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CHAPITRE 1
Introduction

1. Pourquoi étudier I'adsorption des protéines sur les surfaces ?
1.1 Les premieres études

L’étude de I'adsorption des protéines sur les surfaces débute des le début du 20e siecle sur des
systemes modeles dans lesquels une protéine purifiée interagit avec un solide. Nelson et Griffin
montrent des 1916 que l'invertase, une protéine qui hydrolyse le saccharose, s’adsorbe sur le
charbon (1) puis Willstatter et Schneider observent en 1924 une diminution de [l'activité
enzymatique de l'invertase adsorbée sur un minéral argileux, la kaolinite (2). Les études réalisées
dans les années 1950 mesurent I'adsorption et |'activité de quelques protéines modeles, telles que
la trypsine, le lysozyme, l'invertase, I'albumine, sur différents types de matériaux, et s’intéressent
en particulier a I'effet du pH, de la salinité et des ions présents lors de I'adsorption. Hitchcock
démontre ainsi en 1925 que l'adsorption de I'ovalbumine sur une membrane de collodion
(matériau a base de nitrocellulose utilisé pour les pansements et de nombreuses autres
applications) est pH dépendante (3) et peut étre décrite par I'isotherme de Langmuir, développée

qguelques années plus tot pour I'adsorption de molécules de gaz sur une surface (4).

L’adsorption des protéines sur des surfaces apparait rapidement comme un phénoméene commun a
des systémes tres différents. Les trois grandes thématiques de recherche associées a I'adsorption

des protéines a cette époque sont ainsi :

- la biochimie des sols, ol I'adsorption des enzymes sur les minéraux argileux est étudiée
pour évaluer l'influence de la perte d’activité enzymatique sur la dégradation de la matiere
organique dans les sols et la formation d’humus (5). McLaren étudie I'activité de différentes
enzymes adsorbées sur la kaolinite et la montmorillonite (6, 7), et propose méme d’utiliser
I"adsorption des enzymes dans I'espace interfeuillet des phylosilicates pour évaluer la taille
des protéines (8) ;

- la purification des protéines par chromatographie, ou I'adsorption des protéines sur les
résines est centrale (9), par exemple sur la silice pour la chromatographie d’adsorption.
Zittle a notamment étudié I'effet de I'adsorption sur la résine sur 'activité des enzymes
(10). U'adsorption des protéines sur minéraux argileux est aussi utilisée pour la purification

des protéines (11);



- les conditions d’étude des protéines au laboratoire, car a partir de solutions diluées en
protéines, leur adsorption sur la verrerie de laboratoire a été mise en évidence et
s’accompagne d’une modification de I'activité des protéines adsorbées (12, 13)ce qui peut
biaiser une analyse de I'activité d’enzymes diluées. Ce phénomeéne nous conduit encore
aujourd’hui a passiver les surfaces pour de nombreux tests biologiques, par adsorption de

la sérum albumine par exemple (14, 15), mais aussi pour des applications en médecine (16).

Les surfaces étudiées sont soit hydrophiles (argiles, silice microporeuse ou verres) mais de nature,
réactivité et géométrie différente, soit hydrophobes (carbone, polyméres). Dans presque tous les

cas, une adsorption des protéines est observée : il s’agit donc d’un phénomene général.

Les protéines adsorbées sont décrites par James en 1966 comme un « film » qui se forme a
I'interface solide/solution (17). Jusque dans les années 1970, la vision la plus générale est une
adsorption des protéines sur les surfaces dépendante des conditions physico-chimiques du milieu,
peu ou pas réversible, sans modification de leur conformation mais accompagnée de modifications

d’activité, qui sont interprétées par des effets d’échange d’ions avec la surface.

Dans le méme temps, de nouveaux enjeux apparaissent :la biocompatibilité des matériaux (18), le
développement des biotechnologies (19), la vectorisation des médicaments (20), pour lesquels
I'influence et la compréhension des mécanismes d’adsorption des protéines sur les surfaces sont
indispensables. La littérature étant tres riche sur ces différentes thématiques, les articles cités de

facon non exhaustive dans cette introduction sont des exemples choisis ou des revues.

1.2 Les enjeux en biotechnologies

Biocompatibilité des matériaux

Les biomatériaux sont de nature variée et ont des utilisations trés diverses : implants chirurgicaux,
membranes d’hémodialyse, prothéses dentaires, lentilles de contact par exemple. Les premieres
études portaient plus spécifiqguement sur I'"hémocompatibilité, c’est-a-dire sur la compatibilité
entre un matériau et le sang. Lorsqu’un matériau est en contact avec le sang, le premier risque est
la coagulation qui peut entrainer une thrombose (21, 22) : les protéines du plasma s’adsorbent a sa
surface, notamment le fibrinogene et le facteur de von Willebrand, ce qui provoque I'adhésion et
I'activation des plaquettes, qui a leur tour relarguent les facteurs de coagulation du sang et
déclenchent la coagulation (23).De plus, les plaquettes se fixent spécifiquement sur le fibrinogéne

adsorbé sur la surface, une adsorption qui dépend du type de surface (22). La biocompatibilité du



matériau (membrane de dialyse ou implant) est alors directement liée a I'adsorption de certaines

protéines sur la surface.

