM Tris-HCI/4, pH
7.5). Les échanges sont stoppés par abaissemefd thEmpérature (20°C> 4°C) et
diminution du pH a pH 4. L’ajout de calcium pernaet rétablir la forme native de I'apo
lactalbumine (holoa-lactalbumine). Cette étape consiste également staliéser les
microspheres pour retrouver les protéines nativesatution. Une étape de centrifugation
précéde I'ajout de calcium et I'abaissement du firlde séparer les protéines en solution des
protéines assemblées en microsphéres. La resuspetss culots par ajout d'un tampon
10mM Tris-HCI, 90% v/v O a pH 4 contenant du calcium en quantité suffesguur
rétablir la forme holo de-lactalbumine n’a cependant pas permis de resaebitotalement
des protéines. La derniere étape de cette méthodsisterait en la lyophilisation des
échantillons avant leur analyse par RMN 2D. L’stilion d’'une protéine marquée a l'azote
15 permet de distinguer les deux protéines en rgélgar I'acquisition de spectréd->N
HMQC. Pour obtenir les vitesses d’échange de cladas deux protéines assemblées en
microspheres, cette expérience doit donc étresgmldeux fois selon le couple protéine

marquée/protéine non marqueée.
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15N-apoLAC LYS
N 45°C, 20° .
v
Microsphéres bD
«— Tris 10mM - D,O pD 7.9 Initiation
N
Microsphéres D,O Echange 2
tx
aliquot
/\T}\ Arrét
Surnageant Culot:
protéines libres protéines assemblégs
~30% ~70% ~
o
+ CaCh 1mM 100mM Tris-HCI,
H- pH 4 1 90% viv DO,
1P 1mM CaCly, pH 4
*N-holoLAC +LYS *N-holoLAC +LYS
'H- 1N HMQC RMN Analyse

Figure 11-17 : Schéma du protocole expérimental envisagé pouricamsl la méthode des
cinétiques d'échange hydrogéne/deutérium suivies PBMN bidimensionnelle aux
microspheres d’apa-lactalboumine et de lysozyme. Les échanges sotiésnpar dilution
d’'une suspension de microsphéres dans un tampd@réeet stoppés par diminution de la
température, ajout de calcium et abaissement da pH 4. Les résidus impliqués dans les
interactions au sein des microsphéres sont idéstin utilisant la RMN bidimensionnelle.
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2.10. Diffusion de lumiere

La diffusion de lumiere permet d’accéder a des atarestiques géometriques des
objets formés par assemblage des protéines. Lasiiff statique de la lumiére renseigne sur
la masse molaire moyenne des objets formés, lguamrade giration et éventuellement le
coefficient du Viriel. La diffusion dynamique de liamiere permet d’obtenir une distribution

en taille de la suspension en calculant le rayarddynamique des particules.

2.10.1. Diffusion statique de la lumiere

Cette technique consiste a mesurer l'intensitéudadre diffusée par une suspension
de particules. Des mesures multi-angles permetiatitenir la dépendance angulaire de
l'intensité diffusée a partir de laquelle les cégastiques des particules formées peuvent étre

déduites.

Alors que les particules de petite taille présentame diffusion isotropique de la
lumiére (intensité de lumiere diffusée identiquéoas les angles), les particules de grande
taille diffusent davantage aux petits angles (Feglrl8). De plus, la contribution des
particules de grande taille est supérieure a deleparticules de petites tailles pour la lumiéere
diffusée détectée aux petits angles. La tailletikedades particules est fonction de I'échelle

d’observation elle-méme dépendante de I'angle @&ofaion (explications ci-apres).

W Small :
Particles ¥ ___large
b Particles

J ry R
2 -1 ! 1

05+

A

Figure 11-18 : Représentation de la diffusion de lumiéere selonalke des particules. La
diffusion est isotope dans le cas de petite pdeietianisotrope dans le cas de particules de
grande taille.
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Dans le cas d’'une diffusion anisotrope de la lumi€intensité de lumiere diffusée
varie selon 'angle d’observatiof)( L'intensité de lumiére diffusée renseigne suqlantité
d’interface et est proportionnelle au nombre et aa tdille des particules. Elle est
proportionnelle & la concentration (C en§.len protéines agrégées et & la masse molaire des

particules (M, en g.mot') selon la relation suivante :

1(g) =K.CM,,.S(a)-P(a) (5)
NB : dans I'Article 2 la notation S(q) désigne leguit S(q).P(q)

L’intensité 1(q) est une valeur relative normaligé€intensité de lumiere diffusée par

une solution standard, le toluene dans notre glugle

1(d) = (lechantiton— lsolvand/ lto = 1/ ltor (6)

L’intensité de lumiere diffusée est généralemeprasentée en fonction du vecteur

d’onde de lumiére diffuse (g, W qui est relié & I'angle d’observation selon Ietien :

_(4mn) . (€
q—( y j.sm(zj (7)

ou nyest I'indice de réfraction du milieu {r1.332 pour une solution protéiqu@)est la

longueur d’onde du laser (632 nm).

K est une constante optique caractéristique désyst’étude (L.mol) et s’exprime par :
k=4 (@jz Ny ) 1
A4Na aC ns I%ol

ou N, est le nombre d'Avogadrea—n est I'incrément d’indice de réfraction (0.189 mt)gt

ac

R est le ratio de Rayleigh (¢hhde la solution standard de toluéne.

(8)

S(q) et P(qg) sont respectivement le facteur dettre de la suspension et le facteur de
forme des particules. L'intensité de lumiére diffasrésulte de la lumiere diffusée par
chacune des particules présentes dans la suspebsisgue la concentration en particule est
grande, les particules sont proches spatialeméintehsité diffusée par une particule peut
étre percue comme une source lumineuse par uneyparvoisine qui va alors diffuser

davantage de lumiére. L’intensité de lumiere mesuédulte donc également des interactions

120



Matériels et Méthodes

entre particules qui sont mesurées par le factewtricture S(q). S(q) est égal a 1 en milieu
dilué lorsque ces interactions sont négligeables.ihterférences entre la lumiere diffusée par
différentes parties d’'une méme particule sont curgs dans le facteur de forme P(q). P(q) est
égale a 1 lorsque celles-ci sont négligeablest-a‘d#re lorsque I'échelle d’observation est

supérieure a la taille des particules (voir doma@ne petits angles dans le paragraphe

suivant).
Trois domaines peuvent étre distingués lorsqueoliéion de l'intensité de lumiere

diffusée est représentée en fonction du vecteurdd#dq) (Figure 11-19). L’inverse du vecteur
d’onde est représentatif de I'échelle d’observation

o
-
o
o

L
Py
Q
v
Y
[

g.Rg << 1i g.Rg~1
My <o @ ,
o
! o
0 i ¢
X I
| 5 L
| g |
Omin q (m”~) Omax

Figure 1I-19 : Représentation schématique de la dépendance amegulai l'intensité de
lumiére diffusion et des différents domaines canastiques.

Le domaine aux petits angles (faibles valeurs de.d)'échelle d’observation est plus
grande que la taille des particulesg)(Rc’est-a-dire q.R <<1. Dans cette situation on a
P(q)=1. En effet les interférences entre la lumdifausée par les différentes parties d’'une
particule sont négligeables. De plus en milieu &ilon a S(q)=1. Dans ces conditions
I'intensité de lumiére diffusée résulte essentimdat de I'intensité diffusée par chacune des

particules indépendamment. Dans ces conditiongr#ipolation de I'intensité diffusée a-€p
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permet d’accéder a la masse molaire apparenteattsubes. En effet I'intensité de lumiere
diffusée est directement proportionnelle a la cotregion et a la masse molaire des
particules :1(q) = K.CM,, (9)

La représentation de I/KC en fonction du vectewonde permet donc d’estimer la masse

apparente des agrégats aux petits angles.

Le domaine aux grands anglesL’échelle d'observation est plus petite que ldidai
des particules (§, c’est-a-dire lorsque q.Rg >>1. L'intensité denlare diffusée renseigne
donc sur la structure interne des particules (Régpur la quantité de protéines agrégées. En
effet, l'intensité de lumiére diffusée résulte deerférences entre la lumiere diffusée par les
différentes parties d'une particule. Lorsque lapsasion est constituée de particules
présentant une structure interne homogéne (coetfadt entre solvant et particule) et une
surface lisse (interface bien définie), P(q) évobugvant la loi de Porod et l'intensité de
lumiére diffusée est proportionnelle & d.orsque la suspension contient des agrégatsfsact
lintensité de lumiére diffusée évolue suivant uoiede puissance proportionnelle Z'gou
Df est la dimension fractale des particules. Leormalgydrodynamique d’agrégats fractals est

relié a leur masse molaire selom,'m

Le domaine aux angles intermédiaireu I'échelle d’observation est proche de la
taille des particules, c'est-a-dire g.Rg~1. Dans amxlitions, la dépendance angulaire de

I'intensité diffusée permet d’accéder au rayon atign des particules, selon I'expression :

P(g) =1+ QZ[R—gJ (10)

2.10.2. Diffusion dynamique de la lumiere

La diffusion dynamique de la lumiére permet d’a@édu rayon hydrodynamique
(Ry) des particules par I'étude de la relaxation dedhsité diffusééNobbmann et al. 2007)
La diffusion statique de la lumiere mesure la val@mmporelle moyenne de l'intensité a
différents angles, alors que la diffusion dynamigeela lumiere s’intéresse aux fluctuations
temporelles de l'intensité a un angle fixe. Du thit mouvement brownien des particules en

solution, 'intensité de lumiére diffusée fluctue eours du temps.
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Les fluctuations de l'intensité sont analysées parcorrélateur et la fonction de
corrélation résultante permet d'obtenir la disttibn en taille des particules présentes en

solution. La fonction de corrélation de I'intensiiéfusée s’écrit :
G,(t) = (I (t).I (t +At)) (11)

QuandAt—0, G(t) tend vers la moyenne des intensités awé calt)> (G(thnay) alors que
quandAt —oo, G(t) tend vers le carré des moyennes <A({B{t)min). Aprés normalisation par

rapport a G(t)in, la fonction de corrélation décroit selon I'expotielle (Figure 11-20):

G,(t)-1= ex;{_?tj (12)

out est le temps de corrélation (s). Cette équatiestrvalable pour des solutions diluées de

particules monodisperses, sphériques et homogériéamt q.R<1.

Voici un exemple de corrélogramme a partir dugsebbétenu le temps de correlation:

1.0 gusss

0.8

0.6

G,

04r

0.2}

0.0 - - %
101 1 10 10?

t (ms)

Figure 11-20 : Superposition des fonctions d’auto-corrélatior’ui¢ensité obtenues pour un
mélange équimolaire a 0.15 mM de protéine totatebé pendant 10 min a 45°C. Le temps
de corrélation a été calculé en fittant les donnégsc une simple exponentielle:
Go(t)-1= exp(-tt) et est égal a 12 ms.
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Le temps de corrélation est relié au coefficiendiffeision (D en M.s) selon :

1
2.D.9°

(13)

Une fois le coefficient de diffusion déterminé,rieyon hydrodynamique est ensuite
obtenu en appliquant la relation de Stokes-Einstein

kT
671n.D

Rh = (14)

ou T est la température absolue (K), k la constaetéBoltzmann ety la viscosité de la
solution. La viscositér( kg.m'.s') dépend de la température est a été calculéeésdpr

relation suivant¢Akbarinia et al. 2011)

B
Nree = A* 10(“Cj (15)
ol A=2.414.10 kg.m'.s*, B= 247.8 K, C=140 K

L’ensemble des parametres utilisés dans cette émtedonnés dans le Tableau 11-8.

Parametre valeur
A 632 nm
Ns 1.332
Ntol 1.495

Riol 1.35 10° cm*

on/oC | 0.189 mL.g

N25°C 8.9 104 kg.m'l.s'l

N45°C 59 104 kg.m'l.s'l
k 1.3806 16°m”.kg.s%.K™
Na 6.02214 1&mol™

Tableau 11-8 : Tableau récapitulatif des différents parameétreiqaps et physiques du
systeme d’étude.
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2.10.3. Montage expérimental

Les mesures ont été réalisées avec un appareilffdsiah de lumiéere statique et
dynamique (ALV/CGS-3, ALC, Langen, Allemagne) édquig’'un laser He-Ne avec une
lumiére polarisée verticalement a la longueur d®odd 632 nm. La gamme de g mesurée est

comprise entre 30 et 3.5*F0nm’. La température était contrdlée par un bain thetaié.

Suspension Lumiere diffusée

Cuve thermostatée /

Lase

———>{ Corrélateu

Figure 11-21: Représentation schématique du montage expérimenlaliffusion de
lumiere.

2.10.4. Modes opératoires

Les tampons et les solutions protéiques puresrdthiliieés sur membranes de 0.02 um
et 0.2 um (Anatope), respectivement. Les suspemsmm été obtenues par mélange
équimolaire de solutions d’apelactalbumine et de lysozyme préparées dans dgsotzssm
pH 7.5 de force ionique variable (8 a 124 mM) pdas concentrations totales en protéines
comprises entre 0.02 et 0.2 mM. Les effets dertérature et du temps d’incubation ont été
étudiés en travaillant a des températures compeisies 25 et 45°C et des temps d’incubation

allant de 15 min a 2 jours.
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2.10.4.1 Mesures mutli-angles

hY

Des mesures multi-angle ont été réalisées a 12saufférents : de 12° a 30° avec un
pas de 3° et de 40° a 140° avec un pas de 10°parfep mesure KC/I en fonction de I'angle
d’observation. La représentation de I/KC en forrctde q permet d’obtenir la dépendance
angulaire de I'intensité de lumiére diffusée. Lateurs de q varient de 2.83@ 25 16 nm™,
et correspondent & une échelle d’observatigh $&chelonnant de 40 & 400 nm.

Une série de mesures a été réalisée a 0.2 mM déinee totale et 39 mM de force
ionique pour suivre I'évolution de lintensité difée en fonction du temps d’incubation a
45°C.

L’ensemble des autres mesures multi-anges a étkséréaprés 15 minutes
d’incubation. Les différentes conditions physicortigques testées (concentration totale en
protéines, force ionique du tampon et températumecubation) sont résumeées dans le
Tableau [I-9. Les mesures étaient réalisées a 283(@s dilution des échantillons a 0.01 uM
de concentration totale en protéines dans les tamptlisés, afin de stopper I'évolution du

systeme et étre dans des conditions diluées oa5(q)

Concentration totale en Force ionique du Température
protéine (mM) tampon a pH 7.5 (mM d’incubation (°C)
0.2,0.1 39 20, 25, 30, 35, 40, 45
0.2,0.1, 0.15, 0.1, 0.05 39 25, 45
0.15 8, 39, 54, 124 25, 45

Tableau 11-9 : Conditions expérimentales utilisées pour réalidésesmesures multi-angles
aprés 15 minutes d’incubation.

Des mesures de diffusion dynamique de la lumiéteétdh conjointement réalisées a
chaque angle. Les valeurs dpddtenues a chaque angle ont été moyennées pamnirolie
valeur dans chaque condition testée. La précisioriRdselon cette méthode est moindre,
+ 100 nm, car les mesures étaient réalisées autpmatent sur un temps tres court (30 s).
Sachant que la présence d’'une poussiére ou d’'utiey@a de grande taille peut invalider la
valeur mesurée a un angle donné, la valeur,deiésente la moyenne d’un nombre variable

de valeurs.
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2.10.4.2 Cinétiques

Les cinétiques de formation des particules ontsétéies par des mesures d’intensité
de lumiére diffusée & 20° (q= 4.6°101") réalisées in situ aprés 'lhomogénéisation rapiele
mélanges équimolaires de solutions d’aplactalbumine et de lysozyme. Le temps écoulé
entre le mélange et le début des mesures est eatiB secondes. Ces mesures ont été
réalisées, pendant 15 a 30 min, pour des concemsatotales en protéines variables et des
tampons a pH 7.5 de force ionique variable (Tabl¢dd). Des mesures multi-angles sur 5
angles (20, 30, 60, 90 et 120°) ont egalementésatiisees apres différents temps d’incubation
pour évaluer la qualité de la suspension obtenue.

Des mesures de diffusion dynamique de la lumieteééténréalisées a 20° toutes les 30
secondes pendant 10 min lors de l'incubation a 48QGnélanges protéiques a 0.15 mM et
toutes les 150 secondes pendant 4 h lors de l'atouba 25°C de mélanges protéiques a
0.05 mM. La précision des valeurs moyennes gleli®enues est haute du fait de mesures de

30 s répétées sur un temps d’incubation important.

Concentration totale en protéine Force ionique du Température Temps
(mM) tampon a pH 7.5 (mM (°C)
0.2,0.15,0.12, 0.1, 0.05, 0.02 39 25, 45 15-30 mi
0.15 30, 45, 50, 60, 70 25, 45 15-30 min
0.05 8, 15, 20, 24, 27, 32 45 15-30 min
0.05 39 25 4 h
0.15 39 45 10 min

Tableau 11-10 : Conditions expérimentales utilisées pour réaligésanesures de diffusion
de lumiere & 20° en temps réel.
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1. Chapitrel : Caractérisation moléculaire des interations a

I’échelle des hétérodimeres

Ce chapitre est consacré a la caractérisation tstele des hétérodimeres
d’a-lactalbumine et de lysozyme.

L'hétérodimere composé de I'apdactalbumine et du lysozyme (apoLAC-LYS) est le
bloque élémentaire des microsphéres. Cette hypmthése formulée du fait de I'équimolarité
et de la répartition homogene de l'apedactalbumine et du lysozyme dans ces objets
supramoléculaire@Nigen et al. 2007; Nigen et al. 2007¢ette entité peut étre identifiee en
mélangeant des solutions protéiques a faible cdratem afin d’éviter leur assemblage en

objets supramoléculairgbligen et al. 2009)

Bien que le lysozyme et la forme calcifiée delbctalbumine (hola-lactalbumine) ne
s’assemblent pas en microsphéres dans les corditamMorables a leur formation avec la
forme apo, la formation des héterodimeres holoLAGSLa également été mise en évidence
par des expériences d'anisotropie de fluoresceiigen et al. 2009)et confirmée par

simulation moléculairéPersson and Lund 2009)

A partir des résultats acquis, I'objectif de ce pitra est de répondre aux questions
suivantes :
o les interfaces des hétérodiméres apoLAC-LYS et LLAM®LYS sont-elles
différentes ?

o la composition de ces interfaces per-elle dexpliquer pourquoi seuls |

Les acides aminés composant les interfaces desotig@res ont été identifiés par
RMN bidimensionnelle en utilisant la méthode dihermical shift mapping ». L'utilisation de
cette méthode a nécessité la production d’une déantffisante de protéines recombinantes
marquées a l'azote 15. L'obtention des protéinesmbinantes s'est avérée plus délicate que
prévue. Hormis le temps nécessaire pour la putificadeux obstacles se sont présentés: les
trés faibles rendements en protéigel(mg par litre de culture) et la sensibilité d&dpe du

repliement du lysozyme a l'agrégation. Apres divessais d'optimisation, décrits dans la
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partie 1I-1.2, nous avons Iégerement augmentédedements de purification mais nous ne
sommes pas parvenus a obtenirttlysozyme correctement replié. L'équipe du prafess
H. Schwalbe de I'Université Goethe de Frankfortqien a fourni une quantité suffisante pour

réaliser ces expeériences.

Apres avoir présenté les domaines d’applicatiodadméthode de « Chemical Shift
Mapping », les résultats obtenus dans les conditdites « standards » pour I'obtention de
microspheres (a 45°C dans un tampon 30 mM Tris ¥BNaCI, pH 7.5), sont présentés sous
la forme d’un projet de publicatid@rticle 1).

En complément des résultats publiés, nous présastergalement le résultat obtenu
par «docking » pour tenter de proposer une streditudimensionnelle de I'hétérodimere
holo a-lactalbumine-lysozyme et les expériences réaliagé28°C pour chercher a déterminer

les résidus de I'apa-lactalbumine impliqués dans les interactions dgdgsozyme.

Ces travaux ont été réalisés en collaboration Adeien Favier de I'Institut de Biologie
Structurale de Grenoble et Nicolas Duraffourg dubdratoire de Chimie et Biologie des
Métaux du CEA de Grenoble. Les simulations molémedgaprésentées ont été réalisées par

Bjorn Persson et Mikael Lund de I'Université de HuSuede.

1.1. Méthode du « Chemical Shift Mapping » par RMN bidinmensionnelle

La RMN est depuis la fin des années 90 une tecknigrgement utilisée pour le
criblage de composés actifs et I'identificationlidands de récepteurs protéiquddeyer et
al. 2003) Les approches fondées sur I'observation du réceptomparent les parametres
RMN de celui-ci en absence et en présence de ligaads le cas d'une protéine marquée a
'azote 15, chaque acide aminé, excepté les pmylim®nt caractérisés par un pic de
corrélation sur son spectre RMN hétéronucléaitid-'tN) couplant les déplacements
chimiques des protons amid&H] & ceux de l'azote de la liaison peptidiqdeN]. Les
positions de ces pics dépendent de I'environnemi@ntique des atomg¥aynberg and Qin
2006) Par conséquent, la fixation d’autres moléculev@uue des variations sur le spectre
RMN de la protéine, c'est-a-dire un déplacementpiles de corrélation correspondants aux

acides aminés impliqués dans les interactions.
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by

La méthode qui consiste a identifier les pertudoeti de déplacements chimiques
engendrées par la fixation d’'un ligand est appkléaéthode du « Chemical Shift Mapping »
(Clarkson and Campbell 2003)Cette méthode permet non seulement de cribleligasds
mais également de localiser le site de fixationligand a la surface de la protéine, en
cartographiant (« mapping ») sur la structure altsgraphique de la protéine les acides
aminés impliqués dans la fixation du ligand. La RMidimensionnelle présente également
'avantage par rapport a d’autres tests d’actiyitéorimétrie, calorimétrie) de cribler des
ligands de faible affinité. En effet les déplacetsechimiques mesurés sont sensibles a de
faibles perturbations et des concentrations éleggdigand peuvent étre utilisées sans réduire
le signal puisque seule la protéine marquée atéatb est détectée. Cette approche nécessite
néanmoins la production de protéine enrichie etofE°N et ne peut étre utilisée pour des
protéines de hauts poids moléculaires. Le hombrpicke présents sur le spectre augmente
avec le poids moléculaire et ceux-ci ont tendancee asuperposer compromettant ainsi

I'attribution du spectre.

A titre informatif, il existe également des appreshfondées sur I'observation du
ligand. L'utilisation de la RMN du proton permet deesurer les parametres reflétant la
mobilité différentielle du ligandLepre et al. 2004)Les ligands présentent des temps longs
de relaxation et des coefficients de diffusion éteet, lorsqu’ils sont liés a leur récepteur, les
temps de relaxation et coefficients de diffusiomiduent. Ces approches offrent I'avantage
de ne pas avoir a produire de protéine enrichiessetope et ne présentent pas de limite de
taille car en général les ligands sont des petitetécules (<500 Da). Cependant elles ne

donnent aucune information sur la localisation itkide fixation du ligand sur le récepteur.

Une technique étudiant les relations structurevaétiSAR pour Structure Activity
Relationship) par RMN bidimensionnelle est une appe fondée sur l'observation du
récepteur pour le développement de ligands de redfitété (Shuker et al. 1996)Ceux-ci
sont construits par pontage covalent de deux miggarganiques se fixant sur des sous-
unités distinctes du site actif de la protéine.pramiére application de SAR par RMN a été
rapportée dans le cas de la protéine FKBP (protkame FK506) (Shuker et al. 1996)
Lorsque cette protéine fixe l'immunosuppresseur &5 elle inhibe la calcineurine
(phosphatase) et bloque lactivation des lymphacyteu et al. 1991) FK506 est un
immunosuppresseur puissant utilisé dans le traiterde patients ayant subi une greffe

d’organe pour réduire les rejets. Du fait de ladibé& de ce composé, la méthode SAR a été
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utilisée pour développer des analogues de FK5Q&ilisation de la méthode du « chemical
shift mapping » a permis de sélectionner un dériiéméthoxyphényle de I'acide
pipecolinique qui se fixe & FKBP avec une affid&2 puM et un dérivé benzanilide optimisé
par modifications chimiques (présentant deux grongrgs hydroxyles en configuration para)
qui se fixe sur un site adjacent avec un constdetalissociation d’environ 100 uM. La
synthése de réticulants de taille variable (fomctitu nombre de méthylenes ajoutés) pour
attacher covalemment ces deux molécules a permigédérer des ligands présentant des
affinités de 20 a 230 nM (Figure 1-1).

H3CO OCH; H
OCH3

Kd =2 uM Kd =100 uM

2 9)

L O

o]

° _n Ky

3 19nM

4 32aM

H3CO' QCH, 5 49 M
ot 6 228nM

Figure 1-1: Obtention de ligands de haute affinité (nM) par tage covalent de deux
composeés de plus basse affinité identifiés par en@tal Shift Mapping » : (2) dérivé tri-
méthoxyphényle de l'acide pipecolinique (Kd de 2)ukt (9) un dérivé benzanilide
présentant deux groupements hydroxyles en configarapara (Kd de 100 uM).
Représentation de la surface de FKBP ou les résidplqués dans la fixation de (2) et (9)
sont respectivement représentés en magenta et cgarrésidus représentés en jaune sont
impliqués dans la fixation des deux composés. Sateapté dé€Shuker et al. 1996)

Cette méthode a ensuite été appliquée pour le algyemment de ligands a haute
affinité pour d’autres protéingkepre et al. 2004)telle que les protéines anti-apoptotiques de
la famille Bcl-2(Oltersdorf et al. 2005)Ainsi, des ligands présentant des affinités dedfe
du nanomolaire ont été développés par pontage ghanile deux composés présentant des

affinités de I'ordre du micromolaire.
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Dans le cas d’interactions protéine-protéine, lagfases d'interaction sont
déterminées par titration d’'une protéine marquéazate 15 par son partenaire non marqué.
Cependant, la taille du complexe formé est un tadiemitant pour appliquer la méthode du
« chemical shift mapping ». Lorsque le complexe fesiné, I'augmentation de la masse
apparente de la protéine marquée induit (i) unenamgation des couplages dipolaires entre
protons ce qui résulte en une fuite de I'aimantagb donc une diminution de l'intensité du
signal et (ii) une diminution du mouvement rotatiehde la protéine qui résulte en une
augmentation de la vitesse de relaxation transkefRale and Hitchens 2006)Ce deuxieme
phénomene se traduit par un élargissement degdpicdsonance et donc une diminution du
signal. Le développement méthodologique des expeéege de RMN bidimensionnelle a
permis de contourner cette limitation en utilisane méthode d’acquisition qui optimise la
relaxation transverse des atomes (TROSY pour Teaesv Relaxation Optimized
Spectroscopy|Riek et al. 200Q)Cependant, la taille des molécules est toujoonisde par le
nombre de pics présents sur le spectre. Une diiezna ce probléme est I'utilisation de
protéine tronquée pour étudier la fonction d’'un dore de la protéine dans la reconnaissance
du ligand(Morton et al. 1996; Pursglove et al. 2002)

A titre d’exemple, la méthode du « Chemical Shifapgying » a été utilisée pour
identifier les résidus impliqués dans les interfaae sein d’homodiméres de faible affinité
(Kd de quelques millimolaires), tels que celui férpar I'antigene CD2 chez le r@fuhl et
al. 1999)et le dimere formé en présence de phosphate gaphimsphatase de faible poids
moléculaire (Akerud et al. 2002) Des études ont également caractérisé les int@mact
protéigues transitoires impliquées dans les systébsetériens de phosphorylation. Les
surfaces d’interaction de la protéine porteuse dougement phosphate (HPr) avec le
domaine A de I'enzyme membranaire Il (II1A) et avacrégion N-terminal de I'enzyme |
(EIN) ont été déterminées par titration'd-HPr par [IA(Chen et al. 1993; Van Nuland et
al. 1993)et EIN (Garrett et al. 1997)L’ubiquitination des protéines met égalementenyn
systeme protéique composeé de plusieurs enzymegsaréioulier le complexe Mms2/Ubcl13
qui se conjugue a l'ubiquitine une fois activées Llsurfaces d’interaction au sein de ce
complexe et du complexe conjugué a 'ubiquitine &ét déterminées par le groupe d’Ellison
(McKenna et al. 2001; McKenna et al. 2003; McKenret al. 2003) Ces études ont
également permis de préciser le réle de chaquetipeotdu complexe dans la réaction de

transfert de l'ubiquitine. Ces exemples illustrimiilité de cette méthode pour caractériser les
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interfaces de complexes protéiques transitoirefaitie affinité (Zuiderweg 2002; Vaynberg
and Qin 2006)

Dans notre étude, nous avons donc choisi d'appli(uenéthode du « chemical shift
mapping » pour déterminer les surfaces d’interactiau sein des hétérodimeres
a-lactalbumine-lysozyme. Nous ne sommes pas linptsla taille des complexes car leur
poids moléculaire (28 kDa) est relativement failidéautre part, les deux protéines ont été
largement étudiées et leur structure cristalloggmh ainsi que I'attribution de leur spectre
RMN (*H, *N) sont disponibles. La difficulté pour étudier Eiséres est la concentration en
protéine. En effet, les expériences de RMN néamdsién général des concentrations de
'ordre du millimolaire alors que les diméreslactalbumine-lysozyme sont obtenus en
travaillant a des concentrations de l'ordre du omwolaire. Cependant, l'utilisation d’un
spectrometre a haut champ (800 MHz) équipé d’'upesonde et de la méthode d’acquisition
So-Fast(Schanda and Brutscher 2005)ous a permis d’obtenir des specthds™®N HMQC
(Heteronuclear Multiple Quantum Coherence) réselusun temps d’expérience acceptable
(1 h) en utilisant 10 uM de protéine marquée eofaAb.