D’autres protéines peuvent interagir avec la surface : I'adsorption des immunoglobulines et des
protéines du complément conduit a I'activation des leucocytes et a la libération de radicaux libres,
provoquant stress oxydant et inflammation (24, 25). Dans le cas des membranes d’hémodialyse, la
modification de la conformation de la B2-microglobuline et son accumulation dans I'organisme crée

un risque important d’amylose (23, 25).

La présence de protéines adsorbées sur la surface modifie également les interactions entre cellules
et matériaux, en favorisant leur adhésion par exemple (26). De la méme facon, I'adhésion de
bactéries a la surface d’un implant est facilitée par I'adsorption préalable de protéines, ce qui crée
un risque d’infection bactérienne (27). De facon plus surprenante, les nanotubes de carbone
pourraient étre utilisés au sein d’un film de polymeéeres comme antimicrobien grace a leur effet de

toxicité sur les bactéries (28).

Pour augmenter la biocompatibilité, la solution adoptée est souvent d’empécher, ou du moins de
controler, I'adsorption des protéines a la surface des matériaux. La fonctionnalisation des surfaces
par des polymeres (29), comme le polyéthyléne glycol (30) et I'héparine (25, 31), par des
multicouches de polyélectrolytes formés par I'adsorption successive de polyanions ou polycations
(32) ou par des protéines (15) peuvent étre des moyens de limiter I'adsorption ou la perte de
structure des protéines adsorbées (30) et la réponse biologique associée. Un des enjeux pour
améliorer la biocompatibilité des matériaux est de comprendre les mécanismes d’adsorption des

protéines et les modifications des protéines adsorbées.

Nanovecteurs de médicaments

L’adsorption des protéines joue aussi un réle lors de la préparation et I'administration de certains
médicaments (33). Une protéine thérapeutique peut étre adsorbée sur un vecteur pour permettre
son administration, par exemple sur des nanoparticules (NP) de polymére biodégradable (34).
L’objectif est dans ce cas d’adsorber la plus grande quantité possible de médicament pour limiter la
quantité de vecteur a administrer, ce qui dépend du type de surface et du matériau utilisé, mais
aussi de protéger le principe actif de la dégradation en milieu biologique (35, 36). La libération du
principe actif dépendra également du type d’interaction avec le vecteur. Les nano-objets sont
étudiés comme vecteurs de principes actifs, que ce soit sous la forme de liposomes, de
nanoparticules de polyméres ou d’oxydes sur lesquelles les principes actifs seraient exposés a la

surface ou de NP poreuses au sein desquelles se trouverait le principe actif (34, 35). Les silices



mésoporeuses sont un exemple de matériau nanostructuré étudié pour la vectorisation de

médicaments (37).

L'adsorption d’une protéine thérapeutique peut aussi se produire de facon involontaire sur le
systeme utilisé pour son administration, par exemple sur un cathéter en silicone. La conformation
et I'activité de la protéine peuvent étre modifiées par I'adsorption, ce qui pourrait réduire de facon

importante I'efficacité du traitement (38).

Dans le cas d’une injection intraveineuse, I'adsorption des protéines du sérum sur le vecteur,
lorsque celui-ci est un colloide (liposome, nanoparticule...) influence sa biodistribution (20).
L’adsorption des protéines du complément, des immunoglobulines, du fibrinogene mais aussi
d’autres protéines du sérum (comme la B2-glycoprotéine) a la surface d’un liposome accélére son
élimination du sang vers les organes riches en cellules immunitaires comme le foie et la rate, ce qui
limite la biodisponibilité du principe actif et peut engendrer une certaine toxicité au niveau de ces
organes (39, 40). L’adsorption des protéines sur les nanoparticules est d’autant plus importante
que la surface développée est trés grande, comparée a des matériaux plus classiques utilisés par

exemple pour les implants, et confere une véritable « identité biologique » aux nanomatériaux.

Un des enjeux pour la vectorisation des nanoparticules est le controle de I'adsorption des protéines
du sérum pour éviter I'élimination trop rapide du sang du vecteur ainsi que de la molécule

thérapeutique.

Vaccins : un cas particulier

Il existe quelques applications plus anciennes des nanomatériaux pour lesquelles la taille
nanométrique n’était pas nécessairement bien identifié¢e méme si elle était déja utilisée. Des
adjuvants a base d’aluminium, qui contiennent en réalité des nanoparticules d’aluminium ou
d’hydroxyde d’aluminium, sont commercialisés et utilisés depuis plus de 70 ans dans les vaccins
pour augmenter leur efficacité (41). De plus, (tres) peu d’informations sont fournies par I'industrie
pharmaceutique quant a leur fabrication. Les deux principaux adjuvants a base d’aluminium (ou
d’hydroxyde d’aluminium) sont Adju-Phos® et Alhydrogel® fabriqués par la société Brenntag. Les
particules d’aluminium ont une taille de quelques nanometres et forment des agrégats de 1 a 10

um en solution (42, 43).

Les mécanismes d’action des adjuvants a base d’aluminium étaient jusqu’alors peu connus et ne
sont étudiés que depuis quelques années (44). Les chercheurs suspectent que I'adsorption des

toxines ou des protéines recombinantes contenues dans les vaccins sur les nanoparticules



d’aluminium soit a l'origine de I'efficacité accrue des vaccins grace a une modification de la
structure des antigénes adsorbés (44, 45). L’adsorption des antigenes pourrait également diminuer
leur stabilité (46). Ces adjuvants présentent par ailleurs des effets indésirables, comme une
agrégation des particules lors de la lyophilisation ou une inflammation locale lors de I'injection due
au dépodt des particules qui peut entrainer I'accumulation de cellules phagocytaires, en particulier
en cas d’injections répétées (pour un traitement de désensibilisation par exemple) (47). Un enjeu
est donc de comprendre I'effet des nanoparticules d’aluminium sur I'efficacité biologique du vaccin

mais aussi d’évaluer leur toxicité potentielle.

Nanosondes pour I'imagerie

Les nano-objets offrent de nouvelles possibilités d’imagerie pour la médecine. En plus de leurs
propriétés intrinseques (matériau magnétique...), les nanoparticules pourraient étre adressées a
des cellules cibles, par exemple des cellules tumorales, en greffant a leur surface des anticorps
spécifiques de marqueurs du cancer, comme un anticorps anti-asBsintégrine pour I'imagerie de
I’'angiogenése (36). Des nanoparticules magnétiques d’oxyde de fer ont été utilisées comme agent

de contraste en Imagerie par Résonnance Magnétique (IRM) pour le diagnostic (48).
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Figure 1-1. Exemple d’application des nanoparticules a I'imagerie in vivo du petit
animal : imagerie par fluorescence proche infrarouge (a), par émission de
positrons (b) et par imagerie par résonnance magnétique (c) (49)



La figure 1-1 (page précédente) présente une nanoparticule « multisonde » mise au point par Xie et
al (49) pour I'imagerie in vivo et appliquée chez la souris : une nanoparticule d’oxyde de fer
magnétique est recouverte de sérum albumine puis marquée a l'aide de radioisotopes et de
molécules fluorescentes. La localisation de la nanoparticule dans I'organisme est alors visible par
IRM, par tomographie par émission de positrons (TEP) et par fluorescence proche infrarouge (NIRF).
L'adsorption de protéines sur la nanoparticule est ici nécessaire pour permettre le marquage de la

NP par un radioisotope et une sonde fluorescente et la circulation de la nanoparticule dans le sang.

De plus, les nanoparticules pourraient aussi étre utilisées directement pour le traitement : par effet
hyperthermique, les nanoparticules magnétiques adressées a des cellules cibles pourraient elles-
mémes agir par chauffage sous I'effet d’'un champ hyperfréquence, un effet recherché pour le
traitement des tumeurs cancéreuses (50). L'enjeu est dans ce cas d’assurer la vectorisation de la

nanoparticule aux cellules cibles.

Bioréacteurs et biocapteurs

Comparés aux catalyseurs chimiques, les enzymes présentent |'avantage d’une grande activité
catalytique, d’une grande spécificité et d’étre actives a température ambiante, mais l'inconvénient
d’une plus faible stabilité (51). L’adsorption des protéines sur des surfaces peut modifier leur
activité, leur structure mais également leur stabilité (52). L’adsorption des enzymes en particulier
est recherchée lorsqu’elle permet d’augmenter I'activité, la stabilité et la résistance d’'une enzyme
pour le développement de bioréacteurs dans I'industrie (19). Par ailleurs, I'immobilisation sur un
support est nécessaire pour facilement séparer enzyme et produit a la fin de la réaction.
L'immobilisation des enzymes sur un support solide peut se faire par adsorption, mais aussi par
liaison covalente et fixation spécifique de I'’enzyme sur une surface fonctionnalisée, par exemple
pour la fixation de la glucose isomérase sur une céramique poreuse via la réaction entre une
fonction amine de la surface et une fonction acide carboxylique de I'enzyme (51, 53). La glucose
isomérase immobilisée catalyse la transformation du glucose en un mélange glucose/fructose

produit en quantités industrielles et utilisé pour sucrer les sodas (Coca Cola...).

L'immobilisation d’anticorps sur une surface, développée plus récemment sur micropuce, est tres
utilisée pour les tests immunologiques (54). L’adsorption, |'orientation et la fonctionnalité des
anticorps adsorbés définissent I'efficacité, la stabilité et la sensibilité du test. L’adsorption des
anticorps sur la surface peut étre irréversible grace a une forte affinité non spécifique, par exemple

pour une surface de silice. Cependant, I'adsorption s’accompagne dans ce cas d’une perte de



structure et d’activité tres défavorable (55). L’attachement covalent est souvent adopté pour

conserver toute la spécificité des anticorps immobilisés (54).