1.2. Résumé détaillé de l'article 1

La surface d’interaction de I'hola-lactalbumine avec le lysozyme et celles du
lysozyme avec les formes holo et apo deldictalbumine ont été déterminées par titration
d’'une protéine marquée a l'azote 15 par son parenan marqué.

La surface d'interaction de l'apa-lactaloumine avec le lysozyme n'a pu étre
déterminée car I'apa-lactalbumine est dans sa conformation « moltebngéo» a 45°C, ce
qui se traduit par un regroupement des pics croggsson spectre RMN. Cependant
I'expérience réalisée avec I'applactalbumine marquée semble indiquer que cellesie
dans son état molten globule au sein des dimeresAgpLYS. Son interaction avec le
lysozyme ne semble donc pas la contraindre dansamermation particuliere. D’autre part,
les titrations réalisées avec les protéines nativdiguent que la formation des hétérodimeres
n'implique pas de changement conformationnel imgrdrties protéines qui résulterait en des
modifications drastiques des spectres RMN. En ,e$fatls certains pics croisés sont affectés

lors des titrations et les variations de déplaceésmeimmiques sont de faible amplitude.
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Les acides aminés de I'hotelactalbumine qui interagissent avec le lysozymet so
principalement localisés dans son domaihe Ceux-ci définissent une région étroite
d’interaction a la surface de la protéine. Invemsetria surface du lysozyme en interaction
avec I'holo a-lactalbumine est plus large et est composée dacaminés principalement
localisés dans son domaiane

Des simulations moléculaires réalisées par la nié&thdu Monte Carlo ont montré
linfluence de lintensité du moment dipolaire sla géométrie (aire) de la surface
d’interaction et l'orientation mutuelle des protsnau sein du dimere holoLAC-LYS.
L’intensité du moment dipolaire dépend de la répant des charges a la surface des
protéines. En effet, la répartition hétérogene dearges négatives a la surface de I'holo
a-lactalbumine lui confére un moment dipolaire éldné&ersement, les charges positives sont
uniformément réparties a la surface du lysozymelta&st en un moment dipolaire plus faible.
Le lysozyme est attiré vers le pole négatif du mainagpolaire de I'holar-lactalbumine alors
gue I'holo o-lactalboumine ne présente pas d'orientation prétéede a la surface du
lysozyme. La comparaison de ces résultats avec aatexnus expérimentalement montre une
tres bonne corrélation. En effet le pole négatiintbment dipolaire de I'hola-lactalbumine
correspond parfaitement avec sa surface étroitgedéaction et la répartition diffuse de I'holo
a-lactalbumine autour du lysozyme coincide avec uafase d’interaction étendue du
lysozyme déterminée expérimentalement. La formadies hétérodiméres holoLAC-LYS est
donc principalement gouvernée par des attractitertréstatiques mais ne présente pas de
spécificité particuliere, plusieurs conformatioestblent exister pour ce complexe.

Ces titrations nous ont également permis de déwemiés constantes apparentes de
dissociation des hétérodimeres. Dans le cas durdiim@oLAC-LYS, les résidus de I'holo
a-lactalbumine identifiés interagissent avec unestamte de dissociation de 320 = 50 uM
alors que dans le cas du lysozyme certains acid@®a interagissent avec une constante de
dissociation comparable (293 +52 upM) et dautme®sentent une affinité inférieure
(Kd =725 + 185 uM). Ces faibles constantes deodission combinées aux résultats de
simulation moléculaire montrent que I'hétérodimereoloLAC-LYS présente les

caractéristiques d’un complexe transitoire.

Nous avons également montré que la surface d'ictieradu lysozyme avec I'apo
a-lactalbumine est similaire a celle déterminée alecforme holo. La constante de
dissociation déterminée a partir de cette expéei€B80 + 90 uM) est également comparable

a celle déterminée pour le dimere holoLAC-LYS. Gejant, la surface d’interaction du
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lysozyme avec I'apa-lactalbumine se distingue par la présence de usssdpplémentaires
en interaction selon un processus coopératif de Ipawte affinité (Kd = 196 + 30 uM). Ces
résidus mettent donc en évidence un deuxieme éw@ntata fixation.

L’apo a-lactalbumine est dans sa conformation molten déollans les conditions
étudiées (45°C) et présente donc une flexibilitpanante du fait de I'absence de structure
tertiaire stable. Cette flexibilité particuliere yeait expliquer un deuxiéme événement de
fixation; une fois les premieres interactions é&)l une adaptation conformationnelle de
'apo a-lactalbumine a la surface du lysozyme résultezaitdes interactions secondaires.
Cependant cette hypothése ne permet pas d’expligugiminution d’intensité des spectres
RMN observée lors la titration diPN-lysozyme par I'apoo-lactalbumine qui est plus
accentuée que celles mesurées lors de la formdtiosimére holoLAC-LYS. Alors que la
diminution d’intensité est attribuée a l'augmerdatide masse apparente de la protéine
marquée du fait de la formation des héterodimerestolAC-LYS, la diminution
supplémentaire observée lors de la formation deemrdis apoLAC-LYS a été attribuée a la
formation d’oligomeéres. Les acides aminés du lysmyéagissant de facon coopérative
constituent donc un deuxiéme site d’interaction rpdoligomérisation des dimeéres,

c'est-a-dire la formation de tétramere.

Nous avons proposé un modeéle de formation desriétes en supposant que les acides
aminés de l'apoa-lactalbumine impliqués dans linteraction avec lfsozyme étaient
identiques a ceux identifiés dans le cas de I'helactalbumine. Cette hypothése est
raisonnable compte-tenu des similarités observéms pes surfaces d'interactions du
lysozyme avec chacune des formes dddttalbumine. D’autre part, la déplétion en cailtiu
résulte en des charges négatives supplémentaigeswrface de di-lactalbumine, qui sont
susceptibles d'étre engagées dans des interaceébmsrostatiques secondaires. C'est
pourquoi, ce modele suppose également que lessifixation du calcium constitue le site de
tétrameérisation a la surface de I'aptactalbumine. Enfin, la formation des tétramexesutte
en la neutralisation de la majorité des chargespt&mentaires a la surface des protéines. Les
interactions hydrophobes, favorisées par I'expositpartielle de patchs hydrophobes a la
surface du « molten globule » de I'apelactalbumine, sont alors prépondérantes pour

'assemblage des tétraméres en oligomeres.
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ABSTRACT

Understanding the driving forces governing protssembly requires the characterization of
interactions at molecular level. We focus on twanbtogous oppositely charged proteins:
lysozyme andi-lactalbumin, which can assemble into microspheras.assembly early steps
were characterized through the identification ¢¢tacting surfaces monitored at residue level
by NMR chemical shift perturbations, by titratinges™°N-labelled protein with its unlabelled
partner. Whilea-lactaloumin has a narrow interacting site, lysoeyhas interacting sites
scattered on a broad surface. The further asseuofibhese rather unspecific heterodimers into
tetramers leads to the establishment of well ddfimeeraction sites. Within the tetramers,
most of the electrostatic charge patches on theeiprosurfaces are shielded. Then,
hydrophobic interactions, which are possible beeaukctalbumin is in a partially folded
state, become preponderant leading to the formatidarger oligomers. This approach will
be particularly useful for rationalizing the desigfrprotein assemblies as nanoscale devices.

Keywords:

Protein-protein interaction, self-assembly, transibeterodimers, preferential orientation,

alpha-lactalbumin, lysozyme

Abbreviations:

hLAC: holo a-lactalbumin, aLAC: apoo-lactaloumin , LYS: lysozyme, NMR: Nuclear

Magnetic ResonanceH-"N HMQC: *H-"N Heteronuclear Multiple Quantum Coherence,
Kd: Dissociation constant\é: combined chemical shift\dmax combined chemical shift at

saturation, CSP: Chemical Shift Perturbation.
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INTRODUCTION

Interactions between proteins are ubiquitous inlogical processes and their
understanding remains one of the central purposésotogy, biochemistry and biophysics.
Protein-protein interactions can lead to self-agggwithin ordered aggregates. Nowadays,
the use of protein self-assembly for the desigmarfoscale devices receives an increasing
interestt Supramolecular objects resulting from protein mgsg have been intensively
characterized at macro-scél®.Their morphology can be controlled by monitorirte t
physico-chemical conditions. Linear and fibrillassambly, such as amyloid fibrils, are
favoured at pHs far from the protein isoelectrienpgpl) and at low ionic strength, when
electrostatic repulsions are high. Contrarily, spia objects are obtained by incubation of
proteins at a pH close to their pl and at ioniersgth favouring electrostatic interactidiis.
The assembling properties of proteins are conttobg changing not only their physico-
chemical properties but also their conformatiortates Indeed, it is well-known that partial
denaturation of proteins is a key parameter favumrotein assembfy.In some cases,
structural changes, such as intermolec@l@heets formation in amyloid fibrils, are also
involved; intermoleculag-sheets formation is likely to be responsible fastein assembly in
a preferential direction leading to linear orgahi@a Although plenty of studies have been
performed to characterize the resulting supramdde@bjects at macro-scale, few studies are
available to understand how information containexhalecular level spreads on macro-scale.
In this study we propose to get insight into intdens at molecular scale driving the

organisation of proteins into spherical supramdkacobjects.

We focus on the interactions and self-assembly loinary protein system involving
bovine a-lactaloumin (LAC) and hen egg white lysozyme (LY8&yo globular proteins of
about 14 kDa and composed of 123 and 129 aming a&dpectively. They share a sequence
identity of 35-40% and their three dimensional cfiuces are similar, both composed of two
domains separated by a cleft. Theidomains contain fous-helices and th@-domains are
composed of an antiparallel three-stranflezheet and a flexible loop. Their structures are
stabilized by four disulfide bridges. Despite thesuilarities, LAC and LYS exhibit distinct
biological function'® LAC is the regulatory subunit of the enzyme |asetsynthase and LYS
is a catalytic enzyme involved in the hydrolysis @Gfam-positive bacterial cell wall
peptidoglycans. These proteins differ also in tmeatal ion binding ability as well as their

molecular stability. Egg white LYS belongs to thetype family without specific metal

140



Résultats — Chapitrel- Article 1

binding site, whereas LAC contains a calcium bigdsite located between the two domains.
The binding constant is T610° M and binding of calcium stabilizes the tertiatusture of
LAC.'!2 The denaturating temperature is 64°C for the uvaidioaded form, holoo-
lactalbumin (hLAC), and 27°@or the calcium-depleted form, apelactalbumin (aLAC):
Above this melting point, aLAC adopts a molten gilgbstate characterized by the presence
of native secondary structure but no well-definediary structure due to high side-chain
flexibility. *™° The stability of LYS is relatively high with noggiificant unfolding at acidic
pH and its denaturing temperature is 74°¢ A further important difference is that LAC is
an acidic protein with a pl of 4.5, whereas LYSaidbasic protein with a pl of 10.7. As a
consequence, their charge is opposite at neutrallpkir co-precipitation has been reported
and electrostatic interactions have been evidelt&d.

Electrostatic interactions occur between LYS anith thorms of LAC?** With hLAC,
only heterodimers are formed. By contrast, therations between LYS and aLAC lead to
the formation of either amorphous aggregates orasuplecular ordered objects depending
on protein concentration, pH, ionic strength amdgerature. Densely packed microspheres of
1 to 5 um diameter in which both proteins are hoemogisly distributed in an equimolar
ratio, are formed at low ionic strength, pH 7.5 @%IC?* The aLAC-LYS heterodimer has

been proposed to constitute the building blockstaeh self-assembly.

Although the assembly resulting from the inte@utsi between aLAC and LYS has
been investigated on a macroscale, no detail oriprprotein interface is available yet. The
purpose of the present study is to determine tha@acids involved in the interactions at the
early steps of the assembly mechanism leading toospheres. The interface residues were
determined according to the chemical shift pertiobna monitored by nuclear magnetic
resonance (NMR) during titration of ofi@\-labelled protein by its unlabelled partner. This
approach has been widely adopted to establishhitee-tlimensional structure of biological

228 and to screen for high affinity protein ligarfds® At the temperature

complexes
favorable to microsphere formation (45°C), aLAC pid@ molten globule state which

prevents the use of NMR to determine its intergcgarface. In the case of the aLAC-LYS
dimer, only the interacting region of LYS could im@nitored. In order to get insight into the
interacting region of LAC, the interfaces within AC-LYS have also been investigated
although these dimers do not further assemble. Mgpepf interacting residues on protein

surfaces reveals that hLAC interacts with LYS tlgto@ narrow surface composed of amino

acids located in th@-domain. The interacting surface of LYS is much enscattered with
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amino acids belonging to both andp-domains. These findings correlate with predictibgs
molecular simulations and provide experimental ena® for an orientational effect due to
electrostatic interactions. The interacting regpdi.YS with aLAC is similar to that obtained
with hLAC. However, additional residues are invalven a cooperative manner. This
evidences a second binding event. We interpret dfiect as the further assembly of
heterodimers into tetramers. Because most of teetrektatic charge patches are shielded
within the tetramers, the hydrophobic interactionkjch are possible because aLAC is in a

partially folded state, become preponderant andl te@he formation of larger oligomers.

MATERIALS AND METHODS

Protein purification

Commercial lysozyme (LYS) was purchased from Ovortmlo a-lactalboumin (hLAC) was
purified from bovine whey according to the methagsctibed by Caussin et &l Apo o-
lactalbumin (aLAC) was obtained by removing thecah by dialysis against water at
pH 32* Recombinant uniformly®N-labelled LYS and®N-labelled hLAC were produced and

purified as previously reported>*

NMR experiments

All NMR spectra were obtained using a VARIAN vnn@80 spectrometer equipped with a
triple-resonance’d, **C, *N) cold probe. Two-dimensiondH-">N heteronuclear multiple
guantum coherence (HMQC) spectra were acquired)ubm band-Selective Optimized Flip-
Angle Short-Transient (SOFAST) pulse sequeficesing 128 scans and a recovery delay of
200 ms leading to an experiment duration of 54 for.the'H and*®N dimensions, 537 and
50 complex points and spectral widths of 13440 2400 Hz were used respectively. Zero
filling were applied in both dimensions giving rige 1536x200 points matrices. All spectra
were processed using NMRPifeand analyzed using NMRViet.

Stock solutions of*®N-labelled proteins (0.1 mM) and unlabelled progei® mM) were
prepared by solubilisation of protein powder inBM Tris-HCI buffer containing 15 mM
NaCl and 10% (v/v) BO, pH 7.5. They were filtered through a 0.2 um membé. The
protein concentration was determined by measurimg &bsorbance at 280 nm using
extinction coefficients of 2.64 Lgcm™* for LYS and 2.01 L.g.cmi* for hLAC and aLAC.

The titrations experiments were carried out at 450Bce the’H-N HMQC reference

spectrum of thé°N-labelled protein was recorded, the progress etitration was monitored
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by recording two-dimensionaH->N HMQC spectrum after each addition of its unladbl
partner. The interaction surface of hLAC with LY @swdetermined by titrating 10 uM BR-
labelled hLAC with increasing amount of unlabelleddS giving protein molar ratios
LYS/®N-hLAC of 1, 5, 10, 20, 30, 50, 75 and 100. Theeree titrations of°N-labelled LYS
by unlabelled hLAC (titration points correspondiochLAC A°N-LYS of 1, 5, 10, 20, 30, 40,
50, 60 and 70) antPN-labelled LYS by unlabelled aLAC (aLAC®N-LYS of 1, 5, 10, 20,
30, 40 and 50) were performed to determine theant®mn surface of LYS with hLAC and
aLAC, respectively. In order to assess non-speciiiemical shift perturbations, the control
titrations of*>°N-hLAC by unlabelled hLAC an®N-LYS by unlabelled LYS were performed
in the same way for few titration points (unlabeligrotein?®N-labelled protein of 1, 15 and
30).

Data analysis
For each protein molar ratio, unlabelled proteM/labelled protein, a combined chemical

shift As (ppm) was calculated per amino acid according to eqoatis

AS(ppm) = \/ (asH) +(V—N (AJ“"N)jZ 1

14
where AS'H and A8'>N are the variations of chemical shift comparedthe reference
spectrum in*H and >N dimensions, respectively ang et yy are the magnetogyric ratio

(rad/T.s) of*H and*®N atoms respectively.

A simple equilibrium between two globular proteimms solution and a heterodimer was
assumed for calculating the dissociation constdf @nd the combined chemical shift at

saturation £8may Of logarithmic dependencies with equatioft 2.

2&?}@1 +[L], + Kd - ([P, +[L], + Kdy' ~4[P] [L],) ?

Ao(ppm) = (

where [P] and [L} are the total concentration BN-labelled protein and unlabelled protein

partner, respectively.

When the evolution oA obeys to a sigmoid behavior, the Hill equatfBitequation 3) was

used for a first estimation of the apparent Kd #red\omax

A [L]"
By = :
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where n is the Hill coefficient.

When considering the association of two heterodsmerto tetramer (Scheme 1), the
logarithmic and sigmoid dependencies were fitteith wguations 4 and 5, respectively:
[PL]+2[(PL),]

Ao(ppm) = (P

AD,,, 4

AS(ppm) =%Mm 5

where [PL] and [(PLy) are the concentrations of dimer and tetramepeaetsvely, expressed

as function of the corresponding Kds gfgkr and Kdetraver):

[PL] = |[<F;][L] and[(PL)z] - [PL]2 _ [P]Z[L]2

- 2
DIMER KdTETRAMER Kd DIMER 'KdTETRAMER

where [P] and [L] are the free concentrations®Fprotein and unlabelled protein partner at
equilibrium, respectively. [P] is expressed by dmuma6, assuming that the amount of bound

unlabelled protein is negligible as compared taatal concentration (i.e. [LF [L]):
2
- :(KdD.ME;-KdTETRAMEﬂ -(1+ [L], }L (1+ [L], ] 4P [L]°
. -
2[ L]t2 KdDIMER KdDIMER KdDIMERz'KdTETRAMER

Molecular simulation

Mesoscopic Monte Carlo simulations in the canonaaemble were carried out using the
Faunus software framewofk The mutual spatial distribution function - dirgctelated to the

interaction free energy - were sampled for a phitYS and aLAC/hLAC model proteins at

pH 7.5 and a salt concentration of 39 mM. Eachginots coarse grained to the amino acid
level, based on experimentally determined crystalctures using the pdb entries 4LZT
(LYS), 1F6S (hLAC) and 1F6R (aLAC). Proteins, carrAbns and salt particles are
immersed in a spherical simulation cell containegontinuum solvent described by the

dielectric constant of wateg,=80.
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RESULTS & DISCUSSION

CHEMICAL SHIFT PERTURBATION APPROACH . Interacting surfaces were identified according
to chemical shift perturbations (CSPs) measurednduthe titration of one*°N-labelled
protein by its unlabelled partner. The use of b8etkctive Optimized Flip-Angle Short-
Transient (SOFAST) pulse sequenteenabled us to obtain well-resolved spectra in a
reasonable time, even when working at 10 uM protemcentration in order to limit protein
assembly. Only, the interaction surface of aLAChwlitYS can not be determined using the
CSP method. Indeed, the spectrunt-f-labelled aLAC shows a weak dispersion and broad
resonances which are characteristic of the mollebule state at a temperature of 45°C
(Figure S1)? The referencéH-"N HMQC spectra of°N-labelled hLAC and"*N-labelled
LYS are well-resolved and show approximately 106kbane amide cross-peaks which can
be used to follow the titrations in detail (Figure Changes in cross-peak chemical shifts
reflect changes in the local environment of {A¥-labelled protein backbone amides and
therefore identify residues involved in the intei@e with the unlabelled partnét

The approach can be illustrated with the titratéA°N-labelled hLAC by unlabelled
LYS. Figure 1a shows an overlay of the full speattdained after different additions of
unlabelled LYS. The NMR spectra obtained duringttirations of*°N-labelled LYS by both
forms of LAC are depicted in supplemental materfgigure S2&S3). Examples of
significantly changed resonances are depictedgarEilb. One can note that the crosspeak
assigned to V42 is superimposed with another ceadswvithin the reference spectrum and
diverges upon titration. The observed chemicatlt siiénges during titration can be attributed
to the interactions between hLAC and LYS. Indeedsignificant shift is observed during the
control titration, i.e.**N-labelled protein titrated by its unlabeled eqigva (Figure 1c),
indicating that no homodimerization occurs. Higmaentrations of unlabelled protein are
added at the end of the titration and, at thatestagpss peaks of this protein appears due to
the natural abundance 61N (Figure 1a; blue lines). These additional crosaks overlap
sometime with those of the titratédN-protein and induces ‘false positives’. The unaiert
cross peaks are removed from the study (TableT$E).amino acids which are affected upon
titration, are characterized by one single crosakpehich is shifting together with an

intensity decrease.
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Figure 1: (a). Overlay of 'H->N HMQC spectra recorded during the titration of 10 uM
1>N-hLAC by unlabelled LYS, in 30 mM Tris-HCI 15 mM NaCl at pH 7.5 and 45°The
reference spectrum OIN-hLAC is coloured in black and the spectra obtdiaeprotein ratio
[unlabelled LYS]/{°N-hLAC] equal to 5 in red, 20 in green, 30 in maiger0 in yellow and
100 in blue. The'H-"N HMQC spectrum of unlabelled LYS (light blue) wascorded
through detection of°N natural abundancéb). Highlights of spectral regions with shifting
crosspeaks(c). Highlights of similar spectral regions during thentrol titration. The
reference spectrum OIN-hLAC is coloured in black and the spectra obtdiaeprotein ratio
[unlabelled hLAC]/{°N-hLAC] equal to 1 in red, 15 in green, 30 in magen

There are two possible reasons for the intensitgredse because of signal
broadening; either the exchange between dimer ambmers is on an intermediate time-
scale for NMR* or the relaxation time changes due to increaskebfipparent protein weight
upon dimer formatiort”. The total spectrum intensities, i.e. the sumIbpeak intensities,
normalized to that of the reference spectrum goerted as a function of the protein ratio in
Figure 2. While only a linear decrease due the megligible dilution of*°N-labelled proteins
(from 10 to 8 uM) upon addition of its unlabelleédrmer is detected for the control

experiments, a much larger decrease occurs durengdterodimer titration.
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Figure 2: Total Peak intensity changes during
the titrations of *N-hLAC by LYS (a), °N-LYS

by hLAC (b) and **N-LYS by aLAC (c). The
total peak intensity (circle) was normalised to
reference spectra and splitted into two groups: the
total peak intensity of shifting (triangle up) and
non affected (triangle down) peaks. The total
peak intensity changes during the control
titrations (square) ofN-hLAC by hLAC (a) and
>N-LYS by LYS (b,c) are also depicted.
Continuous lines correspond to linear regressions.

Considering the titrations involving hLAC and LY&igure 2a & b), half of the

initial peak intensity is lost at protein ratio amal 50. However, at higher protein ratio the

dependence becomes linear with a slope similahab of the control experiment. For the

three types of titration, there is no differencentensity decrease when considering shifting

and non-affected cross-peaks independently; th& peansity decrease is not specific to

interacting residues but affects the whole prot&his differs from observations made during

the early steps of amelogenin’s supramolecularmaisse *® In that case the dimer formation

in on an intermediate time-scale for NMR, and thass peak intensities decrease only for the
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amino acids involved in the interactions. In ouseathe signal broadening results from
molecular weight increase of the formed complexather than from the time-scale of the
heterodimer formation. The dimer formation inducasstly a chemical shift change for the
residues involved in the interaction, without adohifl signal broadening compared to that
induced by the apparent weight increase. As a cuesee, one can reasonably assume that
the heterodimer formation is fast on NMR time scate faster than the millisecond order of
magnitude®

One can notice that the intensity decrease wasdféairbe much more pronounced
for the titration involving LYS and the apo form IbAC (Figure 2c¢). About 80% of the initial
intensity was lost with a protein ratio of 20. Besa of the substantial loss of NMR signal,
the titration of*>N-LYS by aLAC was not performed for protein ratisigher than 50. This
additional decrease of intensity reflects the apgeze of larger oligomers upon the formation

of dimers.

HOLOLAC-LYS DIMER. Only few cross-peaks are perturbed with increagiraiein
ratio LYSAN-hLAC (Figure 1). The variations of their combinethemical shifts 48
calculated according to equation 1, see M&M) ar@nshin Figure 3a for selected examples.
Despite rather small chemical shift changes (Fidime which suggest weak interactiofis
clear tendencies are observed on Meedependencies with the protein ratio. A plateau is
reached for protein ratio larger than 100; thisresgponds also to the boundary of the non-
linear decrease of the peak intensities (Figure @&jch is attributed to the heterodimer
formation (see abovepd of significantly shifting amino acids (Table 1) rgeaveraged and a
dissociation constant (Kdhciys) of 320 + 50 uM was determined by fitting the Hésg
titration curve with equation 2 (see M&M) (Figurb)3 This Kd obtained by the titration of
10 pM *N-labelled protein is around 20 fold higher thae tme previously determined in the
same conditions by fluorescence anisotropy by tititga 1l pM proteirf> This apparent
discrepancy is likely to be due to the fact tha tluorescence anisotropy method does not
provide access to dissociation constants of magaitrders larger the protein concentration
giving rise to non-specific signal, i.e. 10 uM. BWgher protein concentration, artifacts occur
that impair the fluorescence measureméhturthermore, the hydrophobic fluorescent probe
covalently bound to the proteins may increase pro@finity through non specific
hydrophobic interactions. Overall, both featurestlod dimers, weak interaction and fast

exchange, strongly suggest the transient charattee complexe$’
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Figure 3: (a). Combined chemical shift A8) of N-hLAC significant residues Q43
(black), V42 (white), 141 (blue) and D78 (green),various ratio of unlabelled LYSb).

AveragedAd changeg(grey squares): curve fitted with equation 2 (®a¢) (continuous line).
The residues used for the averaging are listecioeTl.

Observed

Dimer protein Residues Kd (uM)
®N-hLAC T4, T38, V42, Q43, D78  Kgaciys= 320 +50
hLAC-LYS A32, S36, N77, A122  Kllysniac= 293 + 52

BN-LYS

G4, A9, 198, N103 K8 yshiac= 725 + 185

A9, F34, N37, N77 Kd vs/aLac = 390 + 90

aLAC-LYS ™N-LYS
Kd® vsiaac = 196 + 30

E35, R125, C127, 1129 Hill coefficient = 2

Table 1: Dissociation constant§Kd) and standard errors estimated by fitting tiv@tion
curves resulting from the averagad changes of listed residues with either logarithiavic
sigmoid dependencies (see text)..Kd/.Lys and Kdysnac were obtained by fitting the data
obtained by titrating®N-hLAC by unlabelled LYS and®N-LYS by unlabelled LAC,
respectively. In the latter, two distinct dependescwere observed (Kdand Kd).
Kd"ys/aLac andKd>, ysjaac by fitting the titration curves obtained by titragi *>N-LYS by
unlabelled aLAC for either logarithmic (L) or sigiddS) dependencies.
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It is noteworthy that, because of weak affinitypab68% of*°N-hLAC is bound to
LYS at the end of the titration and, thus$ of the fully bound state is not observed.
Therefore, the combined chemical shift at satuna{i,y) Of every residue was estimated
by fitting their titration curves with equation 2éh Kdy ac/ys fixed at 320 uM. Figure 4a
represents the pattern ab,.x changes as a function of the amino acid sequenttAC.
Note that missing values correspond to non-assigmetho acids and false positives. The
amino acids exhibiting Admax larger than a threshold value arbitrarily chosarhighlighting
the most significantly changed amino acids (seeridgof Figure 4a), are listed in Table S2.
The same threshold will be used throughout thidystthe amino acids of hLAC sensitive to
the interaction with LYS are mainly located withimthe N-terminal part of th@-sheet. A
few others are found at the N-terminal part of pnetein and within the long loop of tle
domain. As illustrated in Figure 4b on the crysséducture of hLAC, these residues are
located on one side of the protein. One can ndigre that, although most of the significantly
shifted residues are solvent accessible (Tables®?)e of them are not exposed at the protein
surface. However, their environment must be infagehby local conformational changes

because of their proximity with exposed amino agigslved in the interactioff
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Figure 4: (a). Combined chemical shift changes at saturationA@max) as a function of
residue rank in the primary structure of hLAC . TheAdnax Values were estimated by fitting
with equation 2 and Kgac/ys imposed at 320 uM, th&d changes monitored during the
titration of °N-hLAC by unlabelled LYS for every considered resid The error bars
correspond to the standard error from the fit. Ttheeshold value (horizontal line)
corresponds ta\s calculated withAS'™H = 0.02 ppm and\8™N = 0.2 ppm and is equal to
2810° ppm. The secondary structures regions of hLACdegicted schematically above the
panel.(b). Localisation of residues in interaction with LYS ina ribbon representation of
hLAC (generated with Pymol). The residues wh},.x above the threshold are colored in
purple, the calcium ion is depicted as a yellowdhsphere. The structures are represented
after a 180° rotation around the vertical axis.
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During the reverse titrationAd changes of significantly shifting residues with
increasing ratio hLACPN-LYS are shown in Figure 5a&b. In that case, twasses of
interacting amino acids can be distinguished. Soeaelues, as illustrated with A32, S36 and
N77 (Figure 5a), exhibit steeper titration curvescampared to others, such as A9, 198 and
N103 (Figure 5b). Average dependencies have bdeunlated from each data set (Figure 5¢
and Table 1) and two dissociation constants (kghac and Kdivsmac) have been
determined. The dissociation constant correspontiirthe steeper dependence:'K@niac
(293 + 52 uM), is similar to KglaciLys, whereas Kllysmniac (725 + 185 pM) is larger. Figure
6a shows the pattern &faxchanges as function of the amino acid sequenceY&. [The
values ofAdmax Were estimated by fitting the chemical shift chamg each amino acid with
both values of Kd and the values provided by thet fie (i.e. giving the higher correlation
coefficient) were reported: grey bars withiKgn.ac and black bars with Kgysmniac. When
compared to the pattern of hLAC (Figure 4a), thenanacids with significant chemical shift
changes are scattered all along the sequence enlhrtiestAdnmax is about half. One can
notice here that the extent of chemical shift clekasgems related to the broadness of the
distribution of interaction sites. As illustratedl Figure 6b, the interacting residues of LYS
(Table S2) are scattered on a larger surface thahei case for hLAC (Figure 4b). Notice,
however, that the residues exhibiting a higher Kb (colored in blue) are all located in the

a-domain.
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Figure 5: Combined chemical shift A8) changes of°N-LYS significant residues at
various ratio of unlabelled hLA{eft panels)and unlabelled aLAGright panels). (a).S36
(black), N77 (white) and A32 (red) ar(d). 198 (blue), A9 (green) and N103 (yellow().
AveragedAd changes: curve fitted with equation 2 (see tecdptinuous lines)d). A9 (red),
N77 (black) and F34 (whitefe). C127 (blue), L129 (yellow) and E35 (gree(f). Averaged
Ad changes of the residues with clear logarithmicabedurs (see Table 1) (grey squares),
averagedAs changes of the residues with clear sigmoid behasi¢black squares). The
continuous lines correspond to the results of ittied with either a logarithmic or a sigmoid
law (see text).
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Figure 6: (a). Combined chemical shift changes at saturationA@max) as a function of
residue rank in the primary structure of LYS, upon titration by hLAC . TheAdmax values
were estimated by fitting thed changes with equation 2 and Kd imposed to eiti®& |2M
(Kd*ysmiac) (grey bars) or 725 pM (Kdvsiac) (black bars). When the data quality was not
high enough to choose between the two possible Kus,curve fitting was arbitrarily
performed with Kdysniac (White bars).(b). Localisation of residues in interaction with
hLAC in a ribbon representation of LYS. The residues witi\dmax above the threshold
(2810° ppm) are colored either in purple or in blue witeeir changes obey to Kgsniac

or Kdysmac, respectively The structures are represented afteB0° rotation around the
vertical axis.(c). Combined chemical shift changes at saturationA@max) as a function of
residue rank in the primary structure of LYS, upon titration by aLAC . TheAdmax vValues
were estimated by fitting thwed changes with either a logarithmic law or a sigmlaid and
Kd imposed to 390 pM (Kdysaac) (black bars) or 196 pM (Kgrsaiac and n = 2) (grey
bars). When the data quality was not high enougthtmose between the two possible Kds,
the curve fitting was arbitrarily performed with ¥ds/a ac (White bars)(d). Localisation of
residues in interaction with aLAC in a ribbon representation of LYS. The residues with
Admax above the threshold are colored either in purple eed when their changes obey to a
logarithmic or a sigmoid law, respectively.
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According to previous studies, electrostatic intéoams are preponderant for the
heterodimer formatiof> 2* Positively charged patches on the LYS surfaceeapected to
interact with negatively charged patches on the lSA@ace. LYS possesses mostly positive
charges which are rather homogenously distributedt surface (Figure 7a). The surface
electric charge distribution of LAC is uneven (Higub), with a face containing negative
charges only and another one with a mix of negadive positive charges. This gives LAC a
strong dipolar moment (400 Debye), whereas theldipmment of LYS is 2-3 times weaker
(140 Debye¥?

Figure 7: Electrostatic surfaces of LYS (a), hLAC (b) and aLAC (c). The electrostatic
potential was calculated with Delphi at 39 mM iomtength and pH 7.5. Negative and
positive surface patches are represented in redlamd respectively. Proteins are represented
in the same orientation as in figures 4 and 6 dt&dl eotation of 180° around the vertical axis.
The calcium binding site of LAC is surrounded by thlack circle. The pictures were
generated with Accelrys.
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The probability to find one protein around the otheas estimated by Monte Carlo
simulations at pH 7.5 and a salt concentration fn3M, with the same approach as
previously used for investigating the electrostatiteractions between LAC and LYS at
lower ionic strengti® The two proteins and salt particles are placetiiwia simulation cell
containing a continuum solvent described by théedtec constant of water (= 80). The
model explicitly incorporates van der Waals intéimats as well as continuum electrostatic
interactions between ionized residues while allgwifor a continuum exploration of
Boltzmann averaged inter-protein orientations. @walensity surfaces represent the spatial
distribution, i.e. all the possible locations, obfgin residues when interacting with its partner
during the trajectories drawn from Monte Carlo siations (Figure 8). The green isodensity
surface around hLAC shows that LYS is steered tdevdhe negative pole of the dipolar
moment of hLAC (Figure 8a). This area matches weeyl with the interacting surface of
hLAC determined experimentally (Figure 8a, purgteschains). The distribution of hLAC
residues around LYS (orange isodensity surface)ase scattered with a preference for the
equator of the egg-shape LYS (Figure 8b). Thisrithstion correlates very well with the
more diffuse interacting surface of LYS with hLA@tdrmined by NMR (Figure 8b, purple
and blue side-chains). These results evidencetkigaextent of preferential orientation of
protein is related to the dipolar moment strengitt that heterodimers exhibit a relatively low
specificity of binding. The residues on LYS surfaodhibiting a higher Kd value are probably
involved in the less specific contacts amongst tak possible configurations of the

heterodimers.
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(b)

Figure 8: Combination of computational and experimatal results. (a) LYS distribution
around hLAC. The green surface is the LYS isodensity surfaceiradchLAC. Interacting
residues of hLAC determined experimentally are espnted as purple hard sphergs.
hLAC distribution around LYS. The orange surface is the hLAC isodensity surfaoaral
LYS. Interacting residues of LYS determined expemtally are represented as hard spheres
colored either in purple (I%dyg,hLAc) or blue (KdLys,hLAc). The red arrow represents the
electric dipole moment equal to 400 and 140 DehlyrehbloLAC and LYS, respectively.
Graphics produced using VMD.

APOLAC-LYS DIMER. The interactions between LYS and the apo form oCLlaad to the
formation of heterodimers and then to larger oligosn This further oligomerization results in
the formation of supramolecular structuf&és?* Under the conditions propitious to
microspheres formation (45°C), aLAC is in a palyidblded state, the so-called molten
globule state. As a consequence, it is not possiblenonitor its interacting surface.
Nevertheless, the spectra obtained during theititrgerformed for few unlabelled LYSN-
aLAC ratios do not become more resolved (Figure Sherefore, aLAC remains in its
molten globule state and its interaction with LY&ed not lead to stabilization of its tertiary

structure.
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During the titration of°N-LYS by aLAC, two different types ofs dependencies with
protein ratio are observed: a classical logaritharie (Figure 5d) and a sigmoid dependence
with a lag-phase at low protein ratio (Figure 5&he sigmoid dependencies denote a
cooperative binding. These residues are involvetieéninteraction with aLAC in a sequential
manner; they are not involved in the first bindiegent but in a second one. As a first
approach no assumption is made about the reaatioense of the events monitored during
this titration; averages of each data set (Figtirevere fitted with either equation 2, which
corresponds to a simple binding, or the Hill equat{equation 3 in M&M) for the sigmoid
dependencies, and two dissociation constants (§d.ac and K ys/aac) were calculated
(Table 1). The value of Kdys/aac (390 + 90 pM) is identical within the error limio that
obtained for the hLAC-LYS dimer (Kgacivs and Kdiysmac). For the sigmoid
dependencies, Kgysaac is lower with a value equal to 196 + 30 uM and ik ¢befficient
around 2. The pattern &omax is shown in Figure 6c: grey and black bars whest figed
with Kd"Lys/aiac and K ys/aLac, respectively. This pattern shows some similaitigth that
obtained in the presence of hLAC (Figure 6a). Haavelarger chemical shift changes are
observed and the majority of the residues Widh,.x larger than the defined threshold belong
to the a-domain (Figure 6¢c and Table S2). All the residweth a sigmoid behavior are
localized within thex-domain (Figure 6d, colored in red) and they defineegion around an
interaction site defined by residue with logaritenbehavior (Figure 6d, colored in purple).
One can notice that the,ax estimated with the sigmoid equation (Figure 6acklbars) are

on average half those obtained with the logarithegjgation (Figure 6c; grey bars).

The cooperative dependencies of several residugly imat at least two events of the
interactions between aLAC and LYS are monitore@séhresidues being sensitive to the
second event only. A straightforward possibilitytigt the heterodimers further assembles
into tetramers. This can be described by the sa@liaeaction (Scheme 1). The residues
involved in the interaction as the first bindingeav begins, i.e. dimer formation, show a
logarithmic-like behavior (Figure 5d&f) and thoselpinvolved in the second event, i.e. the
further assembly of dimer into tetramer, have amsigl behavior (Figure 5e&f). By
considering these two equilibriums, the averagadtidbn curves (Figure 5f) are well fitted
with the equations 4 and 5 (M&M) (Figure 9).
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Scheme 1: Reaction scheme of dimer and tetramer foration with the expression of the
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Figure 9: Evolutions of Aé obtained during the titration of **N-LYS by aLAC fitted by
assuming a sequential reaction described in ScherfieThe dissociation constants of dimer
(Kdpiver) and tetramer (Kgktramer) Were evaluated by fitting the logarithmic (greguares)
and sigmoid (black squares) dependencies with mmuat and 5, respectively, giving

Kdpimer = 450+ 70 UM, Admaxpiver= 0.05 £ 0.005 ppm and Kgrramer = 5.0+ 2.5 uM,
AdmaxteTRAMER= 0.08 + 0.002 ppm. The continuous lines corresgortte best fits.

From these results, the dimer dissociation congtadbver) is estimated to 490 +
70 uM and the one for tetramer formation {Kgkaver) to 5.0 £ 2.5 uM. Despite the quite
high uncertainty on the fit parameter values, passible to reproduce the general features of
the dependencies. The behavior of residues withrithgnic dependencies (Figure 9; grey
squares) can be fitted to the evolution of the amaid LYS involved in oligomers (without
distinction between dimer and tetramer). The gdrieedures of this dependency are sensitive
mainly to Kdver and weakly to Kgerraver and, as a consequence,pfdr is close to
Kd"Lvsaac (Figure 5f). The value of Kg@rraver iS about two orders of magnitude lower
than that of Kdmer. This is not surprising because the equilibriumtwieen dimer and
tetramer is controlled by the maximal dimer concaign which is limited by the LYS

concentration (i.e. 10 uM in our experiments). Bfiere the dissociation constant must be at
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maximum of the same order of magnitude as the L¥S8centration in order to have
significant tetramer formation. Therefore, ourdiion data can be interpreted on the basis of
the further association of heterodimers into tege{Scheme 1). Moreover, the appearance
of tetramers is drastically favoured once the alIAS dimers are formed. One can notice
here that, according to the value of Ktkaver, Only 50% of the LYS can be involved in
tetramer. Going back to our measurements, thisi@aghat the chemical shift variation of
residues with sigmoid behavior is, at the end eftttration, only about half of what it should
be if LYS was fully involved in tetramer. This camnplain the difference oAdnmax between

residues with logarithmic behavior and those wiim®id behavior (Figure 6c¢).

Based on our observations we can propose a meahndarsthe tetramer formation
and their assembly into supramolecular objects €®eh 2). Although we do not have
experimental data on aLAC interacting surface, tihgology of the protein in its molten
globule state remains native-like, with a significamount of native contacts between side-
chains?® Therefore it is reasonable to assume that aLA@tiaracting with LYS to form
dimer through a similar region to that evidencedhtAC surface. This hypothesis is also
supported by the fact that the interacting surfaddsYS with both forms of LAC are located
in the same region of LYS. The tetramer formatiequires further interactions between
aLAC and LYS and involves additional LYS residues, those with sigmoid dependencies.
The absence of bound calcium on aLAC induces tkegurce of another negatively charged
patch on the surface (Figure 7c), which may camstia second site for interacting with LYS.
Indeed, LYS remains in a compact state; i.e. withyarophobic patch on its surface, and it
is reasonable to assume that these additionakuttens required for tetramer formation are
still predominantly electrostatic. These secondatgractions between aLAC and LYS lead
to narrow the ensemble of possible heterodimer aramitions among the numerous
possibilities illustrated in Figure 8 and resutisai tighter binding. Furthermore, aLAC is in a
molten globule state, i.e. with hydrophobic patcbesthe surface because of destabilized
tertiary structure. Upon tetramer formation, moth® charges on the protein surfaces are
shielded, and the interactions trough the hydroghgatches present on aLAC surface
become preponderant facilitating the further aLACS. self-assembly into larger oligomers.
However, the factors which control the formation rmafcrospheres instead of amorphous

aggregates are still unknown.
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————

LYS

Scheme 2: Schematic representation of aLAC-LYS dimeand tetramer formation. The
LYS interacting surface determined experimentalyepresented in purple (K¢s/aiac) and
the residues interacting in a cooperative manner (. ac) are represented in red. Residues
of aLAC involved in dimer formation are supposedbt located in a similar region of that
determined experimentally for hLAC (purple) and iiddal binding residues correspond to
those near the calcium binding site (red). The aliaGlightly larger than LYS since the
molten globule state of LAC is known to be less past that the native stafé® A first
binding event involves purple patches whereas theorsd binding event for tetramer
formation involves red patches. Oligomerisatiom istipramolecular objects is mainly driving
by hydrophobic associations favoured by the exmwsivf hydrophobic patches (green) on
the surface of molten globule of aLAC.

aLAC

CONCLUSION

In summary, the work described here provides insigito the assembly mechanisms
of ordered aggregates by two proteins. The infiimnation of heterodimers is driven by
electrostatic interactions. Despite the rather aosjg and weak interactions between the two
proteins, the NMR approach leads to the identikcabf the interaction surfaces. One of the
proteins has a narrow interacting site while theosd has interacting sites scattered on a
broad surface. These findings agree with a prefialesignment between proteins resulting
from the strength of their dipole moments. TheHartassembly of these rather unspecific
heterodimers into tetramers leads to the tighteractions between both proteins. Within the
tetramers, most of the electrostatic charge patohesf the protein surfaces are shielded. As
consequence, the hydrophobic interactions, whietpassible because one the proteins is in a
partially folded state, become preponderant and tedahe formation of larger oligomers. We
are convinced that such approach will be partitylaseful to understand the formation of
ordered aggregates by proteins. It should be ertkétm other mixed protein systems in order
to unravel their self-assembly mechanisms andnalime their use in the design of nanoscale

devices.
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SUPPORTING INFORMATION

Observed Unlabelled
protein partner

1*N-hLAC LYS Q2, E7, R10, G17, F31, H32, T33, A400F887

False positives

N-LYS hLAC D18, N27, V29, 155, Q57, I58, N65, RG874, S81, L84, C94, K96

Table S1:'°N-protein residues defined as false positivebecause of their overlap with
resonances of the unlabelled partner. These resesamppear at high unlabelled protein
concentration (above 400 uM; ration between unlablebnd labelled proteins above 50)
through detection 0PN natural abundance.
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Significantly Secondary

Observed Partner e Solvent
protein  protein Sh'ftmg structure accessibility
residues elements

hLAC LYS T4 aA +
Y36 I -
T38 I -
141 B1 +
V42 B1 +
Q43 B1 +
D78 3o +
LYS hLAC G4+ I +
A9* aA -
All* aA -
M12 aA -
A32 aB -
K33* aB +
S36 | +
N37* I +
Q41 | +
T43 B1 +
T51 B2 -
G54 B2 -
W62 [ +
N77 I +
198* aC -
N103* I +
V120* 30 -
Al22 3o +
W123 30 +
R125 | +
LYS aLAC G4 [ +
A9 aA -
V29° aB -
C30° aB -
A3l aB -
F34 aB +
E35° aB +
S36° | +
N37 [ +
Q41 I +
R45 B1 +
N77 [ +
188° I -
198° aC -
N103° I +
A110° aD +
Ww111° aD -
R112 aD +
R114° aD +
Al122° 3o +
W123 3o +
R125° | +
C127° | +
L129° I +
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Table S2: Residues with Admay
above the threshold (28103
ppm). (*) residues with Kdys/mac
(725 uM);  (°) residues with
KdSLys/aLAC (196 HM) and a Hill
coefficient equal to 2. The amino
acid localisation in secondary
structure elements is encoded doy
> a-helix, 3i0: 310 helix, B: B-strand,

I: loop, and their solvent
accessibility, calculated  with
Accelrys, is rated as + or —.
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Figure S2:(a). Overlay of *H-N HMQC spectra recorded during the titration of 10 pM
>N-LYS by unlabelled hLAC, in 30 mM Tris-HCI 15 mM NaCl at pH 7.5 and 45°Che
reference spectrum OfN-LYS is coloured in black and the spectra obtaiaegrotein ratio
[unlabelled hLAC]/[°N-LYS] equal to 5 in red, 10 in green, 30 in mage0 in yellow and
70 in blue. The’H-"N HMQC spectrum of unlabelled hLAC (light blue) wascorded
through detection of°N natural abundancéb). Highlights of spectral regions with shifting
cross-peaks(c). Highlights of similar spectral regions during thentrol titration. The
reference spectrum OfN-LYS is coloured in black and the spectra obtaineg@rotein ratio
[unlabelled LYS]/{°N-LYS] equal to 1 in red, 15 in green, 30 in magent
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Figure S3:(a). Overlay of 'H-'*N HMQC spectra recorded during the titration of 10 uM
>N-LYS by unlabelled aLAC, in 30 mM Tris-HCI 15 mM NaCl at pH 7.5 and 45°Che
reference spectrum OfN-LYS is coloured in black and the spectra obtaiaegrotein ratio
[unlabelled aLAC]/f>N-LYS] equal to 5 in red, 20 in green, 30 in magedt0 in yellow and
50 in blue. The'H-">N HMQC spectrum of unlabelled aLAC (light blue) wescorded
through detection of°N natural abundancéb). Highlights of spectral regions with shifting
cross-peaks(c). Highlights of similar spectral regions during thentrol titration. The
reference spectrum OfN-LYS is coloured in black and the spectra obtaineg@rotein ratio
[unlabelled LYS]/{°N-LYS] equal to 1 in red, 15 in green, 30 in magent
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1.4. Structure tridimensionnelle du dimére holoLAC-LYS

Nous avons déterminé les acides aminés de I'hd&xtalbumine impliqués dans les
interactions avec le lysozyme et ceux du lysozymateraction avec I'hola-lactalbumine.
Ces acides aminés sont dits « actifs ». Cependamiethode du « chemical shift mapping »
ne donne aucune information sur les contacts easiidus actifs, i.e. elle ne permet pas de
savoir quels acides aminés actifs del#ctalbumine interagissent avec ceux du lysozyme.
Afin de proposer une structure tridimensionnelledduére holoLAC-LYS, les acides aminés
actifs identifiés par RMN ont été implémentés deEnprogramme HADDOCKDominguez
et al. 2003) Ce programme de « docking » considere ces dorexgeEsimentales comme des
contraintes d’interaction ambigies (AIR pour Amhigdnteractions Restraints). Il calcule les
conformations de dimére de plus basse énergie posamt une distance maximale de 4 A
entre les atomes des acides aminés actifs de ahaeasprotéines. Dans le cas du lysozyme,
seuls les acides aminés actifs présentant uneasdastie dissociation (293 uM) similaire a
celle déterminée a partir des acides aminés atrifsholo a-lactalbumine (320 uM) ont été
considérés. Parmi I'ensemble des structures pregopaér HADDOCK, celle présentant le

meilleur score, c'est-a-dire celle de la plus bésszgie est présentée en Figure 1-2.

180°

Figure 1-2 : Représentation tridimensionnelle d’une structurelinéere hola-lactalbumine-

lysozyme. Structure de plus basse énergie proppaéeHADDOCK avec un rmsd de
1.0 £ 0.7 A (root mean square deviation). Les nésidctifs de I'holoa-lactalbumine sont
représentés en rouge et ceux de lysozyme en bleu.
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Malgré des résultats satisfaisants du point deinioematique (bon score HADDOCK
et un rmsd de 1 A, pour root mean square devigtton}y les acides aminés actifs ne sont pas
présents a l'interface dans cette structure du dirhéloLAC-LYS. Seuls les acides aminés
actifs localisés dans le domaifiede I'holo a-lactalbumine et ceux localisés dans la région
N-terminale du lysozyme sont contenus dans l'iaigef Comme expliqué dans l'article, les
expériences de simulation par modélisation moléeulailisant la méthode du Monte Carlo
ont montré que la spécificité de l'interaction &faible. La combinaison de ces simulations a
ceux obtenus expérimentalement suggere que plssieonformations de dimére sont
possibles. La structure obtenue par « docking » regrésente probablement qu’une

conformation possible.

1.5. Accessibilité et nature des acides aminés impliquésns les

interactions

1.5.1. Accessihilité des acides aminés actifs

L’accessibilité des résidus actifs identifies pavilR a été évaluée par le logiciel
Accelrys (Accelrys Software Inc., San Diego). Ledeurs s’échelonnent de 0 a 10 pour les
résidus non accessibles et de 10 a 75 pour ledustaiccessibles totalement ou partiellement
(une partie de leur chaine latérale et/ou prineipélableau S2, Article 1). Ainsi, hous avons
constaté que 60 a 70% des acides aminés actifsasoassibles a la surface de la protéine.
Les acides aminés actifs non accessibles sont gsoghatialement des acides aminés actifs
accessibles et les modifications d’environnemesdtébnique engendrées par 'interaction des
derniers peut entrainer une perturbation des acineseés les plus prochésuiderweg 2002)
D’autre part cette analyse considere la protéinmnae une molécule rigide (structure
cristallographique) mais linteraction peut engemddes adaptations conformationnelles
subtiles de la protéine et exposer partiellemensa@vant des résidus proches de la surface.
Ces deux éléments peuvent expliquer pourquoi osrtatides aminés a priori non exposés a

la surface de la protéine ont été identifiés conmmiqués dans l'interaction.
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1.5.2. Nature des acides aminés actifs accessibles

Le potentiel électrostatique des protéines a ékduléaa pH 7.5 et 39 mM de force
ionique avec le programme Delphi (inclut dans Igidiel Accelrys Molecular Graphics
System). La comparaison des surfaces électrostgtiqavec les régions en interaction
déterminées par RMN (Figures 1-3A et B) montre lguplupart des acides aminés actifs de
I'holo a-lactalbumine est située dans des patchs négdiifs gque les acides aminés actifs du
lysozyme sont majoritairement localisés dans déshpgoositifs. La formation des dimeéres
est donc principalement gouvernée par des interstiélectrostatiques attractives avec
neutralisation des charges complémentaires poatéesurface des protéines.

De plus, la répartition hétérogéne des charges tinéga a la surface de
I'o-lactalbumine induit une moment dipolaire plus élgwur cette protéine que pour le
lysozyme dont la répartition des charges positegtshomogenéPersson and Lund 2009)
Cette différence de moment dipolaire résulte en anentation préférentielle des protéines.
Ces interactions électrostatiques s’exercent adertjstance et gouvernent le rapprochement

des deux protéines.

Si on s’intéresse a la nature des acides aminés actessibles (Figure 1-3C) dans le
dimére holoLAC-LYS, on remarque que seulement udeaaminé de I'holax-lactalbumine
est chargé négativement (D78, représenté en raigiux acides aminés du lysozyme sont
chargés positivement (K33 et R125, représentédear).lies autres acides aminés actifs sont
des résidus polaires (T4, Q43 de-lactalbumine et S36, N37, Q41, T43, N77, N103 du
lysozyme, représentés en verts) ou composes deeshiitérales aliphatiques et hydrophobes
(141, V42 de lo-lactalbumine, W62, A122, W123 du lysozyme, repnése en orange). Les
résidus chargés et polaires peuvent étre impligeggsectivement dans la formation de ponts
salins et de liaisons hydrogenes et les résidukiag® établir des interactions hydrophobes.

L’ensemble de ces résidus peut également étalslimtderactions de van der Waals.
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180° 180°

Figure 1-3: Structure tridimensionnelle de I'hololactalbumine(gauche)et du lysozyme
(droite). A : Potentiel électrostatique de surface calculé aveeelrys (pH 7.5, 39 mM de
force onique)B : acides aminés actifs du dimere holoLAC-LYS (Kd 63M : violet et Kd

725 uM : bleu), C: acides aminés actifs accessibles chargés néganterfrouge),

positivement (bleu), polaires (verts) et apola{@snge).
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Figure 1-4 : Structure tridimensionnelle du lysozymfe: acides aminés actifs en interaction
avec I'apoa-lactalbumine présentant un Kd de 380 (en violet) et ceux réagissant selon un
procédé coopératif (rougdd,: acides aminés actifs accessibles chargés négantgnouge),
positivement (bleu), polaires (verts) et apola{ange).

Pour le dimére apoLAC-LYS nous avons seulementraété la surface d’interaction
du lysozyme. Elle est localisée dans une régionpeoable a sa surface d’interaction avec la
forme holo. Cependant elle est élargie par desluésactifs supplémentaires (Figure 1-4).
Ceux-ci sont des acides aminés chargeés positive(Rem dans le domaing R112 et R114
dans le domaine et négativement (E35) et des résidus hydrophdb@4, (A110 et L129).
Cette observation appuie les deux hypothéses féesypour expliquer I'élargissement de la
surface d’interaction lorsque le lysozyme interagiec la forme apo : (i) I'ape-lactalbumine
peut établir des interactions hydrophobes du faitekposition partielle de résidus apolaires
a sa surface et (ii) le site de fixation du calcidenl'a-lactalbumine constitue un deuxieme
site d’interaction en impliquant les charges négatinon neutralisées en absence de calcium.

En conclusion, la reconnaissance moléculaire @stcipalement gouvernée par des
interactions électrostatiques mais la stabilisatienl’interface des I'hétérodiméres implique

probablement d’autres types d’interactions de é&aérlergie s’établissant a courte distance.
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1.6. Identification des acides aminés de I'apa-lactalbumine impliqués

dans les interactions avec le lysozyme a 20°C

Dans le cas de [I'hétérodimere apolactalbumine-lysozyme, seule la surface
d’interaction du lysozyme a pu étre identifiée. Effiet, a la température favorable a la
formation des microsphéres (45°C), I'apdactalbumine est dans son état « molten globule »
qui est caractérisé par une flexibilité importadte fait de I'absence de structure tertiaire
stable. Cette caractéristique se traduit sur letsp&MN de 1d°N-apoa-lactalbumine par un
regroupement des pics croisés dans une régionnéenfiu spectr@dlexandrescu et al. 1993)
(Figure 1-5A). C’est pourquoi la méthode de perdtidn des déplacements chimiques n’a pu

étre utilisée pour déterminer sa surface d’intévacavec le lysozyme.

Pour tenter d’obtenir cette information, nous avaraisé des expériences de titration
a 20°C. En effet, 'apa-lactalbumine est dans sa conformation native & ¢etnpérature et

son spectre RMN est résolu (Figure 1-5B).
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Figure 1-5: Spectre’H-'*N HMQC d'apo *N-a-lactalbumine a 45°QA) et 20°C (B)
obtenus pour une solution a 10 uM dans 30 mM T@-¢bntenant 15 mM NaCl et 10% v/v

D.0O.

Nous avons dans un premier temps réalisé la Gtrate I'apo™N-o-lactalbumine par

du lysozyme non marqué a 20°C dans un tampon de fonique égale a 39 mM.
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La Figure 1-6 compare I'évolution de l'intensité sueée (triangle rouge) a celles
observées lors de la titration dtN-lysozyme par la forme apo & 45°C (triangle blanc,
Figure 2c, Article 1) et lors des titrations réééis pour la caractérisation du dimere holoLAC-
LYS (rond blanc) (Figure 2a&b, Article 1).
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Figure 1-6 : Evolution de lintensité totale des spectres RMis| des titrations de la
>N-o-lactalbumine par du lysozyme non mard#é et des titrations di°N-lysozyme par

I a-lactalbumine non marqué@). Titrations dans le cas du dimére haeldactalbumine-
lysozyme (ronds) et dans le cas du dimérewfaxtalbumine-lysozyme (triangles) réalisées a
45°C et 39 mM de force ionique (blanc) et a 20°G%tnM de force ionique (rouge) et 20°C
et a 124 mM de force ionique (bleu).