Dans d’autres cas, I'adsorption des protéines est indésirable dans les réacteurs industriels : lors de
la pasteurisation du lait, les protéines s’adsorbent en grandes quantités sur les parois du réacteur
(56) et encrassent les dispositifs. L’adsorption des protéines est un phénomene indésirable sur les
membranes de filtration (57), sur les biocapteurs, dans les bioréacteurs utilisés dans I'industrie

agroalimentaires, pour ne donner ici que quelques exemples.

Grace a leur grande surface spécifique, les nanomatériaux pourraient étre utilisés dans I'industrie,
pour la filtration, la catalyse ou comme support d’enzymes immobilisées (58-60). L’enjeu est aussi
de déterminer la toxicité potentielle de ces nanomatériaux supports lorsqu’ils sont manipulés par

les opérateurs.

1.3 De nouvelles questions sur les nanomatériaux : quelle toxicité ?

Les nanomatériaux sont les matériaux dont au moins une des dimensions est comprise entre 1 et
100 nm. llIs représentent un enjeu actuel car leur utilisation est de plus en plus courante dans des
domaines aussi variés que les matériaux de construction, la santé, les cosmétiques ou

I'alimentation, ce qui pose un probléme d’exposition et de toxicité potentielle.

Pourtant, les nanoparticules en tant que telles ne sont pas si nouvelles, ce sont leur utilisation, leur
production et leur variété qui ont explosées ces dernieres années avec le développement des

nanotechnologies (Fig. 1-2).

V-

fostnomsion | SN N
1900 1959 1969 1990
Syntheése des Etude de I'adsorption Compétition Etude de la
premieres des protéines sur les  entre protéines toxicité des
nanoparticules de silice nanoparticules pour I'adsorption nanoparticules

Figure 1-2. Quelques dates relatives a I'étude des nanomatériaux et repéres
historiques : la vie quotidienne a Paris, un soir au cinéma, alunissage d’Armstrong
et lancement du satellite Hubble



La silice colloidale existe depuis la fin du 19e siecle : les premieres suspensions stables de silice
colloidales sont mises au point dans les années 1930, ller étudie de facon intensive leurs propriétés
dans les années 1950 (61, 62) et Stéber met au point le procédé de synthése des particules de silice

qui porte son nom dans les années 1960 (63).

Une des premiéres études de I'adsorption des protéines sur la silice colloidale est réalisée par Bixler
en 1959 (13). Vroman montre en 1969 qu’un effet de compétition entre protéines s’opeére lors de
I’adsorption : les protéines de plus grande affinité « déplacent » les protéines de plus faible affinité

sur la surface(64).

Les premiéres études de la toxicité des nanoparticules sont sans doute celles des particules
ultrafines issues de la combustion du diesel réalisées dans les 1980-1990, on peut citer notamment
le travail d’Oberdoerster (65, 66). La petite taille et I'utilisation croissante des nanomatériaux pose
le probleme de leur toxicité, puisque celle-ci difféere des matériaux de méme nature mais de taille
micrométrique et n’est donc pas connue (66, 67). L’étude de la nanotoxicologie, qui nécessite de
nouveaux outils aussi bien de mesure que d’analyse, s’est ainsi développée ces derniéres années

(68, 69).

Exposition

Le Woodrow Institute répertoriait en 2011 plus de 1300 produits contenant des nanomatériaux sur
le marché mondial (70). Les nanoparticules les plus utilisées sont les nanoparticules d’argent, de
silice, d’oxyde de titane, d’alumine et de carbone (nanotubes et fullerénes) et sont d’ores et déja
produites a I’échelle industrielle (Tableau 1-1). BASF a ainsi réalisé 250 M€ de bénéfices sur la vente
de produits liés aux nanotechnologies en 2010 (71). Plus récemment, le marché mondial actuel des

nanomatériaux a été estimé a 20 milliards d’euros par la Commission Européenne.

Production mondiale /

Nanoparticules .
frangaise en 2008(70)

Carbone 10 Mt / 240 000 t
Sio, 2 Mt /485000t
TiO, 2 Mt /250000t

Ag 1500t /500t
Al,0,4 - /469000t

Tableau 1-1. Production mondiale et frangaise en 2008 des nanoparticules les plus
utilisées dans les produits de consommation courante (Mt : million de tonnes)



Le nano-argent est utilisé pour ses propriétés bactéricides, par exemple dans les lessives et les
vétements. Le nano-dioxyde de titane est utilisé pour ses propriétés photocatalytiques et de filtre
UV dans les cremes solaires, les dentifrices, les ciments. Les nanotubes de carbone sont utilisés
pour leurs propriétés mécaniques dans les matériaux. Les nanoparticules d’alumine sont utilisées
dans les plastiques, les peintures et les vernis (72). Les nanoparticules de silice sont utilisées depuis
longtemps dans I'industrie agroalimentaire comme antiagglomérant sous le sigle E551, dans le sel,

le sucre, les préparations industrielles (73) (Fig. 1-3).

winITlor

INDUSTRY CO., LTD.