A 20°C et 39 mM de force ionique, une diminutiorpontante d’intensité a entrainé
une perte de signal pour un rapport molaire enépretinférieur a 20. Comme expliqué dans
le cas de la titration dd°N-lysozyme par I'apoo-lactalbumine & 45°C cette diminution
d’intensité est probablement due a I'oligomérisaties hétérodimeres. Cependant, a 20°C
lintensité du spectre de référence de'¥h-apo a-lactalbumine était inférieure a celle
mesurée pour 1&°N-lysozyme & 45°C. En effet, & une méme force ismjda qualité du
signal RMN est réduite par diminution de la tempée(Kwan et al. 2011)C’est pourquoi,
la perte du signal a été observée pour des rappuwlaires en protéine plus faibles et les
guelques points de titration enregistrés ne notigas permis d’identifier les acides aminés

de I'apoa-lactalbumine impliqués dans l'interaction.
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En s’inspirant des constantes de dissociations rrdé@iées par anisotropie de
fluorescence (Tableau 1-1) a différentes tempéeatet forces ioniques, nous avons décidé

d’augmenter la force ionique dans le but de rédiassemblage tout en formant des dimeres.

Kg (*10° M)
dimere =39 mM | =124 mM
T =10°C T =45°C T =45°C
holoLAC-LYS 5.0+1 16.3+3.4 390
apoLAC-LYS 56+0.4 | 26.4+6.4 160

Tableau 1-1:Constantes de dissociation de-lactalbumine et du lysozyme en fonction de la
force ionique () et de la température détermimgagsanisotropie de fluorescence lors de la
titration de 1 uM de protéine par son partendMégen et al. 2009)

Lorsque I'on compare les valeurs de constantess$eaation déterminées par RMN
(~300 uM) avec celles précédemment obtenues paotaopie de fluorescence dans les
mémes conditions physico-chimiques (45°C et 39 mdfarce ionique), on s’apercoit
gu’elles sont 15 a 20 fois plus élevées. Les sedifférences notables sont d’'une part la
concentration en protéine titrée (10 uM par RMNLtM par fluorescence) et d’autre part
I'utilisation d’une protéine marquée par RMN efikation d’une sonde fluorescence pour les
mesures d’anisotropie. A 10 uM, I'oligomérisatiomschétérodiméres apoLAC-LYS pourrait
expliquer une variation de la constante apparemtedidsociation propre aux dimeéres.
Cependant, cette hypothese a été exclue car lésobd@heres holoLAC-LYS ne s’assemblent
pas dans ces conditions. D’autre part, il est pebable que le marquage a I'azote 15 modifie
la réactivité des protéines, par contre la sonderdlscente peut augmenter les interactions
hydrophobes non spécifiques. Dans ce cas les cuestaapparentes déterminées par

anisotropie de fluorescence auraient été sous-€ssm

Malgré ces différences, les expériences d’'anisardp fluorescence nous indiquent
l'influence de la température et de la force ioeicaur 'affinité des protéines et les valeurs
relatives montrent qu’une augmentation de la fam@que diminue laffinité des deux

protéines et peut donc étre utilisée pour rédeine Assemblage.
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Nous avons vérifié notre hypothese de travail & mesures de turbidité en réalisant

des titrations avec des protéines non marquéesr@-ig7).
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Figure 1-7 : Evolution de la turbidité en fonction de la foiocaique (1) lors de la titration de
10 uM d’holo (rond) et d’apae-lactalbumine (triangle) par du lysozyme a 45°C3BmM
(blanc), a 20°C, 1= 75 mM (vert) et 20°C, I= 124 nibleu).

Comme attendu, 'augmentation de la turbidité ésluite lorsque la force ionique
augmente. Bien que les valeurs de turbidité obterament tres faibles (des valeurs de
turbidité comprises entre 0 et 0.12 correspondemte densité optique a 600 nm comprise
entre 0 et 0.06), une augmentation de celle-cobservée lorsque la quantité de lysozyme
ajoutée augmente. Les variations observées sont dugnificatives et résultent de
'assemblage du lysozyme avea-lactalbumine puisque la turbidité de solutionsgsude

lysozyme aux concentrations utilisées est nulle.

L’évolution de la turbidité lors de la titration d&apo a-lactaloumine a 20°C et
124 mM de force ionique est comparable a celle wigsea 45°C et 39 mM de force ionique
avec la forme holo de d:lactalbumine. Or, dans ces conditions, malgréecéépere

augmentation de turbidité, les dimeres holoLAC-L¥& été caractérisés avec succes par

RMN.
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Nous avons donc réalisés la titration 'd8-apo a-lactalboumine par le lysozyme a
20°C dans un tampon de force ionique égale a 124 aiivsi que la titration inverse du
>N-lysozyme. Dans ces conditions, la diminution timsité des spectres RMN mesurée
(Figure 1-6, triangle bleu) est comparable a cefiservée lors des titrations réalisées pour la
caractérisation du dimére holoLAC-LYS a 45°C en39 de force ionique (Figure 1-6, ronds

blancs). Il y a donc bien formation de diméres.

Cependant, a 20°C et 124 mM de force ionique, lesations de déplacements
chimiques mesurées sont trés faibles (< 0.02 ppmgueun acide aminé ne présente de
variation de déplacements chimiques significativeimeupérieure au bruit. Dans ces
conditions, la constante de dissociation est prigiaént trop élevée pour pouvoir mesurer
des variations de déplacements chimiques signifesiet donc déterminer les acides aminés
impliqués dans les interactions. Les déplacemdniteigues mesurés a 45°C et 39 mM de
force ionique (Figures 4a, 6a&c, Article 1) étaidéfa faibles, de 0.02 a 0.08 ppm, alors que
I'affinité est plus grande, d’au moins un ordregitandeur. En effet, compte tenu des faibles
différences d’affinité a 39 mM de force ionique rentl0 et 45°C (Tableau 1-1), il est
raisonnable de considérer que l'affinité a 124 mdfarce ionique et 20°C est comparable a

celle mesurée a 45°C.

En définitive, bien qu'un spectre RMN résolu d’aptactalbumine soit obtenu a 20°C,
nous n'avons pas identifié les acides aminés dm lkalactalbumine en interaction avec le
lysozyme, du fait de leur assemblage spontané aM3de force ionique et de la limite de
sensibilité de cette technique pour des constatitdfinité relativement faible (a 124 mM de

force ionique).

176



Résultats — Chapitrel

1.7. Conclusions du Chapitre 1 et perspectives

L'utilisation de la méthode du «chemical shift maqm » nous a permis de
caractériser les interfaces des dimeres holoLAC-lef @poLAC-LYS dans les conditions
physico-chimiques favorables a la formation desrosigheres. La surface d’interaction de
I'apo a-lactalbumine avec le lysozyme n’a pu étre déteémimais cette limitation a été levée
en réalisant une étude comparative des deux dimé&meseffet, bien que les dimeéres
holoLAC-LYS ne s’assemblent pas en objets supracutdéres, la caractérisation de leur
interface nous a apporté des informations précgeysmir comprendre le mécanisme de
formation des unités élémentaires des microspheéres.

Le rapprochement des deux protéines est principalegouverné par des interactions
électrostatiques s’exercant a longue distance. ID® fa répartition des charges a la surface
des protéines guide [lorientation mutuelle des deprotéines. Le lysozyme est
préférentiellement attiré vers un patch négatd adrface de I'hola-lactalbumine alors que
la fixation des deux formes deulactalbumine a la surface du lysozyme est beaucooips
spécifique. Plusieurs conformations de diméres smmhldonc exister. D’autre part, les
hétérodimeres sont des complexes transitoires mggeune faible stabilité et n'impliquent
pas de changements conformationnels des protdiffeso o-lactalboumine et le lysozyme
conservent leur conformation native et I'apdactalbumine semble également conserver sa
conformation « molten globule ».

Bien que les surfaces d’interaction du lysozymecdes formes holo et apo dexd’
lactalbumine soient comparables, son interactioac akapo a-lactaloumine implique un
second événement de fixation. En effet des résstpplémentaires interagissent selon un
processus coopératif et sont impliqgués dans unidmgxsite d'interaction. Celui-ci réagit
probablement avec le site de fixation du calcium I'delactalbumine dont les charges
négatives ne sont pas neutralisées a la surfada tteme apo. Ainsi nous proposons la

formation de tétrameéres par dimérisation des hdiéreres apoLAC-LYS.

Pour confirmer les deux hypothéses concernant ites sglinteraction du molten
globule de I'apau-lactalbumine : (i) les acides aminés actifs sdenhtiques a ceux de I'holo
a-lactalbumine et (ii) les atomes du site de calcigont impliqués dans le site de
tétramérisation, nous pouvons envisager d'utiliaemutagenese dirigée sur cette protéine et

de quantifier I'effet des mutations sur l'interactien observant les différences sur le spectre
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du lysozyme marqué. On peut également envisageruler certains acides aminés actifs du
lysozyme qui sont impliqués dans les interacti@mordaires avec I'ape-lactalbumine afin
d’évaluer leur réle dans la formation des tétramére

Pour compléter cette étude, il serait égalememdréssant de mettre en évidence la
formation des tétrameres en réalisant, par exerdpte.expériences RMN homonucléaire de
relaxation ou de diffusion. En effet ces expérisngeesurent la taille des objets formés en
utilisant respectivement la diminution du tempsdeélation rotationnglRule and Hitchens
2006) et la diminution du coefficient de diffusion trdetsonnelle(Dingley et al. 1995; Price
2006) des molécules de taille croissante. En se plagans des conditions optimales pour
former un maximum de dimeéres, il est cependantabitgbque la quantité de tétramere formée
ne soit pas suffisante pour permettre leur détectiGependant une dépendance en
concentration totale en protéines (de 10 uM a qiesiggcentaines de M) pourrait étre réalisée

pour mettre en évidence la formation des oligomédeetille croissante.

Enfin, pour obtenir des informations concernant destacts entre résidus actifs des
protéines, il est possible de réaliser des expée®mle transfert croisé d’aimantation. Cette
approche consiste a détecter sélectivement lesféras d’aimantation intermoléculaires par
couplage dipolaire, i.e. entre protons prochesiapatent (distants de moins de 5 @®)eyer
et al. 2003) C’est I'effet NOE pour Effet Overhauser Nucléaite principe est le suivant :
une des deux protéines est doublement martjilé€>C et c'est la protéine non marquée qui
est sélectivement irradiée. Cette aimantationrasstérée sur la protéine marquée au niveau
des protons des acides aminés composant sa sdifataction. L’acquisition de spectres
NOESY tridimensionnels (pour Nuclear Overhausereéiff Spectroscopy) permet de
déterminer les protons impliqués dans l'interf§Céore and Gronenborn 1998; Takeuchi
and Wagner 2006; Vaynberg and Qin 200@n effet, les effets NOE intramoléculaires sont
filtrés et seuls les NOE intermoléculaires sontedis. Cependant linterprétation de ces
expériences est fastidieuse car elle nécessitonaaissance de l'attribution des chaines
latérales. D’autre part, les effets NOE collectésivent étre nombreux puisque plusieurs

conformations de diméres semblent exister.
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2. Caractérisation des interactions a I'échelle molédaire au

sein des microsphéeres

Afin de mieux comprendre la stabilité des microsphé&ésultant de I'assemblage de
'apo a-lactalbumine et du lysozyme, les travaux présemtéss ce chapitre visent a

caractériser les interactions au sein de ces ofijgiamoléculaires.

Pour ce faire, nous avons cherché a répondre aastiqns suivantes :
0 Quelles sont les régions des protéines impliquées des interactions au sein de ces
objets ?

0 Les protéines assemblées présentent-elles deserhants de structure secondaire ?

L’assemblage de protéines en objets supramoléesladrdonnés peut induire la
formation de structures secondaires non nativesnr@® nous l'avons décrit dans I'étude
biobliographique, la formation de fibres amyloig¢sle certains gels particulaires implique la
conversion de structures secondaires natives erllefsuf intermoléculaires. Ces
modifications structurales sont favorisées lorstgu@rotéine est dans un état partiellement
déplié. Or la formation des microsphéres est faéarilorsque I'apa-lactalbumine est dans
son état « molten globule » a 45°C alors que desgags amorphes non ordonnés sont formés

a 20°C lorsque cette protéine est dans sa confarmiaative.

Pour sonder les éventuels changements de strustgmndaire nous avons utilisé la
spectroscopie infrarouge et les cinétiques d’éckanigydrogene/deutérium. Aprés avoir
présenté ces deux techniques, nous exposeronsffiesltés et les limites rencontrées et

enfin, nous présenterons les résultats obtenuspge&troscopie infrarouge.
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2.1. Approches expérimentales pour I'étude des interaains au sein des

microsphéres

2.1.1. Quantification des changements de structure seconula par spectroscopie

infrarouge

bY

La spectroscopie infrarouge a transformée de FogR&IR) est particulierement
adaptée pour étudier les structures secondairepmbdgines car elle permet d’accéder a
chaque type de structure secondaire présent. Egt, efhe des bandes d’absorption
caractéristiques des vibrations des groupes anddeta bande amide | située entre 1700-
1600 cnt. Elle contient 80% des fréquences de vibrationslodgation du groupement
carbonyle de la liaison peptidique. Puisque cesiggments sont impliqués dans les liaisons
hydrogenes qui stabilisent les structures secoeslaltintensité et la position de la bande
amide | renseigne sur la quantité de structure rekice. Cette bande est composée de
plusieurs composantes se chevauchant et représedt@tune un type de structure
secondaire. Des traitements mathématiques de dekamide | tels que sa déconvolution ou
sa dérivée seconde permettent de séparer ces camtg®®t de quantifier chaque élément de
structure secondaire présent.

De plus la spectroscopie infrarouge, contrairement d’autres techniques
spectroscopiques utilisées pour I'étude structuse protéines, telle que le dichroisme
circulaire, est peu sensible a la turbidité du enil(Surewicz et al. 1993)Les objets
supramoléculaires formés par assemblage de pretpaevent donc étre directement détectés
pour évaluer la conversion de structures secorsglaiegives et I'apparence de structures
secondaires non natives des protéines contenuascdarobjets. De plus, lorsqu’un mélange
binaire de protéine est étudié, l'utilisation d’upmtéine marquée au carbone 13 permet de
distinguer les deux protéines en mélange, puisgbamnde amide | de la protéine marquée est
déplacée d’environ 50 ¢t La seule contrainte de cette méthode est la siééeafe travailler
en milieu deutéré pour s’affranchir du signal infregge des molécules d’eau. Il faut donc
préalablement s’assurer de l'intégrité des objefamnoléculaires formés dans un tampon

deutéré et éventuellement ajuster les conditiogsipb-chimiques.
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2.1.2. Etude des interactions protéine-protéine par la métode des échanges

hydrogene/deutérium

Nous avons également envisagé d’appliquer la méttaes cinétiques d’échange
hydrogene/deutérium car lorsque celles-ci sontissiypar RMN, cette méthode permet
d’obtenir des informations a I'’échelle du résidu det caractériser des changements de

structure plus fins que par spectroscopie infragoug

Le principe de la méthode des échanges hydroganéfden est le suivant:
lorsqu’une protéine est placée dans un solvantdeules protons labiles (protons amides et
protons des chaines latérales) vont échanger agedaéutérons du solvant. La vitesse
d’échange des protons des chaines latérales pstapale pour étre mesurée contrairement a
celle des protons amides. Leur vitesse d’échangerdéde leur accessibilité au solvant et
donc de leur localisation dans la structure dertdaéne. Les protons amides impliqués dans
la stabilisation de structures secondaires (limsbgdrogenes) ou enfouis dans le caoeur
hydrophobe de la protéine ont une vitesse d’échahgefaible que les protons amides des
résidus exposeés en surface.

L’hydrogene et le deutérium sont deux isotopesest des masses moléculaires et
des propriétés magnétiques différentes. Les cinésigqi’échange peuvent donc étre suivies
par spectroscopie infrarouge, spectrométrie de enetsRMN. La spectroscopie infrarouge et
la spectrométrie de masse ne sont pas aussi figsslgue la RMN puisqu’elles permettent
de mesurer des vitesses d’échanges pour la progéitiere ou des fragments de quelques
résidus obtenus par digestion enzymatiffieung et al. 1997; Englander 2006; Vrettos and
Meuse 2009)alors que la RMN permet de mesurer la vitessehdiége pour chaque acide
aminé. Le facteur de protection de chaque acideé@mérmet de quantifier son accessibilité

au solvant et est calculé a partir des vitesseshdigge mesureées.

La méthode des échanges hydrogéne/deutérium eshétimde trés sensible utilisée
pour étudier le repliement des protéingsorge et al. 1999; Englander 2000¥t les
interactions impliquant une protéine, telles queitgeractions protéine-membraf@&henal et
al. 2005; Man et al. 2007)En effet, les interactions protéiques peuvent ened un
dépliement local d’'une structure secondaire quultésen une diminution du facteur de
protection des acides aminés impliqués et/ou aolandtion d'éléments de structure
secondaire non natifs résultant en une augmentatiofacteur de protectiofEngen and
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Smith 2000) Ainsi, la comparaison du profil de protectionctiurs de protection en fonction
de la séquence de la protéine) de la protéine tenattion avec celui de la protéine dans sa

conformation native permet d’identifier les zoné&atdraction.

L’adaptation de cette méthode a notre systeme aisiéna déterminer le protocole
adéquat pour initier les échanges ainsi que leslitons physico-chimiques permettant de
simultanément stopper les échanges et déstabiésemicrosphéres afin de récupérer les
protéines en solution dans leur conformation natbne effet, les protéines assemblées ne
peuvent étre détectées par RMN et seuls les spe®MN des protéines dans leur
conformation native peuvent étre exploités. D’aupart nous avons Vérifié les deux
hypothéses de travail sur lesquelles réside laatiion de cette méthode : (i) les protéines
assemblées sont accessibles au solvant, i.e. Mangaliffuse dans les microsphéres et (ii) les

protéines assemblées échangent plus lentemenesg|pedtéines natives en solution.

2.2. Les cinétiques d’échange hydrogene/deutérium

2.2.1. Initiation des échanges hydrogene/deutérium

Comme expliqué précédemment, le principe des édsamgdrogene/deutérium est de
placer les protéines hydrogénées dans un milieuédeuet de quantifier les vitesses
d’échanges des protons amides avec les deutéronsolgdant. Deux méthodes ont été
envisagées pour initier les échanges : les micergshobtenues dans un milieu aqueux sont
soit directement diluées dans un tampon deutéraéee force ionique et pH équivalent, soit
lyophilisées puis resuspendues dans un tampon rdeuBette deuxieme méthode offre
'avantage de conserver une concentration protéience et donc de réduire le volume des
aliquots a prélever pour réaliser les cinétiguesbservation au microscope optique des

suspensions de microsphéres obtenues par chacsingétleodes est présentée en Figure 2-1.
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Lyophilisation

R
Resuspension

Figure 2-1: Observations au microscope optique de suspensi@maicrospheres obtenues
par incubation a 45°C d’'un mélange équimolaire diet®ns d’apoa-lactalbumine et de
lysozyme a 0.25 mM dans un tampon 30 mM Tris-H@DHpH 7.5(A), apres lyophilisation
et resuspension dans 30 mM Tris-HGED pD 7.9(A’) et apres dilution au dixieme dans ce
tampon deutéré et incubation pendan{gy, 20’ (C), 60’ (D), 120’ (E), 210’ (F), 24 h(G).

La barre d’échelle correspond & 10 um.

Une suspension homogéne de microspheres est olpregdilution dans un tampon
deutéré d’'une suspension de microsphéres forméms da tampon aqueux. De plus,
l'incubation prolongée dans un tampon contenant 96820,0 ne semble pas endommager la
suspension. Inversement, la resuspension dans onpota deutéré de microspheres
lyophilisées résulte en une suspension de quakddioure contenant des microsphéeres, des
agrégats de protéines amorphes et des agrégatesnfixicrosphéres en amas et agrégats
amorphes). L'étude de la stabilité des microsphéresdu procédé de lyophilisation a été
réalisée par I'un des partenaires du projet ANRsdaquel s’inscrit la these. Certains résultats
ont montré que la présence d’agents protectedssgte le saccharose, sont nécessaires pour

conserver les microspheres intactes aprés lyoptidis et resolubilisation. Cependant les
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interactions de ces agents avec les protéines pamtété caractérisées et nous avons opté
pour la méthode par dilution.

Pour compléter ces observations microscopiquess avans quantifié la proportion
de protéines assemblées apres dilution au dixiéoree duspension dans un tampon deutéré
(Figure 2-2B). Ces mesures ont été réalisées ajpiétton d’une suspension a 0.5 mM de
concentration totale en protéines préparée dansmpon de faible force ionique (10 mM
Tris-HCI). En effet, la proportion de protéinesexsblées augmentent avec la concentration
en protéine totale (Figure 2-2A) et également loesky force ionique diminugNigen et al.
2009)
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Figure 2-2: A : Evolution de la quantité de protéines assemblgenierospheres en fonction
de la concentration totale en protéines (mM). Lespensions ont été obtenues par incubation
30 min a 45°C de mélanges équimolaires de solupooigiques préparées dans 10 mM Tris,
pH 7.5.B : Quantification des protéines en solution aprestidih au dixieme dans 10 mM
Tris-HCI/D,O, pD 7.9 d’'une suspension de microsphéres a 0.Femptotéines totales.

Les résultats obtenus (Figure 2-2B) montrent urggrentation non négligeable de la
proportion de protéines libres en solution au colursemps aprés dilution. En effet aprés 24 h
d’incubation a température ambiante, la dilutiotra&ine une libération en solution d’environ
10% des protéines initialement assemblées. L'dayailientre les forces électrostatiques et
hydrophobes au sein de microspheres est probablgmeenirbé puisque les interactions au
sein du solvant et entre le solvant et les progegmat modifiées lorsque les microsphéres sont
placées en milieu deutéré. En effet, les liaisomstéium entre molécules,O du solvant
sont plus fortes que les liaisons hydrogénes deas brotonéd€Scheiner and Cuma 1996)
Par conséquent, la solvatation des résidus apsldirsinue et les interactions hydrophobes

sont favorisées en milieu deutékgesheck et al. 1965; Scheiner and Cuma 1996)
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2.2.2. Arrét des échanges et déstabilisation des microspies

Une fois les échanges hydrogéne/deutérium initidsyéalisation des cinétiques
nécessite d'arréter ces échanges a un temps t esindeltanément déstabiliser les
microsphéres afin de retrouver les protéines momigongs en solution dans leur
conformation natives.

Cette étape est réalisée en combinant une dimmwé la température, I'ajout de
calcium et I'abaissement du pH. En effet la vites&&change hydrogéne/deutérium est
ralentie par diminution de la température et du (Bdi et al. 1993) L'ajout de calcium
permet de retrouverd-lactaloumine dans sa conformation native (hold’ ddactalbumine).
D’autre part, il a été montré que I'ajout d’un exake calcium ou I'augmentation de la force

ionique résultaient en une déstabilisation padidés microsphérdbligen et al. 2009)

La formation des microsphéres étant optimale dares gamme de pH étroit ou les
deux protéines portent des charges nettes égalssdmasigne opposé, nous avons utilisé
'abaissement du pH afin d’optimiser la déstabilma des microspheres. Une fois un excés
de calcium ajouté, la turbidité d’'une suspensiommilerosphéres a été suivie aprés additions

successives de HCI 1 M (Figure 2-3).

—e— [CaClI2] =0.075 mM
—o— [CaCI2] =0.75 mM

Figure 2-3: Evolution de la turbidité d’'une
suspension de microsphéres obtenue par
incubation a 45°C d’'un mélange équimolaire
d'apo o-lactalbumine et de lysozyme a
0.075 mM dans 10 mM Tris-HCI, aprés ajout
de CaCj (0.075mM, noir et 0.75mM, blanc) et
abaissement du pH.

Turbidité (cm™)

0 5 10 15 20 25
V HCI 0.1 M (ul)

La turbidité est initialement réduite d’'un factéulorsque la concentration en calcium
ajoutée augmente d'un facteur 10. L'acidificatiom ld solution s’accompagne d’une baisse

de la turbidité signifiant une diminution du nomietéou de la taille des microspheéres.
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A la fin de ces expériences, lorsque la turbid#éreille, 92 a 95% de protéines totales
ont été dosées en solution et le pH mesuré étaitag.7. L'ajout d’'un exceés de calcium et
'abaissement du pH a pH 2.7 permettent donc daetotent déstabiliser les microspheéres.
L’acidification du milieu & un pH inférieur au pkd’a-lactaloumine (pl 4.5) déstabilise les
microspheres en bannissant les interactions éitatiques attractives entre les deux

protéines qui sont alors chargées positivement.

Cependant a pH 2.7, le site du calcium est totahktmpetoné et le calcium n’est pas
lié a I'a-lactalbumine. La forme holo deatlactalbumine est obtenue a des pH supérieurs ou
€égaux a pH 4Chenal et al. 2005)

Puisque la constante de dissociation d&" @aur 'a-lactalbumine dépend de la force
ionique et du pH de la solution ainsi que de lapérature(Griko and Remeta 1999nous
avons déterminé cette constante a 20° dans un tahponM Tris-HCI & pH 4 a partir de
mesures de fluorescence intrinseque (Figure 2-4).

1.2 1
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0.6 -

Intensité (au)
A normalisé

0.4+

0.2 - o pH75
e pH4

0.0 v

300 320 340 360 380 0 10 20 30 40
longueur d'onde (nm) [Ca**]/[apoLAC]

Figure 2-4: A: Spectres d’émission de fluorescence intrinséquesalations d’holo
a-lactalbumine (noir), d’ape-lactalbumine (rouge) a 25 uM dans 10 mM Tris-HQ¥®v/v

D,0, pH 4 et aprés ajout de €a@our des rapports molaires [CapoLAC] égaux a 1, 2, 4,
10, 30, 40 (violet a orangeB : Evolution du facteur A gbonndlssonm) €n fonction de
[Ca™*]/[apoLAC] & pH 4 (noir) et pH 7.5 (blanc).
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L’ajout de calcium a une solution d’apdactalbumine provoque une diminution de la
longueur d’'onde maximale de fluorescence, caratiguie de la conversion de la forme apo a
la forme holo des-lactalbumine (Figure 2-4A). En effet le spectraepin aprés ajout de 40
équivalents de Gaest superposé au spectre de I'holactalbumine.

La constante de dissociation a pH 4 a été calanéguantifiant I'’évolution du facteur
A (Is20nndl3s50nm €n fonction du rapport molaire calciurlactalbumine (Figure 2-4B). Les
points expérimentaux ont été modélisés avec unatiégudu second degré caractéristique
d’'un équilibre simple : G4 + apoa-lactalbumine— holo o-lactalbumine. La constante de
dissociation du C& pour l'a-lactalbumine & pH 4 est égale & 31.8 + 3.6 uM.mé&me
expérience a été réalisée a pH 7.5 et la constlendgiissociation a ce pH est égale a 25 nM, ce
qui est en accord avec la valeur rapportée & pHi2510° M (Bushmarina et al. 2006)
L’augmentation de la constante de dissociation dedBes de grandeur a pH 4 s’explique par
la compétition entre les protons et le calcium aeau du site de fixation de ce métal dans la

protéine qui est plus importante a pH acide.

La quantification des protéines en solution a @rsttié réalisée aprés ajout de calcium
et acidification a pH 4. Cependant les résultatsnoontré que ces conditions ne permettent
pas de retrouver la totalité des protéines enisol@t que I'augmentation de la force ionique
par ajout de NaCl ne suffisait pas pour déstabilis@lement les microspheres. Cette étape

n'a cependant pas été optimisée au vue des ré&spitentés ci-dessous.

2.2.3. Estimation de la vitesse d’échange

L’expérience présentée ici a été réalisée danstlé)od’estimer I'échelle de temps sur
laquelle planifier les cinétigues d’échanges hydrmgjdeutérium et (i) de comparer les
vitesses d’échange des protéines assemblées epsptieres a celles des protéines en
solution pure.

La méthode la plus simple a mettre en ceuvre potenabces informations est la
spectroscopie infrarouge. En effet, nous avons dar@emier temps réalisé des essais sur les
protéines en solution par spectrométrie de masse omite méthode de détection aurait
nécessité de nombreuses optimisations pour pogupire les cinétiques des protons porteurs
de l'information, c'est-a-dire ceux a échange lamts cinétiques d'échange ont donc été
estimées par spectroscopie infrarouge en quartti@adiminution de l'intensité de la bande

187



Résultats — Chapitre 2

amide Il caractéristique des groupements amideslygtiés (1545 ci) et 'augmentation de

la bande amide II' correspondant aux groupementdesmleutérés (1450 ¢t

Les spectres obtenus au cours du temps pour dgsossl pures d’apa-lactalbumine
et de lysozyme et une suspension de microsphenepsisentés en Figure 2-5. Dans ce cas,
pour ne pas réduire la sensibilité des mesuresjdpension de microspheres formées dans un
tampon aqueux n'a pas été diluée dans un tamporérdeuAprés sédimentation des
microspheres, 90% v/v du surnageant a été remplacdu tampon deutéré. Les mesures ont
éte réalisées a 20°C dans un tampon 10 mM Trisdd@enant 90% v/v 0.
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Figure 2-5: Evolution des spectres infrarouge (obtenus en n#diR) de solutions pures a
0.5 mM d’apoo-lactalbumine(A) et de lysozyme(B) et d’'une suspension de microspheres
(C) (0.5 mM de protéine totale) dans 10 mM Tris-HGK pH 7.5 (violet) et aprés 1 min a
120 h d’incubation a 20°C (de bleu a orange) d&ns\¥1 Tris-HCI/90% v/v RO, pD 7.9.

La comparaison des spectres obtenus dans un taempogux (violet) avec ceux
obtenus apreés incubation dans un tampon deutérérenome diminution de l'intensité de la
bande amide Il et une augmentation de I'intensgtdadbande amide II'. Ces variations sont
€également observées dans les cas des microsphesegrotéines assemblées semblent donc

accessibles au solvant.

Les intensités des pics correspondant aux bandetedinet II' ont été normalisées

par rapport aux intensités mesurées en milieu ygéré (Figure 2-6).
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Figure 2-6: Evolution de l'intensité de la bande amide II' $D4cm?) (A) et de la bande
amide 1l (1545 cr) (B) en fonction du temps d’incubation dans 10 mM Hi{3H¥90% v/v
D,O, pD 7.9, pour une solution d’apelactaloumine (blanc), de lysozyme (noir) et une
suspension de microsphéres (rouge). Les valeurstémormalisées par rapport aux intensités
initiales mesurées dans 10 mM Tris-HCGIH pH 7.5.

Les évolutions des intensités observées pour legipes en solution pure sont
comparables a celles mesurées dans le cas dempsoadsemblées en microsphéres. Aprés 1
minute d’incubation, environ 80% des protons éclabtes (90% des protons labiles dans
90% v/v DO) ont été échangés en deutérium. Ce sont lesng@mides a échange rapide.
Les variations d’'intensités observées entre 1 hl@h d'incubation correspondent aux
cinétiques des protons a échange lent, i.e. cepligués dans la stabilisation des structures
secondaires des protéines. Un temps de demi-rédadgo4 h et un facteur de protection
d’environ 2500 ont été estimés. La valeur du factiuprotection est en adéquation avec la
valeur rapportée pour l'apa-lactalbumine et |égérement inférieure a celle gsntyme
(Radford et al. 1992; Wijesinha-Bettoni et al. 2001Cette sous-estimation résulte de
limprécision des mesures. En effet, les cinétigdéshanges des protons a échange « tres
lent » ne sont pas observables du fait de I'augatiemt du bruit pour des mesures réalisées
au-dela de 30 h d’incubation.

Les résultats obtenus semblent donc indiquer cqueitgtiques d’échange ne sont pas
significativement plus lentes pour les protéineseathlées en microspheéres.
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Cependant, comme nous l'avons expliqué, la susperda microsphéres n'a pas été
diluée dans un tampon deutéré mais le surnageétét @emplacé par du tampon frais. Cette
méthode accélére probablement la libération deépres en solution pour maintenir
'équilibre entre protéines assemblées et protésmessolution. Le signal observé pour la
suspension comprend donc le signal des protéiresrdsées et celui des protéines libérées
en solution.

Malgré ce biais, les expériences de cinétiques gr@uraisonnablement étre réalisées
sur une durée de 24 h. En effet les échanges sitiésipar dilution et les résultats peuvent
étre corrigés puisque la proportion de protéinbérées en solution est connue (10% des

protéines initialement assemblées).

Cependant, a cette période du projet, la caraatéis par microscopie de I'équilibre
thermodynamique entre protéines assemblées etig@stén solution a mis en évidence un
échange entre les protéines assemblées et lesnpotén solutionNigen et al. 201Q)
L’ensemble des protéines assemblées est remplacepgprotéines en solution en moins de
75 minutes. Les cinétiques ayant été évaluéesrmijaurnée, ce phénomeéne peut également
expliquer le fait que la vitesse d’échange des@met en microspheres soit similaire a celles
mesurées pour les protéines en solution. Ce phémmisque également de complexifier
l'interprétation des résultats des cinétiqgues hgdne/deutérium. La méthode des échanges
hydrogene/deutérium n’a donc pas été appliquédra sgstéme et nous avons choisi de nous
focaliser en priorité sur la spectroscopie infrg®et la réalisation des travaux présentés dans

le Chapitre 1.
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2.3. Quantification des changements de structure seconua

L'utilisation de la spectroscopie infrarouge nédessle travailler dans un tampon
deutéré pour s’affranchir du signal des moléculesaud En effet, les bandes d’absorption
infrarouge caractéristiques des protéines situétre €700 et 1400 chsont beaucoup moins
intenses que celle des molécules d’eau qui abspviees 1450 cil.

La formation des microspheres étant trés sensilecanditions physico-chimiques
du milieu, leur formation peut étre modifiée damssolvant deutéré. En effet, il a été montré
gue les interactions hydrophobes sont favorisées d@au lourde par réduction de la
solvatation des groupes apolairdsresheck et al. 1965; Parker and Clarke 19974)n
premier travail a donc consisté a évaluer la ghiaitine suspension de microspheéeres formées

dans un tampon deutéré.

2.3.1. Formation de microsphéres dans un tampon deutéré

L'observation au microscope d’une suspension deasjheres obtenue par mélange
équimolaire de solutions protéiques préparées dangampon deutéré a un potentiel
deutérium (pD) équivalent a pH 7.5 révele la présede microspheres de 2 a 3 um de

diamétre ainsi que des amas de spheres plus o fiusionnées (Figure 2-7).

Figure 2-7 : Observations au microscope optique d’'une susperm&amicrosphéres formées
par incubation a 45°C pendant 30 min d’'un mélanganéolaire de solutions a 0.25 mM
d’apoa-lactalbumine et de lysozyme dans 30 mM Tris-H@DEGA pD 7.9. La barre d’échelle
correspond a 20 pm.

Le potentiel deutérium des solutions protéiqueséaagusté a pD 7, 6.5, 6 et 5 afin
d’évaluer son influence sur la qualité des suspmssiformées et tenter de réduire la

formation d’agrégats.
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Les observations au microscope optique sont représe en Figure 2-8. Une
diminution de la taille des microsphéres a été nlggelorsque le pD est abaissé ; le diamétre
moyen des microsphéres est d’environ 3 um a pDdé dtum a pD 5. L'aspect des agrégats
est également modifié ; alors que des amas de esplsent observés aux faibles pD, des

agrégats de spheres plus ou moins fusionnées Bsetves lorsque le pD est supérieur a 6.5.
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Figure 2-8: Observations au microscope optique de suspensi@maicrospheres obtenues
par incubation 30 min a 45°C d'un mélange équimelale solutions a 0.25 mM d’apo
a-lactalbumine et de lysozyme dans 30 mM Tris-H@DBD pD 7, pD 6.5, pD 6 et pD 5.
La barre d’échelle correspond a 10 um.

L’évolution de la taille des microsphéres en fometidu potentiel deutérium est
identique a celle observée en faisant varier lenpis I'agrégation des microspheres semble

étre favorisée dans un tampon deutéré. En efietrégidus apolaires étant moins solvatés en
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milieu deutéré, les microsphéres ont probablememdance a s’agréger au travers
d’interactions hydrophobes. La qualité de la susfpenobtenue dans un tampon deutéré ne
peut étre améliorée, ces agrégats sont préseritpigusoit le pD.

Un pD denviron 7.9 a finalement été choisi pouwndiaser la formation de
microspheres de diamétre supérieur a 1 um.

Comme expliqué dans le paragraphe 111-2.2.1 (Fig##A), nous avons également
choisi de travailler dans un tampon de faible foimsique (10 mM Tris) et a 0.5 mM de
protéine totale pour augmenter la proportion degmes assemblées et ainsi s’affranchir au
maximum du signal des protéines en solution. Dassconditions, 75 a 80% des protéines
totales sont assemblées en microspheres.

D’autre part, I'abaissement de la force ioniquesesiceptible d’affecter la stabilité de
'apo a-lactalbumine (Griko and Remeta 1999) Nous avons donc évalué son état

conformationnel dans un tampon de faible forceqoaien fonction de la température.

2.3.2. Influence de la température et de la force ioniquseur les structures secondaire

et tertiaire de I'apo a-lactaloumine

L’état conformationnel de I'apa-lactalbumine a été évalué en réalisant des mesures
de dichroisme circulaire dans I'UV lointain et I'Upoche pour caractériser respectivement
ses structures secondaire et tertiaire. Cette étlalgpas été réalisée pour le lysozyme car
celui-ci est stable dans les conditions étudiées.

Les spectres obtenus dans 10 mM Tris a 20°C et 46~Creprésentés en Figure 2-9.
Les spectres obtenus pour I'apdactalbumine a pH 7.5 ont été comparés a ceuxhdéol
a-lactalbumine a pH 7.5 et du « molten globule »Ha2 En effet ces deux protéines sont

considérées comme des références puisque lewoéifarmationnel est connu.

A 20 et 45°C, les spectres de la forme holo dddttalbumine sont caractérisés par
un minimum d’ellipticité a 208 nm dans I'UV lointaket par la présence d’un signal négatif a
270 nm dans I'UV proche. Ces deux signaux sonteasmment représentatifs d'une
protéine contenant majoritairement des hélicest présentant une structure tertiaire stable;

I'holo a-lactalbumine est dans sa conformation native.
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Inversement, quelque soit la température, les sggede I'apou-lactalbumine a pH 2
sont caractérisés par une diminution des elligticét 208 nm et I'absence de signal dans I'UV
proche. En effet I'apa-lactalbumine a pH 2 est dans son état molten dgolowi est
caractérisé par la présence de structure seconefalfe@bsence de structure tertiaire stable
(Kuwajima 1996; Bushmarina et al. 2006)
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Figure 2-9: Spectres de dichroismes circulaires dans 'UVtiom(A et C) et dans 'UV

proche (B et D) pour des solutions a 14 uM préparées dans 10 mM-HTI : holo
a-lactalbumine a pH 7.5 (noir), apelactalboumine a pH 7.5 (bleu) et apdactalbumine a
pH 2 (rouge) a 20°C (trait plein) et a 45°C (tdigcontinu).

A 20°C, l'apoo-lactalbumine a pH 7.5 présente une structure skt proche de
'holo a-lactalbumine (Figure 2-9A) et une ellipticité dahidV proche deux fois moins
importante (Figure 2-9B). Cette différence indiqyee la diminution de la force ionique
induit des modifications de structure tertiairel'dpo a-lactaloumine. En effet, lorsque I'apo
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a-lactalbumine est dans sa conformation nativeigeas dans I'UV proche est seulement 1.2
fois inférieur a la forme holo, d'apres les résslitabtenus a 20°C dans un tampon de force
ionique dix fois plus élevée (100 mM Tris-HGBushmarina et al. 2006)Il a également été
montré que les signaux dans I'UV proche de I'apbhelo a-lactalbumine sont semblables a
10°C dans un tampon a 39 mM de force ioniNgen 2009) Enfin, les expériences RMN
présentées précédemment a 20°C et 39 mM de fordgu® ont montré que l'apo-
lactalbumine posséde une structure tertiaire stalglette force ionique intermédiaire (spectre
résolu caractéristique de sa conformation natigeiiei 1-5B).

La protéine n’est donc pas dans sa conformatioivena@t 20°C dans un tampon de
faible force ionique (10 mM Tris-HCI) mais dans érat partiellement déplié. Ces résultats
sont en adéquation avec ceux précédemment obt@rko and Remeta 1999)une
diminution de la force ionique augmente la flextBilde la structure tertiaire de I'ape
lactalbumine. Cet état intermédiaire n’est probaiglet pas réellement peuplé mais
correspond a un équilibre entre la conformatioriveagt I'état molten globule de I'ape
lactalbumine.

A 45°C, ces modifications sont plus importanteslagempérature est supérieure a la
température de dénaturation de l'apdactalbumine. En effet, une augmentation de la
température de 20 a 45°C diminue son ellipticit208 nm et réduit son signal dans 'uv
proche d'un facteur 4 par rapport a la forme hdtgire 2-9D). A 45°C, les structures
secondaire et tertiaire de I'apoelactalbumine a pH 7.5 sont alors comparables kEscelu
« molten globule » stabilisé a pH acide. Des tasilsimilaires ont été obtenus dans un

tampon a 39 mM de force ioniq{idigen 2009)

En conclusion, I'abaissement de la force ioniquduitéla stabilité de I'apoa-
lactalbumine puisque celle-ci est dans un étatigii@ment déplié a 20°C. D’autre part elle
adopte sa conformation molten globule lorsque i@ptrature est supérieure a sa température
de dénaturation.

Lorsque I'apou-lactalbumine est dans sa conformation native assemblage avec le
lysozyme résulte en des agrégats amorphes a 26f€aqle des microspheres sont obtenues a
45°C lorsqu’elle est dans son état molten glolfdligen et al. 2007)A faible force ionique,
'apo o-lactalboumine a 20°C étant dans un état partiellentgplié qui correspond a un

équilibre entre protéine native et molten globuleus avons testé sa capacité a former des
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objets ordonnés avec le lysozyme. Les observapansnicroscopie optique des suspensions

obtenues par incubation prolongée a températuréaatebsont présentées en Figure 2-10.

Figure 2-10: Observations au microscope optique d’'une susperisinée par incubation a
20°C pendant 20(A), 3h (B) et 24h(C) d’'un mélange équimolaire d’apelactalbumine et
de lysozyme a 0.5 mM dans 10 mM Tris-HCI pH 7.5bkare d’échelle correspond a 20 pm.

Quelque soit le temps d'incubation & températurebiante, seuls des agrégats
amorphes sont formés. L’état partiellement dépid’apo a-lactalbumine n’est donc pas un
facteur suffisant pour permettre son assemblage dwelysozyme en objets ordonnés
sphériques.

Cependant est-ce la présence d’agactalbumine sous sa forme native qui empéche
'organisation des objets supramoléculaires en asfghéres ou est-ce un effet propre de la
température ?

Puisque l'augmentation de la température impliggeleément la conversion totale de
I'apo a-lactalbumine dans son état « molten globule »sm@ipouvons pas discriminer entre
ces deux facteurs. Cependant, ces résultats monttemement que la stabilisation de
I' a-lactalbumine dans sa conformation « molten globudt 'augmentation de la température

sont essentielles a la formation d’objets supranuééres ordonnés.

2.3.3. Structure secondaire des protéines assemblées ercrospheres

Les éventuelles modifications de structure secoaddes protéines assemblées en
microspheres ont été étudiées par spectroscoparonie. Les changements structuraux ont
été quantifiés par comparaison de la structurerskire des protéines assemblées avec celle
des protéines individuelles.
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La Figure 2-11A représente les spectres infraroopésnus a 20°C pour les protéines
a 0.5 mM en solution pure dans 10 mM Tris-HGIZDa pD 7.9. La Figure 2-11B compare le
spectre construit (spectre du lysozyme + 0.94 speqioa-lactalbumine, afin de s’afranchir
des différences d’absorbance & 1650'cdues & des concentrations légérement différetetes
0.5 mM) au spectre obtenu a 20°C pour une susperd#omicrospheres, préalablement
obtenue par incubation a 45°C d'un mélange équimeold’'apo o-lactalbumine et de
lysozyme a 0.5 mM.
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Figure 2-11: Spectres infrarouge (mode ATR) obtenus a 20°C plasr solutions pures a
0.5 mM dans 10 mM Tris-HCI/AD pD 7.9 d’apar-lactalbumine (vert) et de lysozyme (bleu)
(A) et d’'une suspension de sphéres a 0.5 mM de pedtéiale (noir)B). Le spectre construit
(o-lactalbumine+lysozyme) est tracé en rouge.

Le maximum d’absorption de la bande amide | estési 1641 ci pour I'apo
a-lactalbumine et & 1650 chpour le lysozyme. La bande située a 1450 @st la bande
amide II' correspondant aux vibrations des groupgme@mides deutérés. La bande vers
1580 cn* est caractéristique des groupements carbonylesttses latérales des résidus
aspartates et glutamates. Les bandes amides | etiresgnfrarouge de la suspension de
microsphéres et du spectre construit présententarimum d’absorption & 1643 €m

illustrant la contribution de chacune des protésgsle signal.

Le spectre de différence (Figure 2-12B) permetaBatuer les éventuelles différences
entre les spectres de la suspension de microspéieleespectre construit (Figure 2-12A). Les
composantes contenues dans les bandes amideselsdi#enx spectres ont été séparées en

calculant leur dérivée seconde et leur déconvolageésentées en Figures 2-12C et D.
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Figure 2-12: A: Spectres infrarouge (mode ATR) de la suspensiorspteres (noir) et
spectre construit (0.9d-lactalbumine+lysozyme) (rougd}.: Spectre de différence (spectre
suspension de spheres — 0.98 spectre constuitDérivées secondes Bt: déconvoluées
des spectres.

La comparaison des dérivées de spectres (FiguC24ie montre pas de différence
significative. En effet, seule la position des pivdgatifs renseigne sur la présence ou
I'absence de structures secondaires, indépendamadeetgur intensité. Le pic & 1640 ¢m
correspond aux régions non structurées (n.s), &h60 crit aux hélices:, ceux a 1630 et
1680 cni aux brinsp, respectivement en conformation paralléle et ardifide et la bande
comprise entre 1680 et 1670 ¢rmorrespond aux coudes.

La comparaison des spectres déconvolués (Figugb2+ie montre pas de différence
significative. Seule une légére augmentation dealade située vers 1630 ¢rast observée
sur le spectre de différence (Figure 2-12B). Cellpeurrait étre caractéristique de feuillgts
non natifs(Troullier et al. 2000)mais du fait de faible rapport signal/bruit, naespouvons
pas affirmer la formation de feuillefisintermoléculaires. L'apparition de feuillgishon natifs

n’est cependant pas exclue.
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Alors que la formation d'objets supramoléculairésuitant de I'assemblage d’une
protéine partiellement dépliée implique généralemdas modifications de structures
secondaires, telles que la formation de feuillptdntermoléculaires, la conversion de
structures secondaires natives en structures saicesdon natives n’a pas été observée dans
le cas de I'assemblage de I'apdactalbumine et du lysozyme en microsphéres. ka&bion
de ces objets ne semble donc pas impliquer de ehaargs drastiques de structure secondaire
des protéines.

2.4. Conclusions du Chapitre 2 et perspectives

Les travaux présentés dans ce chapitre visaierdractériser les interactions entre

protéines assemblées au sein des microspheres.

La méthode des cinétiques d’échange hydrogénefileutér’'a pas été appliquée a
notre systéme car I'équilibre thermodynamique elgseprotéines en solution et les protéines
assemblées complexifient considérablement le systEétude.

Cependant, les expériences réalisées dans le btilisgr cette méthode nous ont
apporté des informations intéressantes quant &ahili®® du systeme. En effet nous avons
montré que la dilution des microspheres dans upaandeutéré résultait en une libération en
solution de protéines assemblées. L’'agrégation ndiesospheres est également favorisée
lorsque celles-ci sont obtenues dans un tamporédeuta balance de force régissant leur
stabilité semble donc perturbée en milieu deutéréles interactions hydrophobes sont
favorisées. L'implication de forces hydrophobegyalément été mise en évidence puisque la
déstabilisation des microspheres n’est pas compfates augmentation de la force ionique du
milieu. Seul I'abaissement du pH en dessous de pierghet de recouvrir I'ensemble des
protéines en solution ; dans ces conditions leslséms électrostatiques entre les protéines
chargées positivement sont donc probablement pd&pantes sur les interactions
hydrophobes.

Nous avons mis en évidence l'effet de la diminutdm la force ionique sur I'état
conformationnel de I'apo-lactalbumine. En effet, la transition vers sort é@alten globule
est observée a température ambiante lorsque la imnque du solvant est inférieure a 8 mM.

Nous avons également montré que lorsque le « magltebule » n’est que partiellement
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peuplé, seuls des objets supramoléculaires nomopégosont obtenus. Nous avons ainsi mis
en évidence que la stabilisation de I'état « molgabule » et l'augmentation de la
température sont indispensables a la formatiomde®sphéres.

Alors que des modifications de structure secondztment attendues puisque I'un des
partenaires impliqués dans la formation des midresgs est dans un état partiellement
déplié, les protéines assemblées en microsphépeésentent pas de modification drastique
de structure secondaire. La formation de feuilfetson natifs n’est cependant pas exclue.
Pour mettre en évidence la formation de feuilRiatermoléculaires, il serait intéressant de
mesurer la fluorescence de la thioflavine en préseate microsphéres ou d'observer une
suspension sous lumiere polarisée en présencaide omngo. En effet la thioflavine est une
sonde fluorescente connue pour se fixer spécifigumenaux feuilletsp intermoléculaires
(Krebs et al. 2005¢t les fibres amyloides présente une biréfringesgcee du rouge congo
(Nilsson 2004; Chiti and Dobson 2006)

D’autre part, I'installation infrarouge utilisée permet pas de travailler a 45°C. Si des
changements sont réversibles par abaissement tdenfg@rature ils ne peuvent étre détectés
lorsque les microspheres sont étudiées a 20°C. d3sagis ont été réalisés a l'aide d’'un
spectromeétre infrarouge opérant en mode transmisstoéquipé d’'un porte échantillon
thermostaté (voir paragraphe [I-2.7.3). Cependast résultats obtenus ne nous ont pas
convaincus de la faisabilité de cette expériencdacaensibilité des mesures est limitée dans
nos conditions d’étude (0.5 mM de concentratioraleoten protéines). La concentration
optimale utilisée en infrarouge est 1.5 mM mais edtec concentration, la suspension de
microsphéres est de qualité médiocre car elle eontle nombreux agrégats de microsphéres.
C’est pourquoi 'ensemble des mesures a été réatisaode réflexion offrant une plus grande
sensibilité. Cependant, il serait intéressant deroduire ces mesures en utilisant une
installation en mode réflexion permettant un cdeten température ou en étudiant en mode
transmission une suspension de microspheres pesparéoncentration élevée en protéine,

malgré la présence d’agrégats.

Afin d’obtenir des informations quant a l'organisat des protéines au sein des
microspheres, nous pouvons envisager la cristadlisales microsphéres. Leur formation et
leur stabilité étant gouvernée par une balance fmere forces de faible énergie,
I'établissement des conditions de cristallisatiegue de demander un travail considérable.

Une approche alternative envisageable est I'utiisades méthodes de variation de contraste
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fondées sur la diffusion des neutrons qui permettentravailler en milieu liquide. Cette

approche nécessite cependant de produire des mastdiecombinantes uniformément
marquée par du deutérium. En effet, les propriétéstroniques de I'hydrogéne et du
deutérium sont tres différentes et permettent de faressortir » une des deux protéines
assemblées et ainsi d’étudier les conformations adfes-ci au sein des microspheres
(Bonnet et al. 2008) Cette technique permet également d’identifier fesuvements des

protéines dans une gamme temporelle dé®®0a 10 s. Ainsi nous pourrions évaluer la
dynamique des protéines au sein des microsphérest. tout de méme important de préciser
gue cette approche est tres onéreuse car la prodwig protéines enrichies en deutérium

nécessite la mise en culture de bactérie dans lisundieutéré.
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3. Cinétiques et mécanismes d’assemblage

Les travaux réalisés précédemment au laboratoitemim en évidence l'effet de la
température sur la morphologie des objets supramlaliges formés par assemblage de I'apo
a-lactalbumine et du lysozym@ligen et al. 2007)i.e. des agrégats amorphes a 25°C et des
microspheres a 45°C. Afin d’expliquer ces obseoraj nous avons étudié le mécanisme
d’assemblage de ces deux protéines entre I'éctieiedimeres caractérisés dans le chapitre 1
et les objets supramoléculaires observés par dbsitpies microscopiques. Le mécanisme
d’assemblage a été établi en caractérisant lesiquies d’assemblage par des expériences de

diffusion de lumiere.

Les travaux présentés dans ce chapitre visentoldép aux questions suivantes :
0 Quelles sont les étapes intermédiaires du mécard&msseemblage, comprises entre la
formation des hétérodimeres et les objets micrameds ?
0 A quelle(s) étape(s) intervient la température pauformation d’agrégats amorphes

ou de microsphéres a I'’échelle microscopique ?

Apres avoir rappelé les informations apportéeslaatiffusion de la lumiére, nous
présenterons les travaux visant a établir les ¢@mdi physicochimiques permettant de
ralentir les cinétiques d’assemblage. Pour ce,fdies mesures multi-angles ont été réalisées
en variant les parametres physico-chimiques infiaah la réaction d’assemblage : la
température d’'incubation, la concentration totalgmtéines et la force ionique du milieu.

A partir des résultats obtenus, la réaction de &ion des particules a ensuite été
suivie par des mesures en temps réel a un seut,aafjh de caractériser I'évolution de la
vitesse de croissance des particules et de leonraydrodynamique au cours du temps selon
les conditions physico-chimiques du milieu. Cesdt seront présentés sous la forme d’un
projet de publication. lls ont été réalisés enatmiration avec Taco Nicolai du laboratoire des
polyméres, colloides et interfaces de I'UniversitéMaine, Le Mans.
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3.1. Caractérisation des assemblages protéiques par difion de lumiére

Lorsque de la lumiére passe au travers d'une solutolloidale, une partie de cette
lumiére est diffusée. Les mesures de diffusioricgiatde la lumiére analysent l'intensité de la
lumiere diffusée alors que les mesures de diffusipmamique de la lumiere analysent les
fluctuations temporelles de celle-ci dues au mower@rbrownien des particules. La diffusion
de lumiére permet d’'obtenir des informations motpbigues, telles que la masse molaire
apparente, le rayon de girationg{Rla structure interne des particules ainsi que fayon
hydrodynamique (B (Murphy 1997) C’est une technique largement utilisée pour étuldi
composition et la stabilité de suspensions colle&laA titre d’exemple, la diffusion de
lumiére permet de caractériser les systemes callsiditilisés en pharmacologie pour le
transport et la libération contrélés de moléculesittives(Villari and Micali 2008) ainsi que
les mécanismes de polymérisation induisant uneratépa de phas€Croguennoc et al.
2001; Maugey et al. 2001; Baussay et al. 2006)

La diffusion statique de la lumiere mesure linteéhsde lumiere diffusée,
I=K.C.M.P(q).S(q), qui est proportionnelle a la concermraen protéines (C) et a la masse
molaire (M,) des objets formés et dépend également du fadtestructure de la suspension
(S(q)) et du facteur de forme (P(q)) des particajesrenseigne sur la taille et la structure
interne des particules. K est une constante optiquectéristique du systéme d’étude.

L’augmentation de l'intensité de lumiére illustr@euaugmentation de la quantité
d’interface et donc la formation de particules. laiieu dilué, le facteur de structure de la
suspension est égal a 1 car il n'y a pas d’'interfées dues aux interactions entre particules.
L’intensité mesurée reflete donc l'intensité diffespar chaque particule indépendamment.
Dans ces conditions, le facteur de forme est obpanwles mesures multi-angles de la lumiére
diffusée. L'intensité de lumiére diffusée (I/KC)tesprésentée en fonction du vecteur d’'onde
(g=4rn.nssin®/2)/\, avec g l'indice de réfraction du milieuw) I'angle d’observation ek la
longueur d’onde de la source lumineuse). L'invetgevecteur d’'onde renseigne sur I'échelle
d’observation ; les mesures multi-angles de la éwenidiffusée permettent d’observer des
particules de taille (rayon de giration) comprisg¢re 40 et 400 nm. Différents domaines sont
définis sur les dépendances angulaires de l'interkffusée (explications détaillées dans le

paragraphe 11-2.10.1). Aux petits angles, on a gRdlL et le facteur de forme est égal a 1.
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L’extrapolation de I'intensité diffusée lorsque>) permet alors d’accéder a la masse molaire
apparente (M) des particules. Aux grands angles, on a g.Rg =t [lintensité de lumiere

renseigne sur la proportion de protéines agrégées que sur la structure interne des
particules. Le facteur de forme des particules azstessible lorsque que la dépendance

angulaire est linéaire.