Figure 1-3.Exemples de produits contenant des nanoparticules de silice,
transformées ou non : incorporées aux pneus Energy Saver de Michelin, dans le
sucre SiboSibon et la préparation pour cappuccino Maxwell House comme
antiagglomérant sous le sigle E551 et fumée de silice incorporée au ciment
Winitoor pour la fabrication de bétons

Elles sont également utilisées pour la fabrication de pneus (pneus Energy Saver de Michelin) en
complément du noir de carbone pour améliorer les propriétés mécaniques des polymeéres. Les
nanoparticules utilisées dans ce cas ont une taille comprise entre 8 et 16 nm et sont agglomérées
avant transport et incorporation dans les pneus. Cependant, les étapes de fabrication puis d’usure

et finalement de recyclage peuvent libérer la silice sous forme de nanoparticules.

Les nanoparticules de silice peuvent étre incorporées aux emballages alimentaires pour améliorer
la conservation des aliments, comme dans les films de polyamide Durethan commercialisés par
Bayer. Elles sont également désignées sous le nom de « fumée de silice », qui est un sous-produit
de l'industrie du silicium. Les fumées de silice sont incorporées au ciment pour améliorer la
résistance du béton et utilisées pour la fabrication des bétons dits de haute et tres haute

performance.

Pourtant, les fabricants donnent une image bien différente et trés « naturelle » de leurs produits

(Fig. 1-4).



-~ Nano is natural

The Cremea Company

Red = nano sized Soap bubble = Lotus leaf =
nano layers nano surface topography

Figure 1-4. Présentation des nanomatériaux par BASF en 2010 (71): a gauche,
peinture rouge avec nanoparticules d’or, au centre nanofilms de savon, a droite
feuilles de lotus nanostructurées

L'utilisation croissante des NP dans des produits de consommation courante suscite inquiétude et
questions du grand public quant aux risques liés spécifiquement aux nanomatériaux, car les
nanotechnologies se sont développées et ont été utilisées avant que la toxicité des nanomatériaux
ne soit étudiée ou totalement écartée (74, 75). En effet, la réglementation était jusqu’a présent
basée sur la nature des produits utilisés (Directive REACH pour I'Union Européenne): les
nanoparticules de silice, de dioxyde de titane ou d’argent pouvaient étre utilisées car SiO, est

inerte, TiO, est utilisé comme contréle négatif en toxicologie et Ag est un bactéricide bien connu. Le

risque « nano » n’était pas étudié pour ces matériaux et n’apparaissait pas dans la législation.

Cela a conduit au développement des études de nanotoxicologie, suivies en France par I’Anses pour
le volet scientifique (72), et a I'organisation d’un débat public sur les nanotechnologies pour le volet
sociétal (76). Le débat qui s’est tenu en 2009-2010 a été mouvementé et plusieurs réunions ont été
annulées. Il en ressort une forte polarisation des positions entre « pro » et « anti ». De plus, le
risque de toxicité humaine ou environnementale n’était pas le seul considéré, une question
d’éthique portait sur le développement de nanocapteurs ou nanopuces communicantes qui
pourraient étre implantées dans le corps humain et du risque qu’ils représenteraient pour la liberté

individuelle (76).

Depuis 2012, la déclaration de la production ou de I'utilisation de nanoparticules est obligatoire en

France (décret n°2012-232). Une consultation publique organisée par la Commission Européenne
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est en cours (du 21 juin au 13 septembre 2013) pour prendre en compte le risque potentiel lié aux

nanomatériaux dans la directive REACH (77).

L’exposition aux nanomatériaux peut donc prendre des formes treés diverses: travailleurs et
consommateurs peuvent étre exposés a des nano-objets de nature, taille, forme trés variés
incorporés au sein des produits avec ou sans revétement de surface. Toutes les voies d’exposition
sont possibles, par contact avec la peau (cosmétiques), par inhalation (usinage, dégradation) et par

ingestion (produits et emballages alimentaires).

La toxicologie des NP présentée dans cette introduction est vue sous I'angle des interactions entre
protéines et NP. L'incorporation, la biodistribution, linternalisation et les mécanismes de

cytotoxicité des NP sont tout d’abord exposés.

Incorporation

En cas d’exposition, le risque de pénétration a travers le derme des nanoparticules d’oxyde de
titane et de zinc contenues dans les crémes solaires reste limité, sauf si la peau est |ésée. Une autre
situation d’exposition est 'utilisation de nanoparticules de noir de carbone dans les encres de
tatouage, ce qui pourrait faciliter leur incorporation (78). La quantité de nanoparticules
susceptibles de passer dans le sang, et d’étre ainsi transportées aux organes, pour la peau lésée ou

par un tatouage n’est pas connue (67).

L’inhalation des nanoparticules est la voie d’exposition qui a été la plus étudiée et plusieurs études
in vivo ont été réalisées par instillation intratrachéales ou inhalation de nanoparticules d’oxydes ou
nanotubes de carbone chez le rat et la souris (79). Deux paralleles avec des risques connus ont
suscité ces recherches : d’une part la similitude de forme et de taille entre nanotubes de carbone et
fibres d’amiante dont I'utilisation a causé la mort de trés nombreux travailleurs et qui est a I'origine
d’un scandale sanitaire, d’autre part la toxicité importante des particules ultrafines, particules
issues de la combustion du diesel ou poussiére de silice, ces dernieres pouvant provoquer la silicose

chez les travailleurs exposés(65).

De par leur petite taille, les nanoparticules peuvent se déposer jusque dans les alvéoles
pulmonaires (65). Une accumulation de nanotubes de carbone ou de nanoparticules de silice
conduit a I'accumulation de macrophages. Des effets toxiques au niveau pulmonaire (fibrose) ont
été observés sans incorporation et translocation des nanoparticules dans le sang (79). Il semble
cependant que les nanoparticules, en particulier les nanoparticules de silice, ne soient pas toutes

prises en charge par les macrophages et qu’elles puissent traverser I'épithélium apres inhalation
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(68, 80). Une observation similaire a été réalisée sur les nanoparticules d’argent (69) et
I’endocytose de nanoparticules de noir de carbone par les cellules épithéliales bronchique a été

observée in vitro (81).

L’élimination des particules déposées dans les poumons par clairance muco-ciliaire pourrait étre
inefficace chez les fumeurs chez qui ce mécanisme est altéré. D’autre part, des nanoparticules
métalliques sensibles a la dissolution pourraient relarguer des ions toxiques (cadmium, argent, fer,
zinc, cobalt, nickel...) qui seraient facilement absorbées au niveau des poumons (82). L'inhalation
de nanoparticules présente ainsi un risque important de toxicité, par accumulation, translocation

ou dissolution.

Une autre voie d’entrée possible du nano-argent aprés inhalation serait le passage direct par le nerf
olfactif au cerveau, sans passage a travers la barriere hémato-encéphalique (69). Ces observations

n’ont cependant jamais été confirmées chez I'’homme.

Le risque d’incorporation par le tractus gastro-intestinal n’a été étudié que tres récemment et
reste tres peu connu (73). L'interaction entre les nanoparticules et le mucus intestinal, qui forme un
réseau de glycoprotéines et d’autres molécules, pourrait notamment influencer la capacité des
nanoparticules a traverser ou non cette barriere (83). L'ingestion de nanoparticules d’argent
conduit a une accumulation d’argent chez le rat (69). Cependant, il est impossible de conclure
quant a l'incorporation de I'argent sous forme de nanoparticules ou d’ions aprés dissolution. Cette
remarque peut s’appliquer de fagon plus générale aux nanoparticules métalliques qui peuvent se

dissoudre sous forme d’ions toxiques en milieu biologique.

Par ailleurs, I'étude épidémiologique des effets des NP basée sur la surveillance des travailleurs se

développe en France (84).

Enfin, lorsque les nanomatériaux sont utilisés en nanomédecine, une injection directe dans le sang
est appliquée pour l'injection de vaccins (adjuvants contenant des nanoparticules d’aluminium) et

de médicaments (nanovecteurs).

Biodistribution

La biodistribution des nanoparticules chez le rat ou la souris dépend du type d’injection, de la dose,
du type de nanoparticules et de leur taille. Les nanoparticules de silice par exemple, lorsqu’elles
sont injectées par voie intraveineuse, sont préférentiellement distribuées dans le foie et la rate,
mais peuvent aussi se trouver dans les reins, avec une élimination principalement dans les urines et

la bile en une quinzaine de jours (68). Une inflammation au niveau du foie a pu étre observée.
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De plus, lorsque les nanoparticules sont en contact avec le milieu biologique, elles se couvrent
d’une couronne de protéines adsorbées (corona) : I'objet qui est véhiculé dans I'organisme n’est
donc plus la nanoparticule « nue » mais la nanoparticule entourée de protéines de nature,
structure et fonction différentes, ce qui lui confere une nouvelle « identité »(85-88). La nature des
protéines adsorbées, qui dépend également du type d’exposition, détermine en grande partie la
cascade de réactions qui va se produire par la suite: reconnaissance cellulaire, phagocytose,

internalisation, organes ciblés et toxicité (89-92).

L’adsorption d'immunoglobulines ou des protéines du complément sur les nanoparticules conduit a
leur opsonisation, puis a leur prise en charge par les cellules du systéme immunitaire vers le foie ou
la rate et a une élimination rapide de la circulation sanguine (20). L'opsonisation peut conduire a
I'accumulation des nanoparticules dans le foie et a son inflammation. L’adsorption d’autres
protéines, comme la sérum albumine ou la B2-glycoprotéine, peut aussi augmenter la vitesse
d’élimination des nano-objets du sang (40). Pour modifier la biodistribution des vecteurs de
médicaments, ou augmenter leur temps de présence dans la circulation sanguine, les

nanoparticules sont fonctionnalisées, idéalement afin d’étre adressées a I'organe ciblé (34).