La diffusion dynamique de la lumiére permet d’olteme distribution en taille des
solutions colloidales contenant des particules denla 1 um. L’étude des fluctuations de
lintensité diffusée a un angle donné permet d’decéau rayon hydrodynamique pjRles
particules. Celui-ci est déterminé par I'analyselaldonction caractérisant la relaxation de
I'intensité de la lumiére diffusg®obbmann et al. 2007)

La diffusion de lumiere a été choisie pour étudigeréaction d’assemblage de I'apo
a-lactalbumine et du lysozyme car cette techniqa@a&diculierement adéquate pour suivre la
formation de particules sub-micrométriques. D’uaet pc’est une technique non invasive qui
permet d’étudier les particules directement entgwiu Ceci est un avantage certain comparée
a la résonance plasmonique de surface qui néceabsitenobiliser les particules sur une
surface adéquate ou encore a la microscopie étégtr® & balayage qui caractérise les
particules aprés évaporation du solvant. En effsttmitements peuvent altérer les particules.
D’autre part, la combinaison des mesures de ddfusitatique et dynamique de la lumiére
permet d’étudier des particules de taille compes&re 1 nm a im. Nous pouvons ainsi
observer les particules de taille intermédiaireeetds protéines monomériques en solution et

les objets supramoléculaires de plusieurs microns.
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3.2. Intensité de la lumiere diffusée en fonction des aditions physico-

chimiques

La taille des particules formées et la proportienptdotéines agrégées par assemblage
de l'apo a-lactalbumine et du lysozyme dépendent des comditiphysico-chimiques du
milieu. Cette partie présente les résultats obtgrarsdes mesures multi-angles en faisant
varier la température d’incubation, la concentratiotale en protéines et la force ionique du
milieu. L’ensemble des mesures a été réalisé apseminutes d’'incubation de mélanges
éguimolaires de solutions protéiques préparées dasstampons a pH 7.5, c'est-a-dire au
pH optimal pour la compensation des charges (lagehaette de di-lactalbumine est -7 et la
charge nette du lysozyme est +7).

Les résultats sont présentés sous la forme de dapees angulaires, représentant
I/IKC en fonction du vecteur d’onde . Les informoas obtenues sont essentiellement
gualitatives car la masse molaire apparente descylas formées n'a pu étre calculée. En
effet la proportion de protéines assemblées danmidtiples conditions utilisées n’a pas été

déterminée.

3.2.1. Deépendances angulaires en fonction de la températid’incubation

L’évolution de l'intensité du signal en fonction thetempérature d’incubation a été
mesurée en incubant des mélanges équimolaireset 0.2 mM de protéine totale et 39 mM
de force ionique pendant 15 min a des températumesprises entre 25 et 45°C. Les mesures
ont été réalisées apres dilution des suspensi@dn8lamM de protéine totale pour éviter les
phénomeénes d’interactions entre particules (S(ggt$jopper la croissance des particules. La

Figure 3-1 présente les dépendances angulaireobiesues.
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Figure 3-1: Dépendances angulaires en fonction de la tempéradlincubation. Les
suspensions ont été obtenues aprés 15 min d’inonbd¢ mélanges équimolaires a 0.2 mM
(symboles blancs) et 0.1 mM (symboles noirs) decentration totale en protéines dans un
tampon de force ionique égale a 39 mM. Les mesumegté réalisées a 20°C apres dilution
des mélanges a 0.01 mM. La droite représentée pamnte égale a -4.

Dans la gamme de température étudiée, celle-cientle pas avoir d’'effet sur la
formation des objets observés par diffusion de éuweni En effet, pour une concentration

donnée, les dépendances angulaires obtenues &trextiés températures sont comparables.

La dépendance angulaire est linéaire et proporéibea ¢ aprés 15 min d’incubation
a 0.2 mM de concentration totale en protéines.eCefippendance est caractéristique d’une
suspension monodisperse de particules présentanstmncture interne homogéne (densité
homogene) et une surface lig€&roguennoc et al. 2001)Cette dépendance est observée a
tous les angles, signifiant que la structure irdetles particules est homogene jusqu’a une
taille inférieure limite de 40 nm {ocorrespondant au plus grand angle d’observation).

Ces résultats nous indiquent donc que les suspeneimtenues a 0.2 mM de protéine
totale et 39 mM de force ionique sont composéesesad5 minutes d’incubation, de
particules sphériques monodisperses présentanstcuneture interne homogene quelque soit
la température.

L'intensité diffusée par les mélanges a 0.1 mM alecentration totale en protéines est
plus faible et les dépendances angulaires obtemeis®nt pas linéaires. Nous nous sommes
donc ensuite intéressés a linfluence de la comagonh en protéine totale sur la qualité de la

suspension obtenue apres 15 minutes d’incubation.
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3.2.2. Deépendances angulaires en fonction de la concenti@

Des mélanges équimolaires de concentrations totalggotéine comprises entre 0.05
et 0.2 mM dans un tampon de force ionique égal@ &8 ont été incubés 15 min a 45°C et
25°C. La Figure 3-2 montre les dépendances angslaobtenues aprés dilution des

échantillons a 0.01 mM.
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Figure 3-2 : Dépendances angulaires en fonction de la condemtrtale en protéines (0.2,
0.15, 0.1, 0.05 mM) obtenues apres 15 minutes ukiatton de mélanges équimolaires a 25°C
(symboles blancs) et 45°C (symboles noirs) dantampon a 39 mM de force ionique. Les
mesures ont été réalisées a 20°C aprés dilutionntiganges a 0.01 mM. Les droites
représentées ont une pente égale a -4.

L’augmentation de I'intensité diffusée pour desaantrations croissantes en protéines
traduit 'augmentation de la quantité d’'interfaagech la formation de particules. L'intensité
de lumiére diffusée augmente a tous les anglegjgeeioit la température. La proportion de
protéines assemblées et la taille des particulesnéles augmentent donc pour des
concentrations croissantes en protéines. Ces aésont en adéquation avec ceux publiés

préecédemmer(Nigen et al. 2007)

La diffusion de lumiere apporte cependant des médions supplémentaires quand a
la qualité de la suspension formée. En effet, [peddance angulaire linéaire proportionnelle a
q”, caractéristique d'une suspension de particulbgrigues monodisperses présentant une

structure interne homogéne, n’est observée que gericoncentrations supérieures ou égales
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a 0.2mM a 25°C et 45°C. En effet, compte tenu réssltats présentés précédemment en
fonction de la température, les différences obsniéi pour une méme concentration aux

deux températures ne sont pas significatives.

Des mesures de diffusion dynamique de la lumietgpermis de quantifier I'évolution
du rayon hydrodynamique (Rdes objets formés en fonction de la concentrgfagure 3-3).
La limite haute de détection se situe vergnl Les valeurs représentées pour une
concentration donnée sont une moyenne des valeur®, ¢alculées a chaque angle. La
précision des valeurs obtenues par cette méthoteretstivement faible (£ 100 nm).
Néanmoins, les résultats illustrent I'augmentatibnrayon hydrodynamique des particules
avec une concentration croissante en protéineetotgbrés 15 minutes d’incubation, des
particules d’environ 200 nm sont obtenues a 0.05 etNeur rayon est supérieur a 800 nm

lorsque la concentration est de 0.2 mM. Cette éwwllest comparable a 25 et 45 °C.
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Figure 3-3 : Evolution du rayon hydrodynamiquejRles particules formées en fonction de
la concentration totale en protéines (C) pour déknges équimolaires incubés 15 minutes a
25°C (blanc) et 45°C (noir).

Ces résultats semblent donc indiquer que des éttgamédiaires du mécanisme
peuvent étre identifiés en diminuant la concerdratiotale en protéines. En effet une
concentration totale en protéines inférieure an@\2 permet de diminuer la taille des
particules formées et de ralentir la formation @&wuspension monodisperse de particules

homogeénes.
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3.2.3. Stabilité des échantillons apres dilution

Les mesures présentées précédemment ont été eSadigees dilution des suspensions
en supposant que la dilution permette de stoppeollution du systeme. Nous avons Vérifié la
validité de cette hypothése en réalisant des mesym&s incubation prolongée a température
ambiante des suspensions diluées. La Figure 3-4pa@mles dépendances angulaires
obtenues, pour des mélanges équimolaires a 0.1%lenptotéine totale incubés 15 minutes a
45 et 25°C dans un tampon a 39 mM de force ionijuste apres dilution a 0.01 mM de
protéine totale et aprés plusieurs heures a plissjeurs d’'incubation a température ambiante.
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Figure 3-4 : Dépendances angulaires de l'intensité diffuséedesr mélanges équimolaires
(0.15 mM de protéine totale) incubés 15 min a 2f@nboles blancs) et 45°C (symboles
noirs) apres dilution a 0.01 mM (cercles) et indidraa température ambiante pendant (3 h,
24 h et 48 h). Les mesures ont été réalisées a. 2@%Cdroites représentées ont une pente
€gale a -2 et -4.

Aprés dilution et incubation a température ambialitetensité de lumiére diffusée
diminue a tous les angles. La diminution d’intéhsnesurée n’est pas due a la sédimentation
des particules car le signal obtenu apres homosgitign des suspensions était comparable.
Par conséquent, la proportion de protéines assesd€ la masse molaire apparente des
particules diminuent. La dilution semble donc eingaune libération en solution de protéines

assemblées.
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En effet, la dépendance angulaire initiale &(@pservée a 45°C), est perdue au cours
du temps, ce qui illustre une diminution de la d&ndes particule¢Baussay et al. 2006)
Leur structure interne n’est plus homogéne. Apkes A'incubation a température ambiante,
les dépendances angulaires des échantillons peep&®°C, sont linéaires et proportionnelles
a ¢°>. Cette dépendance est caractéristique d’agrélgstomes(Croguennoc et al. 2001).a
suspension obtenue par incubation a 45°C sembkrdéwgnt plus stable aprés dilution
puisque la dépendance el mest pas parfaitement atteinte aprés deux jolinsubation.
Cependant des mesures reéalisées apres dilutiomcebdtion a température ambiante
d’échantillons préparés a des températures intaainésl n'ont pas montré de différence
significative de stabilité. Les différences obsewvéci entre 25 et 45°C ne sont donc pas

significatives.

D’autre part, I'estimation du rayon hydrodynamiqdes particules aprés dilution
montre que celui-ci est relativement constant awrsalu temps (Figure 3-5), les variations
observées sont dans la gamme d’erreur (+ 100 nm)tallle des particules semble donc

constante apres dilution.
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Figure 3-5 : Evolution du rayon hydrodynamique (Rh) des paltisdformées a 25°C (blanc)
et 45°C (noir) en fonction du temps d’incubatiorietnpérature ambiante apres dilution a
0.01 mM de protéine totale.
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Puisque le rayon hydrodynamique des particulescasstant alors que leur masse
molaire apparente diminue, la dilution des susmersssemble donc entrainer une altération
des particules par libération en solution de pnatgiassemblées provenant de l'intérieur des

particules plutdt qu’une érosion des particulep@rphérie.

Ces résultats sont comparables & ceux obtenus derm@ogéent par microscopie
électronique a transmission (Figure 3-6) lors dddsatabilisation des microsphéres par ajout
de calcium.(Nigen et al. 201Q) En effet, la densité des microsphéres est altéet la
périphérie vers le centre mettant en évidence uipération de protéines assemblées.
Cependant une couronne de protéines assembléesesétngbconservée. |l serait intéressant
de suivre cette réaction par diffusion de lumieoeirpconfirmer la diminution d’'intensité de

lumiere diffusée combinée a un rayon hydrodynamiprestant.

5pum . 0.5 um

Figure 3-6 : Observations par microscopie optique des micragsh@btenues a 0.2 mM en
concentration totale en protéines dans 30 mM T@-¢bntenant 15 mM NaCl, pH 7.5 apres
30 minutes d’incubation a 45°C) aprés ajout deniM CaC} et incubation 15 minutes a
45°C.(Nigen et al. 2010)

En conclusion, la dilution des échantillons perndet stopper la croissance des
particules sur un temps court mais provoque unthbifisation partielle des particules sur des
temps plus long (heures) par libération en soluderprotéines provenant de l'intérieur des

particules.
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3.2.4. Deépendances angulaires en fonction de la force i@uie

A pH 7.5, la force ionique du milieu est probablemie parameétre physico-chimique
le plus important dans la formation des objets ques ceux-ci résultent d’interactions
électrostatiques entre l'apa-lactalbumine et le lysozyme. C’est pourquoi now®nes
également mesure l'intensité de lumiere diffusééaeant varier la force ionique autour de la

force ionique standard (39 mM) (Figure 3-7).
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Figure 3-7 : Dépendances angulaires en fonction de la forcejuendu milieu (8, 39, 54,
124 mM) obtenues aprés 15 minutes d’incubation éeamnges équimolaires a 0.15 mM de
protéine totale a 25°C (symboles blancs) et 45%@nk®les noirs). Les mesures ont été
réalisées a 20°C aprés dilution des mélanges a1 Les droites représentées ont une
pente égale a -4.

Apres 15 minutes d’incubation, l'intensité diffusdéieninue a tous les angles pour des
forces ioniques croissantes, ce qui signifie quealdle des particules et la quantité de
protéines assemblées diminuent lorsque la forceuenaugmente. Ces résultats sont en
adéquation avec ceux précédemment obtéNigen et al. 2009)En effet une force ionique
élevée écrante les charges portées a la surfacproisnes et réduit donc les interactions
électrostatiques attractives. A nouveau, les sigrdaienus par incubation a 25 et 45 °C sont

comparables.
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Pour savoir si I'intensité de lumiere diffusée end la quantité de particules formées
augmentent au cours du temps, des échantillona®@ des forces ioniques supérieures a
39 mM ont été incubés a 45°C pendant plusieurseseuca Figure 3-8 compare les
dépendances angulaires obtenues suite a cetteatimulprolongée a celle mesurée apres 15
minutes d’incubation. Dans ce cas les mesuresténédlisées sans dilution des échantillons.
En effet 'augmentation de la force ionique perrdetlimiter I'assemblage a 0.15 mM de
protéine totale et les interactions inter-partisident négligeables (S(q)= 1).

10°

45 mM

104
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Figure 3-8 : Dépendances angulaires en fonction de la forciguendu milieu (45, 50, 60,
70 mM) obtenues aprés 15 minutes d’incubation £4% mélanges équimolaires a 0.15 mM
de protéine totale (symboles noirs) et aprés 8,et,7 h d’'incubation a 45°C des échantillons
de force ionique respectivement égale a 45, 507/@MM (symboles rouge). Les mesures ont
éte réalisées a 45°C sans dilution. La droite sspr&e a une pente égale a -4.

Les résultats obtenus montrent que le méme état &st obtenu. En effet apres
plusieurs heures d’incubation a 45°C, les courkesuperposent et montrent une dépendance
en g, ce qui signifie que toutes les suspensions obteraont constituées de particules
homogeénes.

L’augmentation de la force ionique permet donc é&ltuire la proportion de protéines

assemblées mais également de ralentir la formdemuspensions de particules homogenes.
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En définitive, les parameétres permettant de ralesignificativement la réaction de
formation sont la concentration en protéine (failde la force ionique du milieu (élevée).
L'effet de la température sur le facteur de fornes garticules observées par diffusion de
lumiére est négligeable dans la gamme étudiée. datudes en temps rédir{icle 2) ont
éte réalisées en mesurant l'intensité de lumiéifasdie a un angle fixe, 20° qui correspond a
g= 4.6*10° nm*, en faisant varier la concentration totale en énas (0.02-0.2 mM) et la
force ionique du milieu dans une gamme s’échelondanl5 a 70 mM. Les mesures aux
faibles forces ioniques ont été réalisées en atitisles faibles concentrations en protéine pour
limiter la taille des particules formées. Les tnawaprésentés ont également permis de
caractériser davantage l'influence de la tempéeagur la vitesse de croissance des particules
et la morphologie des objets formés.

3.3. Résumé détaillé de l'article 2

Les mesures d’'intensité de la lumiéere diffuséeiséabk en temps réel ont permis de
calculer la vitesse de croissance des particuleforction de la concentration totale en
protéines et de la force ionique.

Quelques soient les conditions utilisées, lintehgle lumiere diffusée augmente
linéairement avec le temps d’incubation puis stdgregue les particules atteignent une taille
supérieure a l'inverse du vecteur d’ondg.¢R>>1 avec g ~ 200 nm) du fait d'interférences
entre sous-unités des particules. L’intensité atétidu mélange est supérieure a l'intensité
théorique calculée a partir des intensités mesyéesdes solutions pures de protéines. Cette
observation illustre le caractére spontané de diaddage qui empéche I'observation de la
phase de nucléation.

La pente de la partie linéaire correspond a lasséede croissance des particules au
stade initial du mécanisme. Ainsi nous avons moqgtré la vitesse de croissance diminue
d’'un facteur 1000 lorsque la concentration dimiien facteur 10 ou que la force ionique
augmente d’un facteur 2. Ces relations sont corbpegsa 25 et 45°C. Par conséquent, cette
premiere étape de croissance des particules edpendante de la température. Le rayon
hydrodynamique augmente selon la racine cubiquiiaps, quelques soit la température et
le couple concentration/force ionique utiliséeqaghi 'augmentation linéaire de l'intensité de

1/3

lumiére au cours du temps et la dépendance du taydnodynamique selony,RJ t°, sont en
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faveur d’un processus d’agrégation ou les partgateissent par collision et fusion de petites
particules. La comparaison des résultats obtenes esux obtenus par modélisation d'un tel
processus limité par la diffusion (DLCA pour Diffas Limited Cluster Aggregation) des

particules, c'est-a-dire ou chaque collision méie fasion des particules, a montré que dans

ce systeme une collision sur dix menait a la fusiempetites particules.

Les valeurs de Robtenues par diffusion dynamique de la lumiérsar valides que
pour des valeurs inférieures a 1 um. Pour complétehelle d’observation, nous avons
utilisé la microscopie confoncale a balayage |d€#rSM). Les particules de petite taille,
identifiées par diffusion de lumiére comme des ipales sphériques monodisperses
présentant une structure interne homogéne (dépeadand’) ont été observées au début de
lincubation de mélange équimolaires a 25 et 43°@Gcubation prolongée mene comme
attendu a la formation d’agrégats amorphes a 25%laformation de microsphéres a 45°C.
Comme précédemment démonfidigen et al. 2007) nous avons également observé que
l'incubation a 45°C de la suspension d’agrégatsrahes (obtenus a 25°C) permet d’obtenir
les microsphéres. Il semble donc qu'a 25°C lesiqaels soient maintenues sous forme
d’agrégats par une force de résistance a la fusions que les microspheres formées a 45°C
par coalescence sont plus stables du fait d'unactésh de I'énergie libre de surface du

systéme.

L’ensemble des résultats obtenus nous a permis mpoger le mécanisme
d’assemblage suivant. Une proportion définie degimes forme des agrégats des le mélange.
Des particules monodisperses sphériques et homsgame ensuite formées par collision et
fusion de petites particules. Cette étape de @o@sest indépendante de la température dans
la gamme étudiée. Cependant, aprés plusieurs rsindliteeubation lorsque les particules ont
atteint une taille limite, le processus d'assemblage distingue selon la température
appliguée. Des agrégats amorphes sont formés ap°a@grégation de particules sphériques
homogenes alors que l'agrégation de celles-ci 8488t suivie de leur fusion et leur
réorganisation en objets sphériques de plus grimiltk: Bien que la résistance a la fusion soit
susceptible d’étre réduite par augmentation derg€rature, I'état conformationnel de I'apo
a-lactalbumine joue probablement un réle importameastade du mécanisme. En effet les
microsphéres ne sont obtenues qu'a 45°C lorsqueo ltelactalboumine adopte un état
« molten globule ». Cette conformation tres dynamigt flexible facilite probablement la

coalescence des particules et leur réorganisationierospheres.
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3.4. Article 2

Kinetics and Structure during Self-Assembly of Oppositely Charged
Proteins in Aqueous Solution
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ABSTRACT: Self-assembly in aqueous solution of two oppositely charged B0
globular proteins, hen egg white lysozyme (LYS) and bovine calcium- w
depleted ot-lactalbumin (apo 0-LA), was investigated at pH 7.5. The
aggregation rate of equimolar mixtures of the two proteins was determined 23 — / w
using static and dynamic light scattering as a function of the ionic strength

(15—70 mM) and protein concentration (0.28—2.8 g/L) at 25 and 45 °C. |

«-Lactalbumin

The morphology of formed supramolecular structures was observed by * _' B o -@® Ase
confocal laser scanning microscopy. When the two proteins are mixed, yomme l
small aggregates were formed rapidly that subsequently grew by collision e \

and fusion. The aggregation process led on larger length scales to irregularly . .
shaped flocs at 25 °C, but to monodisperse homogeneous spheres at 45 °C. xS

Both the initial rate of aggregation and the fraction of proteins that
associated decreased strongly with decreasing protein concentration or
increasing ionic strength but was independent of the temperature.

self-assembly process between two oppositely charged proteins

B INTRODUCTION

Self-assembling of proteins into various supramolecular struc-
tures (aggregates, fibres, nanotubes, spherulites, etc.) is a widespread
phenomenon in biological science.” * Understanding the mecha-
nism of protein assembly is important for applications in areas such
as pharmacy, food, and medicine. For instance, it could lead to an
extension of the use of protein in delivery systems® by a proper
control of the nature and the properties of the supramolecular
structures. The mechanism of formation of supramolecular struc-
tures and their shape depend on the type and balance of attractive
and repulsive interactions between proteins during the self-assembly
process.® Hence, they strongly depend on the physicochemical
conditions of the medium (pH, temperature, ionic strength, protein
concentration, etc.). Most studies in this field are focused on single
protein systems and often the objective is to elucidate the fibrillation
mechanism of proteins or peptides.” ” However, understanding
protein assembly involving more than one type of protein is also of
fundamental interest and can potentially lead to the elaboration of
protein assemblies with novel functionalities.'®

In previous studies, we investigated the self-assembly of two
oppositely charged globular proteins, hen egg white lysozyme
(LYS) and bovine calcium-depleted o-lactalbumin (apo o-LA),
in aqueous solution."’ ¢-LA and LYS are related proteins with
123 and 129 amino acid residues, respectively, for which about
40% of the amino acid sequence is the same and that have similar
three-dimensional structures containing four disulfide bonds.'?
However, they have a different biological function, different
stability, and widely different isoelectric points (pI). The apo
form of @-LA has a pl between 4 and S and a denaturation

A 7cd ACS Publlcatlons © XXXX American Chemical Society

temperature defined as the midpoint of the thermal transition
Tm of about 27 °C, while LYS is a basic protein with a pI value of
10.7 and a higher denaturation temperature with a T,, of about
74°C 1M Ar pH 7.5, the proteins have the same net charge, but
with opposite sign.

‘When mixed in an aqueous buffer at pH 7.5, these two proteins
can assemble into homogeneous spherical particles with a radius
of a few micrometers.'" It was shown that at the molecular level,
LYS and apo O-LA interact via electrostatic forces to form
heterodimers that are the building blocks for further self-assem-
bly into spherical particles."”> Major factors influencing the self-
assembly process between these two proteins are temperature
and ionic strength.“’16 The ability of both proteins to form
spherical particles, the rate of their formation as well as their final
size were found to be strongly dependent on the ionic strength of
the solution. Increasing the ionic strength reduced the ability of
the proteins to self-assemble and at high ionic strengths (Caatt >
124 mM) self-assembly between LYS and apo @-LA was no
longer observed. A similar effect of the ionic strength was
reported by Biesheuvel et al. for the self-assembly in mixtures
of oppositely charged native and modified lysozyme.'” The effect
is attributed to screening of the charges on the protein surfaces
that reduces the electrostatic attraction needed for protein self-
assembly.'® Interestingly, the temperature was shown to be a
crucial parameter that governs the final organization of the
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macromolecular structures formed by LYS and apo a-LA.
At 25 °C and lower temperatures, aggregates with irregular
shapes were formed, while monodisperse homogeneous sphe-
rical particles were formed at 45 °C. The latter contained the
same number of both proteins. Equimolar mixtures are optimal
for the formation of spherical particles, but they are also formed
in mixtures with different ratios of the two proteins.

To complete our previous work on this fascinating self-
assembly process, the purpose of the present study is to gain
more insight on the kinetics and involved mechanism. We report
here for the first time what happens between heterodimers and
macroscopic objects. To this end, light scattering techniques
were used to study the kinetics of the aggregation after mixing as
a function of the temperature, the ionic strength and the protein
concentration. The size of the aggregates was determined as a
function of time. We will show that the first step of the self-
assembly involves formation of small aggregates (nuclei) during
mixing that subsequently grow by a random aggregation process.
This step was independent of the temperature and is followed by
a temperature-dependent reorganization into different morphol-
ogies on length scales larger than a micrometer, which were
studied by confocal laser scanning microscopy (CLSM).

B MATERIALS AND METHODS

Materials. Commercial lysozyme (LYS) was purchased from Ovonor
and contained 95% of LYS and 3% of chloride ions. Holo t-LLA was
purified from bovine whey by ion exchange chromatography as reported
by Caussin et al'® The resulting powder contained 95% of holo o-LA.
Apo 0-LA was prepared by dialysis of a solution of holo 0-LA against
deionized water at pH 3 during 48 h at 4 °C using a dialysis membrane
(Spectrum Laboratories, U.S. and Canada) with a nominal cut off of
6—8000 Da in order to remove calcium ions. The pH of the apo a.-LA
solution was adjusted to pH 7 with 1 M NaOH and then freeze-dried.
The calcium content in the apo ¢.-LA powder was analyzed by atomic
absorption spectrometry on a SpectrAA 220FS (Varian, Les Ulis,
France). The Ca/0-LA molar ratio was 19%, and hence, the powder
contained a fraction of holo form of the protein. For studies at different
ionic strengths, LYS and apo a-LA powders were solubilized in several
Tris/HCI buffers prepared with or without added sodium chloride to
obtain final jonic strengths ranging from 15 to 70 mM at a constant pH
of 7.5 considering the ionization degree of the buffer.

Stock solutions of LYS and apo 0-LA were prepared by solubilization
of protein powders in buffer with desired ionic strengths, pH 7.5. They
were filtered through a 0.2 tm membrane (Anatope) before preincuba-
tion at working temperature. The protein concentration was determined
by measuring the absorbance at 280 nm using extinction coefficients of
2.01 and 2.64 L/g-cm for apo a-LA and LYS, respectively. Equimolar
quantities of both proteins were mixed either at 25 or 45 °C to reach the
desired total protein concentration.

Protein Quantification by Reverse Phase HPLC. The fraction
of self-assembled proteins was quantified by centrifugation of the
samples (0.5 mL) at 12000 g during 30 min. Supernatants were
recovered and pellets containing assembled proteins were washed with
butffer, pH 7.5, and dissolved in 0.5 mL of buffer A. Buffer A consisted of
Milli-Q water containing 1.06% (v/v) trifluoroacetic acid. Samples were
diluted 100 in buffer A before injection. Reverse phase separation was
performed on a Vydac C4214TP5215 column connected to an HPLC
system, consisting of a Waters 2695 Separations Module, a Waters 2487
Dual A Absorbance Detector, and an Empower software (Waters) to
acquire, process, and report chromatographic profiles. Buffers A and B
consisting of an acetonitrile—Milli-Q water mixture (80:20% (v/v))
containing 1% (v/v) trifluoroacetic acid were used for protein elution.
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The gradient started with 20% of buffer B to reach 84% in 22 min.
Protein separation was carried out at a flow rate of 0.2 mL/min at 40 °C.
Proteins were detected simultaneously at 214 and 280 nm.

Dynamic and Static Light Scattering. Light scattering mea-
surements were done using a commercial apparatus (ALV/CGS3; ALV-
Langen, Germany). The light source was a He—Ne laser with wave-
length 4 = 632 nm. The normalized scattering intensity (I,) was
calculated as the intensity minus the solvent scattering divided by the
scattering intensity of toluene at 20 °C and normalized by the total
protein concentration (C).

In dilute solutions I, is related to the weight average molar mass (M,,)
and the structure factor (S(q)) of the solute:***"

I, = H-M,S(q) (1)

with H an optical constant:

g =T ("_”)2 (E)ZL 2)
AN, \aC/) \ n, ) R

Here N, is Avogadro’s number, (9n/0C) is the refractive index incre-

ment, Ry is the Rayleigh constant of toluene at 20 °C, n.5 and ng are the

refractive indices of toluene and the solvent, respectively, and (1eot/ ns)2

corrects for the difference in the scattering volume of the solution and

the solvent. We have used (9n/3C) = 0.189 mL-g7l and Ry = 1.35 X

107° em™'.** The structure factor describes the dependence of the

intensity on the scattering wave vector (q = (4-7-n/4) x sin(6/2)),

with 6 representing the angle of observation) and depends on the

structure and the size of the solute. S(gq) = 1 if the particles are much
smaller than qil.

The intensity autocorrelation functions were measured and analyzed

in terms of a distribution of relaxation times by performing a Laplace

inversion using the routine developed by Contin that was implemented
by the ALV-Langen company. In most cases, a narrow single relaxation
time distribution was observed. The average relaxation rate was found to
be proportional to ¢* and from the slope the diffusion coefficient (D)
was determined. The hydrodynamic radius (Ry,) was calculated using the
Stokes—Einstein equation:

kT
D=
67THRy,

(3)

with 7 = the viscosity, k = Boltzman’s constant, and T = the absolute
temperature.

Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM). CLSM was used
in the fluorescence mode. Observations were made with a Leica TCS-SP2
(Leica Microsystems, Heidelberg, Germany). A water immersion objec-
tive lens was used (HCX PL APO 63x NA = 1.2) with a theoretical
resolution of 0.3 um in the x—y plane. The proteins were labeled with the
fluorochrome rhodamine B isothiocyanate (Rho) by adding a S ppm of a
concentrated rhodamine solution to the solutions before mixing. Rho was
excited using a helium—neon laser with wavelength 543 nm, and the
fluorescence was detected with a photomultiplier.