Endocytose

L'internalisation des nanoparticules dans les cellules est possible via différents mécanismes : par
pinocytose, assisté ou non par les clathrines, et pour les plus gros objets (agrégats, fibres) par
phagocytose (93). Elle dépend du type cellulaire, des nanoparticules (taille, forme, surface
hydrophile/hydrophobe) mais aussi de la chimie de surface des nanoparticules (protéines

adsorbées, surface fonctionnalisée).

L’'endocytose d’'une nanoparticule peut ainsi étre favorisée ou limitée en fonction de la couronne
de protéines et de molécules présentes. L’adsorption de la transferrine sur les nanoparticules d’or,
mais aussi de polymeres chargés positivement ou de peptides de transport (Cell Penetrating
Peptide) est utilisée pour favoriser I'internalisation des nano-objets pour des applications en
médecine ou pharmacologie (93) (Fig. 1-5). Au contraire, la fonctionnalisation de la surface par des

polyméres comme le PEG peut empécher leur internalisation.
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Agrégat intracellulaire
de NP d’argent

NP d’argent
dans le lysosome

Figure 1-5. Image par microscopie électronique a transmission d’un macrophage

apres exposition a des nanoparticules d’argent recouvertes d’un peptide : les

nanoparticules d’argent sont présentes a la fois sous forme d’agrégats de grande

taille dans le cytoplasme (a gauche) et de particules dans les lysosomes (zoom)

(m : mitochondrie, n : noyau) (94)
La phagocytose des nanotubes de carbone peut conduire, comme pour les fibres d’amiante, a une
phagocytose « frustrée » a cause de la longueur des nanotubes (> 1um) : les radicaux et hydrolases
du macrophage sont relargués dans le milieu et sont a l'origine de l'inflammation pulmonaire
observée chez le rat apres inhalation des nanotubes (93). Plusieurs études ont montré que la
phagocytose des nanotubes de carbone, mais aussi des nanoparticules de silice, dépendait de la
présence ou non d’'une couronne de protéines adsorbées: les macrophages ne semblent
reconnaitre que les nanotubes de carbone ayant adsorbée la sérum albumine a leur surface (90,
95), ce qui montre que l'adsorption puis la modification de la protéine adsorbée ont des

conséquences biologiques et des implications fortes pour la toxicité des nanomatériaux.

Meécanismes de toxicité intracellulaire

Lorsque les nanoparticules sont internalisées, elles peuvent se trouver dans une vésicule, libres
dans le cytoplasme ou dans le lysosome (Fig. 1-5). Elles sont plus rarement localisées dans le noyau.
Leur distribution subcellulaire, notamment au niveau des autres organelles, est assez mal connue et
dépend a nouveau du type de nanoparticule et de cellule. Par contre, différents effets cytotoxiques
ont pu étre identifiés, comme une altération des mitochondries, qui montre que des nanoparticules

d’oxyde de cérium peuvent interagir avec celles-ci (96).

Les principaux effets cytotoxiques identifiés des nanoparticules sont la dissolution des métaux et la
libération d’ions toxiques, des dommages aux membranes et un stress oxydant (93). Des effets

génotoxiques plus rares ont été observés par dommage a I’ADN, par exemple avecdes

nanoparticules d’oxyde de cuivre et d’oxyde de titane. En réalité, les mécanismes moléculaires de
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toxicité des NP sont encore mal connus et différentes voies de signalisation pourraient étre

impliquées (97).

Un stress oxydant est observé in vitro pour de nombreuses nanoparticules, méme lorsque celles-ci
ne sont pas a priori elles-mémes génératrices d’especes réactives de I'oxygéne, comme c’est le cas
des nanoparticules de silice (68, 98). La présence d’impuretés métalliques ou de protéines a
cofacteurs métalliques adsorbées sur la nanoparticule pourrait expliquer cet effet. La production
d’especes réactives de I'oxygéne dans la cellule peut activer la voie des MAP kinases puis les
facteurs de transcription tels que NFkB qui conduisent a I'expression d’enzymes anti-oxydantes

(97).

Les NP peuvent également interagir avec des récepteurs membranaires (par exemple lorsqu’elles
présentent a leur surface un anticorps spécifique de I'intégrine) ou des canaux ioniques et activer la
voie de signalisation et les processus biologiques qui leur sont associés, comme une modification de

I’'homéostasie (97).

L'étude de la toxicité des NP est rendue plus compliquée du fait de I'absence de protocoles
standards d’analyse (99). Les résultats obtenus in vitro sont difficiles a comparer entre différentes
études qui utilisent des conditions expérimentales tres différentes et dont les résultats sont parfois
contradictoires. De plus, certaines méthodes d’analyse peuvent étre perturbées par la présence des

nanomatériaux (100).