B RESULTS

Kinetics. The kinetics of the aggregation process was investi-
gated by measuring the scattered light intensity as a function of
time after mixing the two proteins. Aqueous solutions of LYS and
-LA at pH 7.5 with the same molar concentration were rapidly
mixed and immediately inserted into the apparatus. The effect of
the total protein concentration was studied between C = 0.28 and
2.8 g/Lata fixed ionic strength of Cyy, = 39 mM, and the effect of
the jonic strength was studied between 15 and 70 mM at two
total protein concentrations: 0.7 and 2.1 g/ L. Experiments were

dx.doi.org/10.1021/bm200264m |Biomacromolecules XXXX, XXX, 000-000
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Figure 1. Evolution of the normalized scattering intensity I, at 25 °C at
different protein concentrations C for Cyy, = 39 mM (a) and at different
ionic stren§ths for protein concentration C = 2.1 g/L (b); 6 =20° q =
4.6 % 107 nm™*

made at two temperatures (25 and 45 °C) that led to different
supramolecular structures at steady state, as shown below.

Examples of the evolution of the normalized scattering
intensity I, at different protein concentrations at Cgye = 39 mM
or at different ionic strengths at fixed total protein concentration
C=2.1g/L are shown in Figure laand b, respectively. I, increased
initially approximately linearly with time at a rate that increased
rapidly with increasing protein concentration and decreasing ionic
strength. For the more rapidly evolving systems, stabilization of the
scattering intensity could be observed at longer times. The reason
for the stabilization is that the measurements were done at a single
scattering angle (20°) corresponding to a scattering vector g = 4.6 X
10 *nm ' As long as the radius of the protein aggregates (R) is
smaller than qf1 , the I, is proportional to their molar mass.
However, when they become larger, intramolecular interference
reduces I,.. I, is no longer sensitive to the aggregate size if gR, >1,
see below, which is the reason why it stagnates at longer times.
Measurements after dilution showed that the effect of interactions
on the scattering intensity was negligible.

The measurements shown in Figure 1 were done at 25 °C, but
the results obtained at 45 °C were similar. The aggregation rate was
characterized by the initial slope of I, versus time. Figure 2 shows
dI,/dt as a function of C for Cyye = 39 mM (a) and as a function of
Cgy for two total protein concentrations, that is, 0.7 and 2.1 g/L (b)
in a semilogarithmic representation. dI,,/df increased by more than a
factor 1000 when C was increased by a factor of 10 or when the ionic
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Figure 2. dI,/dt as a function of protein concentration C in a
semilogarithmic representation for Cyy, = 39 mM (a) and as a function
of Cyye for 0.7 g/L (circles) and 2.1 g/L (triangles) (b). Data obtained at
45 °C are indicated by open symbols at 25 °C by closed symbols. The
squares represent values that were calculated using the DLCA model
with the fractions of aggregated proteins indicated in Table 1. The solid
lines are guides to the eye.

strength was decreased by a factor of 2. In the concentration and
jonic strength ranges covered here, dI,,/dt increased exponentially
with increasing C and decreased exponentially with increasing
Cie Within the scatter of the data there is no difference between
the aggregation rate at 25 and 45 °C. Trals at intermediate
temperatures confirmed that the evolution of the system as observed
by light scattering techniques is independent of the temperature at
least in this relatively narrow range.

The reproducibility of the evolution of I, was tested by
repeating measurements. The spread in the results was much
smaller if the same solutions were used than if independently
prepared solutions were used. Values of dI,, /dt obtained with the
same solutions were averaged, but results obtained with inde-
pendently prepared solutions are shown separately in Figure 2.
The relatively large scatter of the data is probably caused by the
high sensitivity to small variations of the ionic strength, the pH,
and the protein concentration.

Structure Factor. The g-dependence of the scattering inten-
sity of the system was determined at different stages of the
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Figure 3. g-Dependence of I, at different times after mixing for protein

concentration C = 2.8 g/L and Cyy, = 39 mM at 45 °C. Measurements

were done after dilution to C = 0.14 g/L at 25 °C.

aggregation process. Small aliquots were taken at different times
and rapidly diluted by more than a factor 10. Dilution arrested
the aggregation process, but it led to a very slow decrease of I,
over a period of days that indicates that the aggregates were not
fully stable. However, the decrease in the intensity after dilution
was negligible for the duration of the experiment. Examples of the
g-dependence of I, at different times after mixing are shown in
Figure 3 for C=2.8 g/L and Cy,c = 39 mM at 45 °C. Immediately
after mixing the two proteins, I, was still independent of g at
lower values for which gR < 1, but the aggregates grew quickly,
and after a few minutes, the g-dependence could be approxi-
mated by a power law dependence: I, o< ¢~ *. This g-dependence
is characteristic for scattering from interfaces and implies that the
aggregates are homogeneous, Experiments at other ionic
strcngtbs, protein concentrations, and temperatures showed
the same g-dependence when the aggregates were large. I, at
larger values of g did not change significantly after 10 s, which
could mean that the local structure of the aggregates does not
change with time. We notice that, as the aggregation progressed,
light scattering measurement became increasingly difficult due to
the formation of very large particles visible in CLSM. The effect
was especially pronounced at smaller g-values.

Hydrodynamic Radius. The hydrodynamic radius (R;,) was
measured using dynamic light scattering. All intensity autocorre-
lation functions (gz(f)) could be well described by a single
exponential decay as shown in Figure 4. The relaxation rate
(T') was proportional to g%, which is expected for translational
diffusion: I = 2Dg*. Here we observed I o > also when gR>1,
see inset of Figure 4. The implication is that we are probing the
diffusion of monodisperse homogeneous spherical particles,
because otherwise the correlograms would show the effect of
rotational diffusion and polydispersity.

If interactions can be neglected, the diffusion coefficient is
related to the hydrodynamic radius, see eq 3. At lower concen-
trations, the evolution of the system was slower and correlograms
at a single scattering angle (20°) could be determined in situ
as a function of time. The values of R;, as a function of time
are plotted in Figure 5 for C = 2.8 g/L and C = 39 mM at
25 and 45 °C. The increase of R;, with time was independent
of the temPeraturc and could be well described by a power
law: Ry, o< £ /3, see solid lines in Figure 5. The evolution of R, at
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Figure 4. Examples of intensity autocorrelation functions obtained at
different scattering wave vectors. The solid lines represent single
exponential decays. The inset shows the linear dependence of the
relaxation rate on qz.
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Figure S. Ry, as a function of time for Cgy, = 39 mM at three different
protein concentration: C =2.8 g/L (cirles), C=21¢g/L (s;quares)J C=0.7
g/L (triangles), at 25 °C (open symbols) or at 45 °C (closed symbols;
0=20°q=46 x 107> nm™ ). The slope of the solid lines is 1/3.

C=21g/L at 45 °C and 0.7 g/L at 25 °C is also shown in
Figure 5. The data are more scattered because they represent
short time measurements at only a single scattering angle.
Nevertheless, it is clear that in each case the increase follows
approximately a power law with exponent 1/3.

CLSM. When R, exceeded 1 um, light scattering no longer
yielded reliable results. However, the system could also be
investigated using CLSM, which allows one to observe features
at length scales larger than about 100 nm. For observation with
CLSM, the proteins need to be fluorescently labeled, but it was
verified that labeling had no effect on the evolution of the
system.B A system at C = 2.1 g/L and Cgy = 39 mM was
observed at 25 °C as a function of time, starting a few minutes
after mixing. Images taken at different times are shown in
Figure 6. Initially, small particles were observed, which light
scattering experiments showed to be monodisperse homoge-
neous spheres. At longer times the spheres assembled into larger
clusters that slowly precipitated. After a few hours, all particles
had sedimented onto the coverslip in the form of randomly
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Figure 6. Confocal microscopy images of LYS/apo 0.-LA equimolar mixture (C = 2.1 g/L, Cy,e = 39 mM) at different times after mixing at 25 °C: a few
minutes (left); 15 min (middle); a few hours (right). The left and middle images were obtained S0 #m above the coverslip, while the right image was

taken near the coverslip.
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Figure 7. Confocal microscopy images of LYS/apo 0-LA (C=2.1¢/L,
Ceae = 39 mM) a few hours after mixing at 25 °C (left) and the same
solution after heating for a few minutes at 45 °C (right). In both cases,
the images were taken close to the coverslip.

branched clusters. The supernatant still contained about two-
thirds of the proteins, but no particles were visible.

A second solution was heated in a water bath at 45 °C and
subsequently observed at 25 °C. In this case, larger well-defined
spherical particles were observed either individually or in the form
of small clusters. Here also after a few hours, all particles had
sedimented and the supernatant still contained a large fraction of
protein. Remarkably, the same spherical particles could also be
made starting from the irregular clusters that were formed at 25 °C
by heating the solution a few minutes at 45 °C, see Figure 7.

The fraction of proteins that was incorporated in the aggre-
gates (F) was determined about 40 min after mixing by measur-
ing the protein content of the supernatant after centrifugation of
the solutions for 30 min at 12000 g, which resulted in sedimenta-
tion of all aggregated protein. The results obtained at different
conditions, shown in Table 1, confirm earlier reports that the
fraction of proteins that aggregates strongly decreased either by
increasing 1omc strength or throughout decreasing total protein
concentration.'® However, here we found systematically smaller
values of F. We believe that the difference is related to a larger
amount of residual calcium ions and thus the larger fraction of
holo o.-Lac in the protein powder used for this study. Preliminary
measurements showed that the fraction of reactive proteins
strongly depends on the amount of calcium ions. This issue will
need to be investigated in detail in future work.

Table 1. Fraction (F) of Aggregated Proteins at 25 and 45 °C
under Different Protein and Buffer Ionic Strengths

total protein concentration ionic strength F (%) F (%)
(/L) Caue (mM) 25°C 45°C

2.1 24 31 31

2.1 30 18 19

2.1 39 2 35
2.8 39 11 12:5

1.7 39 L5 1.5

1.4 39 0.3 08

H DISCUSSION

Lysozyme and apo G-lactalbumin self-assemble and form
supramolecular structures in narrow ranges of pH, protein
concentration, and ionic strength. Interestingly, depending on
the temperature, different shapes of the supramolecular structure
were observed at the microscopic length scale: well-defined
spherical aggregates were formed at 45 °C, while aggregates with
irregular shapes were obtained at 25 °C. However, on the length
scale covered by light scattering, the structure factor was found to
be the same at 25 and 45 °C. Larger aggregates showed a power
law dependence of the intensity on g with exponent —4, which is
characteristic for homogeneous structures with a smooth surface.

Increasing the protein concentration or reducing the ionic
strength promoted the self-assembly and formation of supramo-
lecular structures. Remarkably, the fraction of proteins that
associated was the same within the experimental error at 25
and 45 °C, in spite of the fact that very different morphologies
were observed with CLSM. In addition, light scattering experi-
ments showed that the internal structure was the same and that
within the experimental error the temperature had no effect on
the initial aggregation rate. These observations strongly suggest
that the aggregation mechanism is the same at the two tempera-
tures, but that the reorganization on length scales larger than a
micrometer is different.

Based on turbidimetry, Biesheuvel et al. reported a tempera-
ture-dependent phase separation after mixing two globular
proteins of opposite charges (lysozyme and modified lysozyme)
in a temperature range similar to that used in our study. v
Apparently, for the system studied here, electrostatic interactions
dominate because the association depended on the ionic strength
but not on the temperature in the range tested.
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The fraction of proteins that assembles decreases very strongly
with increasing NaCl concentration and preliminary measure-
ments showed an even stronger effect when CaCl, was added.'®
Tons screen electrostatic interactions between the proteins so that
it is expected that adding salt inhibits self-assembly of LYS and a.-
LA if it driven by electrostatic interaction. A similar phenomenon
was described earlier for polymers with opposite charge.”*

Biesheuvel et al. suggested that the association of oppositely
charged proteins was reversible and led to thermodynamic
equilibrium.'” Indeed, we showed recently for the present system
a dynamic exchange between proteins involved in the supramo-
lecular structures and those in the diluted phase.”® In the present
study we observed a slow decrease of I, when the solutions were
highly diluted at the same ionic strength. However, we did not
see a decrease in the hydrodynamic radius. This means that not
all proteins are weakly bound and in dynamic equilibrium but
that a significant fraction of the proteins is sufficiently strongly
bound to maintain the overall structure. Perhaps nonelectrostatic
interactions reinforce protein—protein associations and sta-
bilize the supramolecular structures as was already speculated
elsewhere.'® Thus, aggregation of LYS and apo 0-LA did not lead
to thermodynamic equilibrium and no phase diagram could be
established.

The growth of the aggregates was characterized by a linear
increase of I, with time and Ry, o< £3
reconciled if we assume that larger homogeneous and spherical
aggregates are formed by collision and fusion of smaller aggre-
gates. If each collision leads to fusion, the process is called
diffusion limited cluster aggregation (DLCA) and was first
described by Chandrasekhar.” At the start of the measurement,
just after mixing, the normalized intensity of the solution (I,(0))
was much larger than that expected for nonaggregated individual
proteins. This means that during mixing already small aggregates
(nuclei) were formed. These nuclei continued to assemble into
larger aggregates and then eventually into supramolecular struc-
tures. During DLCA, the weight average number of particles per
aggregate (N,,) increases linearly with time:

. This behavior can be

N, (t) = 1+ Knt (4)

where K = 8RT/3n is the so-called Smoluchowski rate constant,
which represents the diffusion controlled collision rate constant
between aggregates; # is the molar concentration of the nuclei at
t = 0, n = FC/My, with My representing the molar mass of the
nuclei and F is the weight fraction of nuclei. For the system
studied here, F depended strongly on the ionic strength and the
total protein concentration.

Even though F can be quite small, I, is dominated at all times
by the scattering from the aggregates. If S(¢) = 1, I, is propor-
tional to the molar mass of the aggregates M,, and, thus, to N,
because M,, = N,,My

I,(t) = HEMxN,(t) (s)

‘When eq 1 is used and applying eq S for the monomers for which
S(g) = 1, it follows that
dI, N

— = HF°KC 6
i (6)
Notice that the rate does not depend on the size of the nuclei.

We calculated dI,,/dt using the values of F in Table 1 and
compared the theoretical values with the experimental results in
Figure 2a. Clearly, the strong dependence of the aggregation rate
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Figure 8. Proposed pathway of LYS/apo 0-LA self-assembly at 25 and
45 °C. This pathway is based on dynamic and static light scattering
experiments and microscopic observations. During mixing, the proteins
interact to form heterodimers as previously repm‘red.ls These hetero-
dimers are assumed to self-assemble into relatively small aggregates.
These aggregates grow by collision-fusion to form larger spherical
aggregates at a rate that is independent of the temperature. When the
particles have reached a size approaching 1 mm, they assemble into an
irregular cluster at 25 °C or into well-defined spherical particles with a
diameter of a few micrometers at 45 °C.

on the ionic strength and the protein concentration can be
explained by the strong dependence of F on these parameters.
However, the cxperimental aggregation rates are about an order of
magnitude slower than the theoretical rates. This means that good
agreement with the model predictions is obtained if we assume
that only about 1 in 10 collisions led to fusion independently of the
ionic strength. The probability to fuse does not depend on the
ionic strength, because the screening length is already smaller than
the individual proteins at the lowest ionic strength used here. Thus,
though ionic strength has a huge effect on the fraction of proteins
that associates, it does not affect the growth rate directly. Increas-
ing the ionic strength influences the growth rate only indirectly by
decreasing the concentration of reactive proteins.

Clearly, the aggregation process is not a straightforward DLCA
process where each collision leads to fusion. An alternative would
be reaction limited cluster aggregation (RLCA) where the prob-
ability to bind at collision is very small. It is generally assumed that
for RLCA the probability to bind increases with increasing aggrega-
tion number, which leads to an exponential growth with time with a
transition to linear growth only at the late stage.”” However, this is
incompatible with our observations. We have shown here that the
linear growth and the dependence on the reactive protein concen-
tration can be explained if we assume that the collision rate is
diffusion limited and that the probability to bind upon collision is
less than unity but is independent of the aggregate size.

We may summarize the self-assembly mechanism between
LYS and apo O-LA as follows, see Figure 8: during mixing, a
fraction of the proteins forms heterodimers, as was shown
elsewhere by fluorescence techniques.'® The extent of dimeriza-
tion increases with decreasing ionic strength. The heterodimers
rapidly form small aggregates (nuclei) while mixing. These two
steps, that is, dimerization and formation of nuclei are very fast.
Subsequently, the aggregates grow by collision and fusion, and
after each fusion, the aggregates reorganize into homogeneous
spherical structures. The growth rate is proportional to the
concentration of nuclei and therefore decreases with increasing
ionic strength. A small fraction of aggregated proteins form strong
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bonds that do not break when the system is highly diluted. This
initial stage of the process is independent of the temperature at
least between 25 and 45 °C. However, at longer times and on
length scales exceeding a micrometer, the aggregation process is
different at 25 and 45 °C. Whereas at 45 °C the aggregates
continue to fuse and form relatively monodisperse homogeneous
spheres, at 25 °C they associate into large irregular flocs. Interest-
ingly, the irregular flocs formed at lower temperatures transform
into homogeneous spheres when incubated at 45 °C, while the
spheres formed at 45 °C remain stable at low temperatures. This
suggests that the spherical form is more stable.

Similar reorganization of aggregates into microspheres has
been proposed to explain the formation of films throughout self-
assembly of soft particles® and even amorphous calcium
carbonate.®? A decrease of the total surface area of the aggregates
of undefined shape (or surface free energy) could be the driving
force for such reorganization. Because such reorganization
occurred readily at 45 °C but does not occur for days at 25 °C
suggests the presence of a barrier against the fusion of the
aggregates. Note that this barrier is easily overcome when
aggregates formed at 25 °C are subsequently placed at 45 °C
for a few minutes. Even if the resistance to fusion is susceptible to
decrease as the temperature increases due to the increase of
kinetic energy, this is not sufficient to explain the important
reorganization between 25 and 45 °C. Instead, the structural
features of apo ®t-LA have to be invoked to explain the different
large scale organization at the two temperatures.

The apo form of ®-LA is known to adopt a molten globule
structure above 30 °C.*° We checked that the transition occurred
in the sample used here by measuring the intrinsic fluorescence
and circular dichroism (data not shown). The higher flexibility of
apo O-LA in the molten globule state may facilitate protein
ordering in the aggregates, thus, facilitating fusion as previously
suggested by Gauer et al.>! Of course, the conformation of the
proteins is different during the whole association processes and,
thus, might lead to a different local structure of the nuclei formed
during mixing and different binding energies. It appears that this
does not have a significant influence on the amount of reactive
proteins nor on earlier stages of the assembling process, but it
may cause the different reorganization seen on length scales
larger than a micrometer.

B CONCLUSION

In equimolar aqueous mixtures at pH 7.5, hen egg white
lysozyme and bovine calcium-depleted @t-lactalbumin self-assem-
ble into monodisperse spherical particles with a radius of about 1
pm at 45 °C or irregularly shaped flocs at 25 °C. The fraction of
aggregated proteins and the rate of aggregation decreases
strongly with increasing ionic strength and decreasing protein
concentration. During mixing, small aggregates are formed by
rapid association of the oppositely charged proteins. The sub-
sequent growth of the aggregates can be described in terms of the
diffusion limited cluster aggregation model, whereby only 1 in 10
collisions leads to fusion. This process is independent of the
temperature, but it leads on larger length scales to irregularly
shaped flocs at 25 °C, while at 45 °C these flocs reorganize into
well-defined spherical particles.
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3.5. Conclusions du Chapitre 3 et perspectives

L’étude de la formation des particules par assegabldapoo-lactalbumine et de
lysozyme a été réalisée par diffusion de lumiémesda but d’établir le mécanisme par lequel
les protéines monomériques en solution s’assemigenbbjets supramoléculaires dont la
morphologie dépend de la température.

La phase initiale de croissance a été caractéeseealentissant la réaction par
diminution de la concentration en protéine totdl@wgmentation de la force ionique. Nous
avons ainsi montré que les premieres étapes duniséua consistent en la croissance de
particules sphériques et homogenes par collisidasen de particules plus petites et que ces
étapes sont indépendantes de la température. Detse de croissance est donc commune aux
mécanismes d’'assemblages des objets supramolésul@n-ordonnés (25°C) ou ordonnés
en microspheres (45°C).

C'est la phase finale du mécanisme, observée &dlEc microscopique, qui se
distingue selon la température étudiée : des atgégmorphes sont formés a 25°C par
agrégation de particules sphériques alors que seelldusionnent et se réorganisent en
microspheres a 45°C. Cette réorganisation estpi@sablement facilitée par I'état « molten
globule » de I'apa-lactalbumine a 45°C qui est plus flexible quedtatatif de la protéine a
25°C.

L’effet propre de la température sur I'apport eéitigque nécessaire a la fusion n’est
pas exclu et il est difficile de distinguer cetetffle celui de I'état conformationnel de I'apo
lactalbumine. En effet, 'augmentation de tempémimplique également la conversion de
I'apo a-lactalbumine dans son état « molten globule ».

L'importance de la flexibilité d'un des partenairgmur la formation d'objets
sphériques a été appuyée par la formation de npbeses en mélangeant & pH neutre du
lysozyme ou k-lactalbumine (apo et holo) avec des polyméresydéhése, respectivement
un polyanion (acide poly-L-glutamique) ou un polysa (poly-L-lysine). Ces expériences
ont été réalisées par Florine Chelet dans le cddrson stage de licence réalisé au STLO.
Cependant ces expériences ont été réalisées aet5P€erait intéressant de les reproduire a
25°C pour pouvoir distinguer I'effet de I'état confnationnel (flexibilité du molten globule

mimé par polymeres) de I'effet propre de la tempgea
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Nous avons également montré que la dilution deicuédes sub-micrométriques
homogeénes dans un tampon équivalent a celui utdsdér leur formation résultait en la
libération en solution de protéines assembléesertit intéressant d’étudier la cinétique de
libération des protéines assemblées en solutiodgmmesures en temps réel. Nous pourrions
ainsi évaluer I'état final obtenu et savoir s'it pessible de « vider » les microsphéres de leur
contenu et ne conserver qu'une enveloppe protélgagitre part, nous pourrions caractériser
I'état oligomérique des protéines libérées en smiuten effet nous ne savons pas si celles-ci
sont sous forme monomérique, dimérique ou d'olig@mesolubles. Cette réponse pourrait
€également étre apportée en étudiant la libératerpmtéines assemblées en solution par
RMN aprés dilution de microsphéres (expériencesetdxation ou de diffusion). En effet, les
protéines assemblées en microsphéres présentatérdps de relaxation trop rapides et un
coefficient de diffusion trop lent pour étre déémd, seules les protéines sous forme
d’oligoméres de faibles poids moléculaires seraiétectées.

D’autre part, I'étude de la réaction de désassegeblzar diffusion de lumiére en
augmentant la force ionique ou en ajoutant du walcpourrait également apporter des
informations essentielles pour évaluer la réveitéhile 'assemblage. De plus, si la cinétique
de déstabilisation est plus lente que I'assemblege expériences pourraient nous permettre
d’accéder a des étapes intermédiaires entre lésddéneres et les nucléi. En effet, la phase
de nucléation ne peut étre caractérisée car ladtiomde nucléi est spontanée aprés mélange
des deux protéines a pH 7.5. La formation des netléévolution de leur structure interne
pourraient également étre étudiées en travaillarfaibles concentrations (inférieure a
0.02 mM) et/ou force ionique élevée (supérieure0an®) par diffusion de rayons X aux
petits angles (SAXS). En effet, cette méthode perd'®ccéder a la structure interne de

particules de quelques Angstrom a 100(iMertens and Svergun 2010)
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Les travaux présentés dans cette these ont étééseal plusieurs échelles en utilisant
différentes techniques de biophysiques dans ledeutaractériser les interactions et les
mécanismes d'assemblage de [I'apelactalboumine et du Ilysozyme en objets
supramoléculaires. Les interactions impliquées despremieres étapes ont été caractérisées
a I'échelle moléculaire par RMN et I'étape de csaisce des particules sub-micrométriques a
été caractérisée par diffusion de lumiére. Cetrtigpast dédiée a la synthese des résultats
obtenus afin d'expliquer les différentes morphobsgi et la stabilité des objets

supramoléculaires observeés a I'échelle microscapiqu

1. Interactions gouvernant la formation des unités él@entaires

La premiere étape du mécanisme d’assemblage oensst la formation
d’hétérodimeéresa-lactalbumine-lysozyme. L'état conformationnel de-lactaloumine ne
semble pas influencer son interaction avec le W@z puisque des hétérodimeres
a-lactalbumine-lysozyme sont formés aussi bien dexo a-lactalbumine qui est dans sa
conformation native qu’avec l'apo-lactalbumine qui adopte une conformation molten
globule a 45°C.

Nous avons montré que le rapprochement des deufipes portant des charges
opposées était gouverné par des forces électipstatis’exercant a longue distance. Nous
avons également montré que les hétérodiméres sesmt complexes transitoires, peu
spécifiques et que plusieurs conformations semtdgister. En effet, I'orientation mutuelle
des deux protéines dépend de la réparation degehar leur surface : une répartition
hétérogéne des charges négatives a la surfaceodigctalbumine induit une orientation
particuliere du lysozyme a sa surface. Inversemenég répartition uniforme des charges
positives a la surface de lysozyme résulte en ixagidn peu spécifique detlactalbumine a
sa surface. On peut supposer que si les deux pestévaient présenté une répartition
hétérogéne des charges complémentaires a leucsutés hétérodiméres auraient présenté
une plus forte stabilité et une plus haute spétdfiet seraient équivalents aux complexes
protéigues permanents, tels que le complexe batrasstar et certains complexes antigene-
anticorps(Gabdoulline and Wade 2001; Sinha and Smith-Gill@®, Spaar et al. 2006)Au
contraire, une répartition uniforme des chargesaasurface des deux protéines aurait

augmenté davantage la non spécificité des hétésrdsn
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Les hétérodiméres apoLAC-LYS formés a 20°C ou 486t capables de s’assembler
pour former des objets supramoléculaires, contreeré aux  dimeéres
holoLAC-LYS. Les hétérodiméres présentent donc éaetivité différente. En effet, bien
gue la surface d’interaction du lysozyme avec chacades formes dedlactalbumine soit
comparable, nous avons montré que sa surface maiten avec I'apoo-lactalbumine se
distingue par la présence d’acides aminés suppl&mnes réagissant d’'une maniére
coopérative. Le second événement de fixation aimsi en évidence a été attribué a la
formation de tétrameres qui ne peut avoir lieu lpueque le premier événement de fixation,
i.e. la formation des diméres, a débuté.

Puisque les hétérodiméres composés du lysozymee eta dforme calcifiée de
I'a-lactalboumine ne s’assemblent pas, nous pouvornsomaablement postuler que ce
tétramere constitue 'unité de base des objetsasupléculaires et que sa formation implique
la région du site de fixation du calcium de lapelactalbumine. Des interactions
électrostatiques supplémentaires peuvent aloraldiétentre les charges négatives non
neutralisées de la forme décalcifiée deltictalbumine et les résidus du lysozyme impliqués

dans des interactions secondaires.

2. Des tétrameres a la formation de particules sub-
micrométriques

Le mélange équimolaire a pH neutre des solutiorepala-lactalbumine et de
lysozyme résulte en la formation spontanée d’adsédaajustement des conditions physico-
chimiques (abaissement de la concentration ou awnigti@n de la force ionique), nous a
permis de réduire la taille des agrégats formémlement. Les plus petites entités observées
par diffusion de lumiére sont appelées nucléi.

La phase de croissance des particules sub-micriguésr a partir de ces nucléi a été
caractérisée avec succes par diffusion de lum@eex-ci croissent par collision et fusion et
forment des particules sphériques dont la strucinterne devient homogéne au fur et a
mesure de leur croissance par augmentation de detithi de protéines agrégées. Ce
mécanisme se distingue de ceux rapportés par B@uoheibel qui décrivent la croissance de
particules sphériques par addition successive digipes monomérigques ou par assemblage
concentrique de feuillets de protéines agrég@ashr et al. 1997; Slotta et al. 2008)
(Paragraphe 1-3.3.1.2).
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Ces expériences permettent également de réviser partée du mécanisme
hypothétique proposé a partir des dépendances resemiation réalisées précédemment au
laboratoire(Nigen et al. 201Q) Les particules sub-micrométriques (nanosphéresrubes
par microscopie optique a transmission a 40 uM m@éme totale) ne grossissent pas par
agrégation en amas puis réorganisation en objbtyispies (Figure 1-31) mais grossissent par
coalescence apres collision et fusion de nanosplerkes.

La vitesse de croissance et I'évolution du rayodrbgrynamique de ces particules sont
indépendantes de la température. Cette phase dssamoe est donc commune aux
mécanismes d’assemblage d’objets supramoléculpiesentant différentes morphologies a
I'échelle microscopique. L'état conformationnel Itpo a-lactalbumine ne semble donc pas

influencer ces premieres étapes du processus dibtsge.

D’autre part, la taille des nucléi formés initialent n’a pas été clairement établie,
mais celle-ci est certainement supérieure a ceketétraméeres. Un gap persiste donc entre les
tétrameres et ces nucléi pour établir les premiétagges du mécanisme d’assemblage. Selon
le modele proposé pour la formation des tétramégsiamajorité des charges complémentaires
portées a la surface des protéines sont neutrsligéer la formation ceux-ci. Cependant
I'ensemble des résidus qui ne sont pas impliquas b interfaces des dimeres ou tétrameéres
peuvent établir des interactions pour former cesléiu Ces interactions peuvent étre
spécifiques d¢-lactalbumine-lysozyme) mais également non speagfq @-lactalbumines-
lactalbumine ou lysozyme-lysozyme). Ces dernieogd probablement favorisées lorsque la
taille des oligomeres augmente du fait du rappnoem des protéines au sein des agrégats.

L'oligomérisation des tétrameres est principalemgoiivernée par des interactions
hydrophobes. Ces associations hydrophobes sonfadtaplus importantes a 45°C du fait de
I'exposition partielle de groupements hydrophobés surface de I'apa-lactalbumine qui est
dans sa conformation « molten globule » a cettepéeatiure. En effet, I'expérience RMN
réalisée a 45°C avec l'apelactalbumine marquée semble indiquer que celleesie dans
son état molten globule au sein des dimeéres apoL&E-

Deux mécanismes sont envisageables pour la formdée nuclé{Speed et al. 1997)

() un mécanisme séquentiel qui consiste en lassamice des tétrameres par addition
successive de protéines monomériques et (i) unam&me d’agrégation multiple qui

considére que deux tétraméres s'assemblent poumefoun octameére, qui eux méme
s’assemblent deux a deux, et ainsi de suite jusiguraer les nucléi. Selon les informations

obtenues a I'échelle macroscopique, telles queuitéglarité et la répartition homogene des
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protéines au sein des objets supramoléculairesedend mécanisme semble étre le plus

probable.

3. Interactions impliquées dans la formation et la sthilité des
objets supramoléculaires

La derniere étape du mécanisme consiste en I'ggaon des particules sphériques
sub-micrométriqgues en objets supramoléculaires Idsiqurs microns et est quant a elle
dépendante de la température. Les agrégats amogtiesus a 25°C sont constitués de
particules sphériques agrégées alors que les mluoss formées a 45°C résultent de la
fusion et de la réorganisation de celles-ci entslgphériques micrométriques.

L’augmentation de la température apporte probabMmme partie de I'énergie
nécessaire pour surmonter la barriere thermodynsmdg résistance a la fusion observée
dans le cas des agrégats amorphes a 25°C. Cepdizdmmentation de la température a
également un effet sur la conformation de I'aplactalbumine puisqu’elle celle-ci adopte une
conformation « molten globule » a 45°C. Il est panséquent difficile de distinguer I'effet
propre de la température sur I'apport énergéticerenpttant au systéme de se réorganiser de
I'effet conformationnel de I'apa-lactalbumine également dépendant de la température

Nous pouvons postuler que la flexibilité partictéiade I'état « molten globule » du
fait de l'instabilité de sa structure tertiaireydaise trés probablement la coalescence des
particules sphériqueqGauer et al. 201Q) L'exposition partielle des groupements
hydrophobes a la surface du « molten globule sag® bi-lactalbumine favorise également la
fusion des particules sub-micrométriques en midresgs et la réorganisation des protéines
pour favoriser des associations hydrophobes spéesi (entre apau-lactaloumine et
lysozyme) et également non spécifiques (entre dewmécules d’apoa-lactalbumine).
L’agrégation aléatoire des particules sphériquel-msicrométriques a une température
inférieure a la température de dénaturation deol'agactalbumine, seraient également
gouvernée par des interactions hydrophobes. Cependad5°C, I'exposition partielle de
groupements hydrophobes initialement enfouis aur aeda protéine tend probablement a
augmenter I'hétérogénéité de la réparation deshpattiydrophobes a la surface de I'apo
a-lactalbumine, favorisant ainsi les interactionsitmphobegJonsson et al. 2003)Le fait

que la déstabilisation des microsphéres ne soitcpagpléte par augmentation de la force
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ionique (Nigen et al. 2009)est également en faveur de [limplication d’int¢i@ts
hydrophobes dans la stabilisation des microsphéres.

L’état conformationnel de I'apa-lactalbumine joue donc un role essentiel dang cett
derniere étape du mécanisme et serait le facteerndidant pour I'apparence d’ordre dans

ces objets micrométriques.

Selon les résultats obtenus par spectroscopiemifge, la formation des microsphéres
n'implique pas de changements drastiques de stmicdecondaire des protéines. Cette
conclusion est en accord avec les résultats obtggmuBRMN qui ont montré que la formation
des diméres n’engendrait pas de réarrangement roaationnel des protéines. En effet des
changements de structure secondaire se traduifaerdes modifications sur I'ensemble des
spectres RMN. Cependant la formation de feuifet®n natifs au sein des microspheres n’est
pas exclue puisque qu’un léger signal a été obseavéspectroscopie infrarouge. Celui-Ci
pourrait résulter de la formation de feuillefis entre molécules d’apa-lactalbumine.
Cependant, la proportion de feuilled intermoléculaires éventuellement formés est
probablement négligeable par rapport a la proporties feuillets3 natifs. En effet, il est
important de souligner que le lysozyme est dansoséormation native dans les conditions
favorables a la formation des microspheres. La &ion de feuillets non natifs entre les
molécules de lysozyme et entre le lysozyme et I@apectalbumine n’est donc pas favorisée.
Enfin, la présence du lysozyme diminue égalemestiéeractions non spécifiques entre

molécules d’apa-lactalbumine.

4. Stabilité des microsphéres

Nous avons également mis en évidence une libéraiorsolution de protéines
assemblées apres dilution des microspheres. Oétié anontré que les fibres amyloides qui
impliqguent une «condensation » des protéines ptablissement de feuilletsp
intermoléculaires sont relativement stables a liatidn (Veerman et al. 2003)L’absence de
réarrangements structuraux importants entre leziyse et I'apoa-lactalbumine peut donc
expliquer la faible stabilité des microspheéres dillation.

Il est difficile de savoir sous quelle forme sogd protéines dites en solution ; celles-ci
peuvent étre monomériques, sous forme de diméeegtcameres ou d'oligomeres solubles.

En effet une fois les microsphéres formées pargagie@n multiples de tétrameres, il est tout a
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fait possible que les tétrameres soient les urétémentaires relarguées en solutions par
dilution. Une fois en solution ils peuvent égalemeanstituer les unités qui s’échangent avec
les protéines assemblées.

Enfin, la stabilité des protéines assemblées senifflrente selon leur localisation dans les
microspheéres ; les protéines en périphérie semplaststables que les protéines contenues a
l'intérieure. Ces derniéres peuvent étre libéréaesselution aprés dilution. En effet, les
expériences de diffusion de lumieres ont montrédimenution de l'intensité diffusée apres
dilution alors que le rayon hydrodynamique desipalgs sub-micrométriques était constant,
et les expériences de déstabilisation des microsphgar ajout de CaLsemblent indiquer
gu’une couronne de protéines est conservée malgraiminution de la densité interne des
objets. L’environnement des protéines en périphéei® microsphéres est différent de celui
des protéines au cceur de ces objets. En effeprédédines en surface des microsphéres sont
en interaction avec le solvant et sont égalemeptigmées dans le maintien de la tension de
surface propre a ces objets sphériques. Ces deimests exercent probablement des
contraintes patrticulieres sur les protéines erasetfElles présentent donc un degré de liberté
moindre en comparaison des protéines au cceur daespiheres qui elles sont dans un

microenvironnement homogeéne.
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Les travaux réalisés durant ma thése présenterdppreche qui peut étre transposée
a l'étude dautres systemes protéiques binaires amtena la formation d'objets
supramoléculaires. Le mécanisme d’assemblage aététdi en caractérisant celui-ci a
différentes échelles a l'aide de méthodes de bisiglng complémentaires. L'approche mise
en ceuvre a consisté a (i) identifier des acidesnéniimpliqués dans linterface des
hétérodimeres apa-lactalbumine-lysozyme et a caractériser les téras qui constituent
I'unité élémentaire des objets supramoléculairi@sa €valuer I'arrangement des protéines au
sein des objets macroscopiques et (iii) a caraetéles états intermédiaires du mécanisme en
ralentissant la réaction d’assemblage. Les résulttenus ont apporté des informations
essentielles pour comprendre les forces gouvelaafirmation d’objets supramoléculaires
ordonnés par assemblage de deux protéines glodsilde charges opposées. Les travaux
réalisés ont également apporté des éléments nauyeau la compréhension de la stabilité

des objets formés et leur réversibilité.

L’ensemble des résultats acquis nous a permisioéafet de compléter le mécanisme
d’assemblage proposé au début de ces travaux.doegsus d’assemblage proposé a ce jour
est synthétisé dans le schéma ci-dessous (Figure Va reconnaissance moléculaire et la
formation des diméres ape-lactalbumine-lysozyme sont gouvernées par deschithns
électrostatiques. Ces hétérodimeres s’associeméteEameres par neutralisation des charges
portées par l'apa-lactalboumine au niveau du site de fixation du icac Les étapes
suivantes sont principalement gouvernées par desiasions hydrophobes spécifiques et non
spécifiques. Les particules croissent par colligbfusion de petites particules jusqu’a former
des particules sub-micrométriques de taille cragiqGette étape de croissance est commune
aux mécanismes d’assemblage quelque soit la tetap&r&nfin, lorsque les protéines sont
incubées a 25°C, les particules sub-micrométricgiagregent pour former des amas non
ordonnés selon des interactions hydrophobes.t8maérature est supérieure a la température
de dénaturation de I'ap@-lactalbumine, ces particules sub-micrométriqueslestent et les
protéines se réorganisent en microspheres. Cettgede étape met en jeu la flexibilité
particuliere de I'apa-lactalbumine a 45°C et des interactions hydrophchgplémentaires.
Une fois formées, les microsphéres sont en égeiliynamique avec les protéines non
assemblées. Un échange est possible puisque lEsSng assemblées présentent un certain
degré de liberté car elles ne sont pas contraiatémtérieur des microsphéres par des

réarrangements structuraux im portants.
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Figure V-1: Processus d'assemblage

de l'apdactalbumine et du lysozyme. La

reconnaissance moléculaire et la formation desrt@res mettent en jeu des interactions
électrostatiques attractives alors que les demiétapes du mécanisme sont principalement
gouvernées par des interactions hydrophobes. Liesmnce des particules est favorisée a
45°C par la flexibilité du « molten globule » dapoa-lactalbumine.
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Il s’agit a présent d'utiliser 'ensemble des doemé&ollectées sur ce systeme binaire
pour envisager des applications a ces objets s¢amiaires. Voici quelques propositions
d’applications potentielles des microspheéres, titkes en Figure V-2.

Les microspheres pourraient étre utilisées commateue de molécules d’intérét, telles
que des peptides bioactifs, des acides aminéstaedsedes aromes ou des vitamines, pour
protéger celles-ci contre leur dégradation outdassporter et les délivrer dans des conditions
définies. La nature chimique de la molécule diétépeut étre variée (hydrophile,
hydrophobe, chargé, neutre) tout en restant dke taférieure aux protéines pour ne pas
provoquer de géne stérique trop importante. Ent,efte formation et la stabilité des
microsphéres étant gouvernées par une balancedén®rces de faible énergie, la nature
chimique de la molécule est certainement décisoa gon incorporation et son maintien a
I'intérieur des objets.

Le Figure V-2A illustre les différentes méthodesogmsées pour incorporer une
molécule dans les microsphéres. Dans un premiepdgeih serait intéressant de tester la
composition des objets supramoléculaires résuttantincubation a 45°C d’'un mélange de
protéines contenant la molécule d’intérét (FigurBAL). Si la présence de la molécule testée
dans le milieu empéche la formation des microsghéteque celle-ci n'est pas incluse dans
les objets, il est également envisageable de folesenicrosphéres puis d'ajouter la molécule
au milieu a température ambiante ou inférieure (fEigv-2A2), en faisant I'hypothese que
son incorporation dans les microsphéres seraitrig@® par un gradient de concentration.
Cette seconde alternative est également adaptée gesi molécules sensibles a la
température, telles que les vitamines. Enfin, nousvons également envisager d’utiliser la
déstabilisation partielle des microsphéres partentdde CaCl ou augmentation de la force
ionique pour les « vider » partiellement de leunteou protéique. Il s’agirait d’ajuster les
conditions pour conserver une enveloppe de protguftisamment épaisse et solide avant
d’ajouter une molécule hydrophile qui serait enoéfes dans le coeur aqueux des
microsphéres (Figure V-2A3). Quelque soit la méthedvisagée il est nécessaire de doser la
proportion de molécule encapsulée et de testemsontien a I'intérieur des microsphéres au

cours du temps.

La libération de la molécule encapsulée pourrai¢ &€ontrélée soit par diffusion
(libération lente) en placant les microsphéres danmilieu ne contenant pas cette molécule
ou en utilisant la réversibilit¢é des microspheres railieu acide ou a force ionique

relativement élevée (libération rapide). Outre keur nutritionnelle des protéines, leur
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libération combinée peut également étre fonctiden@our supplémenter le milieu en
lysozyme qui est un agent antibactérien eti-éactalbumine pour la bioactivité des peptides

issus de sa digestion.

D’autre part, afin de stabiliser les microspheésst-a-dire empécher I'échange entre
protéines assemblées et protéines en solutiorstiEgalement envisageable d’enrober les
microsphéres avec un polymére (Figure V-2B), telugupolysaccharide en utilisant la
réaction de Maillard. La couche externe ainsi fagmpéut également servir de barriere pour
empécher la libération de la molécule encapsuléeest alors nécessaire d’établir les
conditions optimales, i.e. le couple (temps, terapge) pour réaliser cette réaction de
conjugaison. Il faut s’assurer que l'incubatioretnpérature élevée 80°C) n’engendre pas
la coalescence des microspheres. Il est possileldéagprésence d’'un polymere dans le milieu
empéche cette fusion par stabilisation de la tendesurface. D’autre part, le polysaccharide
peut également servir d'agent protecteur lors dgdghilisation des microspheres. Il est donc
également envisageable de réaliser la réaction déaktl en contrdlant I'activité aqueuse
afin de réduire le couple (temps, température) maumjuguer protéines et polysaccharides.
Pour vérifier la formation d’'une couche externepddysaccharide autour des microspheres,
des observations par microscopique confoncale ayhgé laser sont envisageables en
utilisant un polysaccharide couplé a une sonderdlsmente. Le traitement de lyophilisation,
une fois optimisé, permettrait de conserver lesrosigheres sous forme de poudre et de
faciliter leur utilisation comme ingrédient fonatizel. L'addition d’'un polysaccharide
ajouterait également un pouvoir sucrant aux midiésgs. Ainsi leur incorporation dans un
produit alimentaire comme vecteur de molécule Hivac libérée apres hydrolyse de
I'enveloppe glucidique sous I'action des enzymdwaiaes, pourrait étre avantagée. D’autre
part, le contréle de la taille de ces objets en utett la concentration et la force ionique du
milieu lors de leur formation peut également s’avéwutile pour créer des objets
nanomeétriques et moduler les propriétés texturatgesmicrospheres. En effet si on envisage
d’incorporer ces microsphéres dans un aliment oyroduit cosmétique par exemple, une

granulométrie fine favorise une perception agrééiplistative et tactile).

Enfin, la fonctionnalisation de la surface des wsphéres est également envisageable
(Figure V-2C). En effet, les microsphéres pourrbére utilisées comme support pour greffer
des molécules présentant une spécificité parti@ylielle que des anticorps ou une enzyme.

Ainsi, les microsphéres pourraient ainsi étre sé#is pour réaliser des tests in vitro, tels que la
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détection de molécules reconnues par I'anticorpsamverties par 'enzyme. Connaissant les
acides aminés impliqués dans la formation des sirdlémentaires des microspheéres, la
réticulation d’'une des protéines avec une moléduigérét (Figure V-2C1), un anticorps par

exemple, peut étre effectuée en ciblant les acatemés qui ne sont pas localisés dans
I'interface des diméres. Cependant, cette méthagpase que la modification de la protéine
n‘empéche pas son assemblage, ce qui est peu prohhte approche alternative serait de

conjuguer cette molécule au polymere utilisé pauoker les microspheres (Figure V-2C2).
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A : Incorporation d’'une molécule d’intérét

A a B : stabilisation par enrobage

Figure V-2 : lllustration des applications potentielles des wspheres et des méthodes a
tester pour utiliser les microspheres comme veatieumolécule d’intéréfA), les stabiliser
(B) et fonctionnaliser leur surfa¢€).
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ANNEXE 1 : Les acides aminés

Aliphatiques Hydrophobes Aromatiques Hydrophobes
: OH
HN OH HzN/g‘,
o 0

Glycine (Gly / G) Alanine (Ala/ A)

Phénylalanine (Phe / F)
O
—

H o
H_.N,J‘*( _OH

£

O
Tryptophane (Trp / W)

o~ _OH
O
L. 3 e
N OH % H_{

H o O
9 o vl
Proline (Pro / P) Valine (Val / V) Tyrosine (Tyr/Y)

Polaires Soufrés
Amides Hydroxylés
H OH
H,N
OH OH

Asparagine (Asn/N)  Sérine (Ser/ S)

Méthionine (Met / M)

Glutamine (GIn/ Q) Thréonine (Thr/T)
Diacides

Dibasiques

S
—NH

H,

HNT HoN
OH OH O

Arginine (Arg / R)  Histidine (His / H) Lysine (Lys / K)

OH
Acide glutamique (Glu / E)
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ANNEXE 2 : Attributions des spectres RMN (I :39 mpM,7.5, 45°C)

Holo a-lactalbumine

'H (ppm) N (ppm) 'H (ppm) N (ppm)
Q2 8.34639 121.62157 C61 7.97142 112.37099
L3 8.23742 123.87572 K62 8.15066 122.7672
T4 7.89747 109.12158 D63 8.42495 128.28154
K5 8.73204 120.23456 D64 8.09207 114.98386
C6 8.43035 113.26173 Q65 7.91264 119.07816
E7 7.66667 121.84207 N66 7.96061 114.23843
V8 8.07286 120.92268 H68 7.55243 116.19286
F9 7.01846 118.15302 S70 8.00102 121.87275
R10 7.16623 114.91441 N71 7.95318 117.16856
E1l 8.47649 117.11124 172 8.73081 120.23254
L12 7.81774 117.55089 c73 9.46984 113.50245
K13 6.87202 119.06535 175 9.19285 121.15294
D14 9.15891 119.29662 S76 7.64686 120.00901
K16 7.60981 122.09055 c77 8.36395 123.45329
G17* | 8.60891 118.15302 D78 8.07913 115.36045
Y18 8.21561 127.1366 K79 7.5142 120.58721
G19 8.81545 118.38431 F80 8.0967 121.72542
G20 7.95077 104.96255 D82 7.43392 118.37858
V21 7.02672 122.77798 D83 7.89575 113.75294
S22 8.15064 122.76517 D84 7.34475 117.89679
L23 9.44349 119.97832 L85 9.44995 129.13789
W26 | 8.10674 123.58781 T86 8.43837 114.91508
V27 8.75021 123.69805 D87 8.01061 120.43516
c28 7.56796 120.69645 D88 | 10.35403 125.32275
T30 8.64747 113.57324 V90 7.4538 120.45235
F31 7.57638 125.32275 co1 7.6368 117.67765
H32 7.43753 116.97167 V92 8.47524 121.7942
T33 7.82655 115.60825 K93 7.81037 116.92312
S34 8.00308 110.7392 K94 7.13327 118.15875
G35 7.91988 116.0715 195 8.00124 121.86297
Y36 7.04612 106.13987 L96 9.02152 121.85926
D37 7.1187 119.06535 D97 8.43422 118.59064
T38 7.73283 115.38338 K98 7.91789 118.15302
E39 8.09679 114.76404 V99 8.88842 115.3709
A40 6.84623 122.78439 | | G100 | 8.14245 109.88151
141 7.92692 12117115 | | Y103 | 7.49781 120.24603
Va2 8.42495 128.27582 | | W104 | 8.16987 117.6896
Q43 8.62136 127.07355 | | Al106 | 8.64308 116.52731
N44 8.70852 124.39088 | | H107 | 7.55243 116.19286
S47 7.73399 113.5274 L110 7.69548 114.22124
T48 8.47128 110.28448 | | c111 | 7.37147 117.21509
E49 8.79413 125.14879 | | S112 | 7.93714 111.20177
G51 9.42641 112.12824 | | E113 | 7.67064 118.49894
L52 10.00871 12376683 | | Q117 | 7.91988 116.0715
F53 8.67869 109.34713 | | w118 | 7.78206 121.38524
Q54 8.0053 117.06539 L119 6.89524 115.59005
155 8.13682 124.18927 | | C120  6.87146 119.05927
N56 7.38774 12579678 | | K122  7.97065 121.14822
K58 8.76112 119.76627 | | L123 7.65967 129.74576
W60 |  6.48507 118.35935
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ANNEXE 2 : Attributions des spectres RMN (I :39 mpM,7.5, 45°C)

Lysozyme 'H (ppm) N (ppm) 'H (ppm) N (ppm)
G4 8.34237 105.09048 NG5 8.22743 118.1441
L8 8.48839 120.83892 G67 8.27238 108.8924
A9 8.28904 121.35288 R68 8.00593 117.41685

All 7.66882 121.99403 S72 7.21824 112.02028
M12 | 8.85101 116.64548 R73 8.01391 124.37001
K13 8.36272 120.99337 N74 8.10066 115.46398
G16 | 7.61222 106.34813 L75 8.94173 118.59187
L17 7.16264 115.36967 c76 9.43397 113.29047
D18 | 8.58848 117.93947 178 8.66291 116.86655
N19 | 8.41702 123.82274 C80 8.17877 123.30618
Y20 | 8.09215 125.924 A82 7.54392 125.0752
R21 | 8.87644 126.14465 L83 7.76723 114.87648
G22 | 7.54905 101.97861 L84 7.02213 118.90033
Y23 7.60237 119.4662 D87 8.14517 120.49282
S24 | 8.87408 121.54324 188 7.95311 118.18779
L25 8.87341 121.55059 T89 8.17956 119.70068
G26 | 9.49072 104.8175 A90 9.10233 121.9763
N27 | 8.14595 117.14516 S91 7.61135 115.25848
W28 | 7.10889 120.47119 V92 8.3054 120.96525
V29 7.51425 118.44477 N93 8.52066 118.23235
C30 | 7.95299 118.19514 C94 7.80919 117.37143
A31 8.01391 119.46533 A95 8.71086 123.44895
A32 7.42064 116.7558 K96 8.01591 115.07159
F34 7.3495 114.88383 K97 7.20491 121.34985
E35 | 8.68809 119.20836 198 7.94337 121.28799
S36 | 7.78498 108.15823 V99 8.25609 116.72984
N37 | 8.05492 126.42585 | | S100 |  7.65062 116.0264
F38 7.37895 105.47812 | | D101 7.975 120.28256
Q41 | 7.93344 116.14667 | | N103 | 8.03998 118.18174
A42 6.80051 122.80607 | | G104 | 8.15483 107.64558
T43 8.24361 115.36102 | | N106 | 7.57074 114.56715
N44 |  8.14449 120.49326 | | A107 6.78251 119.2209
R45 | 8.65908 126.6101 V109 9.01483 129.28247
N46 | 8.81598 123.20279 | | A110 7.95189 118.18736
D48 | 7.82611 118.66541 | | W11l | 7.31749 115.61194
G49 | 7.82611 107.91596 | | R112 | 8.45082 121.243
S50 | 8.19113 116.15402 | | N113 | 7.91595 113.28225
T51 9.10581 11821721 | | R114 | 7.78739 114.4339
D52 | 8.71753 12561121 | | C115 | 7.32905 113.79059
Y53 8.92948 118.58451 | | K116 7.03856 124.06977
G54 | 9.05041 111.2567 T118 7.60679 110.20975
55 9.22078 120.95616 | | D119 | 852077 118.23409
L56 8.86453 119.40694 | | V120 7.91442 121.79632
Q57 | 7.92029 114.84706 | | Q121 | 8.36328 120.99727
58 7.58876 120.75024 | | Al122 7.64531 122.03643
N59 | 851176 127.46112 1124 7.49474 108.69036
S60 | 9.11345 119.72231 | | R125 | 7.27486 125.39404
R61 | 8.70247 123.2759 Cl27 | 7.41713 116.3885
W62 | 7.04247 115.0677 1129 7.80746 131.0251
W63 | 7.40007 114.53903
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Résumés

Le développement de biomatériaux utilisant les pédgs d’auto-assemblage des protéines est au deeur
nombreuses recherches car les objets supramolé&suldisultants présentent un large potentiel alipour

les industries agroalimentaire, pharmaceutiquei@ethnologique. La compréhension des forces gomaver
'assemblage des protéines est essentielle pourédenla stabilité, la morphologie et les fonctatités des
objets formés. Cette étude s'intéresse au systémard composé de protéines de charges opposées: |
lysozyme (LYS) et B-lactalbumine (LAC). Le lysozyme interagit avec feames calcifiée (holo) et décalcifiée
(apo) de lb-lactalbumine pour former des hétérodimeres. Sealbétérodimeéres apoLAC-LYS s’assemblent en
objets supramoléculaires dont la morphologie dépdadla température. Lorsque I'apoLAC est dans sa
conformation native (T< 26°C), des agrégats amar@uat obtenus, alors que des objets sphériquesinéd,
appelés microsphéres, sont obtenus lorsqu’elletadap état conformationnel particulierement flegjbhppelé

« molten globule » (45°C). Pour comprendre comriigribrmation contenue a I'échelle moléculaire segage

a I'échelle microscopique, les objectifs de ma¢hémient de caractériser les interactions impéguél'échelle
moléculaire et d’établir le mécanisme d’'assemblagalentification des acides aminés impliqués dans
l'interface des hétérodiméres a mis en évidence arientation particuliére des protéines gouvernae ges
attractions électrostatiques et la formation deatdéres par associations des diméres apoLAC-LYS. La
croissance de particules sub-micrométriques, airpdes nucléi formés par agrégation des tétramésss,
indépendante de la température et est gouvernéeofiaion et fusion de particules plus petitese€t’au stade
final du mécanisme, que I'état conformationnel’dpdLAC joue un réle important. En effet, la coalesce des
particules et la réorganisation des protéines ecrasphéres sont favorisées par la flexibilité dmaiten
globule » et impliquent probablement des associatibydrophobes. Enfin, la formation de microsphéres
n'implique pas de changements importants de streictecondaire des protéines assemblées, ce qidjuexbd
réversibilité des objets formés et le dynamisme piegéines assemblées. L'approche mise en ceuvre pou
réaliser ce travail peut étre utilisée pour étudiassemblage d'autres systemes protéiques bina@tegs
éléments fondamentaux apportés permettent d’erssishes applications potentielles des microsphéres.

Mots clé : a-lactalbumine, lysozyme, surface d’'interaction easslage protéique, objets supramoléculaires

Many researches focus on the design of biomateuisilsg the self-assembly properties of proteingesithe
resulting supramolecular objects exhibit many ptigéapplications for food, pharmaceutical and eabinology
industries. The understanding of the driving forgeserning protein assembly is a prerequisite totrod the
stability, morphology and functionalities of theswodting objects. This study focuses on the binargtesn
composed of oppositely charged proteins: the lyswezylLYS) and ther-lactalbumine (LAC). LYS interacts
with calcium-loaded (holo) and calcium-depletedojaforms of LAC to form heterodimers. Only the apdl-
LYS dimers further assemble into supramoleculaectsj with morphologies depending on the temperature
When apoLAC is in a native conformation, the asdgmeésults in amorphous aggregates, whereas ordered
spherical objects, called microspheres, are oldaimken it adopts a conformational state with aipaler
flexibility, called “molten globule”. In order tonderstand how the information contained at molecsdale are
spread on microscopic scale, my PhD thesis obgsxtiwere to characterize the interactions involved a
molecular level and to establish the assembly m@stra The identification of the residues composihg
heterodimers interfaces evidenced a preferentiahtation of proteins resulting from electrostaitractions,
and the formation of tetramers by association efdpoLAC-LYS dimers. Sub-micrometric particles gtiow
from the nuclei formed by the aggregation of tewasn is independent of the temperature and govebyed
collision and fusion of smaller particles. At thedl stage of the mechanism, the conformationate std
apoLAC plays an important role. The coalescengeadticles and reorganisation of proteins into maptweres is
favoured by the flexibility of the molten globulenéh probably involve hydrophobic interactions. Fipathe
microspheres formation does not involved drastimosdary structure changes of assembled proteinghwh
explains the reversibility of the objects and thaaimic behaviour of assembled proteins. The expariat
strategy adopted to perform this work can be tegadlto study the assembly of other protein bisgstems and
the obtained fundamental elements can be usediisagge potential applications of the microspheres.

Key words: a-lactalbumine, lysozyme, interaction surface, grosssembly, supramolecular objects
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