L'effet cytotoxique des nanoparticules dépend également des protéines et molécules adsorbées a
leur surface. La cytotoxicité des nanoparticules de titane est plus faible lorsque des protéines du
sérum sont adsorbées en surface, malgré une plus grande quantité de nanoparticules internalisées
(92). Cela montre que la simple mise en suspension des nanoparticules dans un milieu de culture
avant de réaliser un test in vitro n’est pas suffisante : les protéines présentes et adsorbées a la
surface des nanoparticules étudiées doivent étre identifiées et caractérisées, elles doivent
également étre représentatives du milieu dans lequel vont « baigner » les nanoparticules avant

d’étre exposées aux cellules.

1.4 Unrisque de toxicité par adsorption des protéines

L'adsorption des protéines pourrait elle-méme générer une toxicité directe, a I'échelle

moléculaire, par la modification de la structure et de I'activité des protéines adsorbées (Fig. 1-6).
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Figure 1-6. Toxicité potentielle due a linteraction directe entre protéines et
nanoparticules d’aprés Nel (93). Dans le modéle de Nel, la reconstruction de la
surface libére de I'énergie qui permet la modification de structure des protéines
adsorbées. La numérotation n’est pas chronologique.

L'opsonisation par I'adsorption d’immunoglobulines, de protéines du complément ou d’autres
protéines (n°3 sur Fig. 1-6) peut conduire a l'adsorption de plaquettes dans le sang, a la
phagocytose dans les alvéoles pulmonaires, ce qui crée un nouveau contact entre nanoparticules et

cellules.

Plusieurs hypothéses sont proposées et basées sur I'observation d’'une modification de la structure
des protéines adsorbées. Les risques possibles de toxicité a I’échelle moléculaire sont la plus grande
sensibilité a I'oxydation de la protéine adsorbée (1), la modification de sa structure et la perte
d’activité enzymatique (2). La modification de la structure de la protéine pourrait conduire a
I’exposition de nouveaux épitopes (4), déclenchant une réaction immunitaire contre une protéine
du soi, similaire a une réaction auto-immune (5).L’exposition de nouveaux épitopes peut-elle
conduire a des réactions inflammatoires, de type allergie, par exemple lorsque les nanoparticules

sont présentes dans I'alimentation (nanoparticules de silice + cacahuete) ?
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L'adsorption pourrait également provoquer |'agrégation (6) et la fibrillation des protéines (7),
associée notamment a un risque de maladies neurodégénératives en cas d’entrée des
nanoparticules dans le cerveau. Quelques études ont rapporté l'agrégation de protéines en
présence de nanoparticules in vitro: Linse a montré que la fibrillation de la B2-microglobuline
pouvait étre déclenchée par des nanotubes de carbone, des quantum dots et des nanoparticules
d’oxyde de cérium, méme si rien ne prouve qu’un tel processus puisse avoir lieu en milieu
biologique (101). Chen a montré, cette fois sur des cellules, que des nanoparticules de silice
pouvaient pénétrer dans le noyau de la cellule et provoquer I'agrégation de protéines nucléaires,
notamment de la topoisomérase, ce qui conduit a I'arrét de la réplication, de la transcription et de
la division cellulaire (102). L’adsorption de certaines protéines plus sensibles a I'agrégation pourrait

donc avoir des conséquences graves sur la cellule.

L'adsorption de certaines protéines pourrait au contraire diminuer la toxicité cellulaire des
nanoparticules : c’est le cas lors de 'adsorption préalable de la glutathione transférase sur les
nanoparticules de silice (103). Comment |'adsorption de deux protéines pourrait-elle conduire dans

un cas a la fibrillation, dans un autre a un effet protecteur ?

Les effets de I'adsorption des protéines sur les nanomatériaux restent encore trés mystérieux :
gu’est-ce qu’une protéine adsorbée ? Est-ce une protéine native ou une protéine dénaturée ?
Quelle est sa structure et son activité ? Quels sont les paramétres qui vont déterminer I'adsorption

d’une protéine aux dépens d’une autre en milieu biologique ?

Nous avons choisi d’étudier I'adsorption des protéines sur les nanomatériaux pour les raisons

suivantes :

- unrisque de toxicité des nanoparticules qui dépend de la couronne de protéines adsorbées
a leur surface et des modifications des protéines adsorbées (85-87). Une meilleure
connaissance des interactions entre protéines et nanomatériaux est nécessaire pour mieux

comprendre leurs effets biologiques ;

- de nouvelles applications, parmi lesquelles des applications médicales ou le phénomene
d’adsorption des protéines est essentiel, et des applications industrielles ol I'adsorption

d’enzymes sur un nouveau type de support peut étre recherchée ;

- des spécificités : les nanomatériaux présentent des géométries (courbure) et des propriétés
(réactivité) différentes de celles des surfaces planes, permettant d’étudier I'influence de

nouveaux parametres sur l'adsorption. De plus, les plus petites nanoparticules ont une
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taille équivalente aux protéines de grande taille, ce qui change complétement le rapport

d’échelle entre protéine et surface ;

- une trés grande surface spécifique qui permet d’utiliser de nouvelles techniques d’analyse

pour étudier les protéines adsorbées (comme la diffusion de neutrons, voir chap. 6).

Le travail réalisé au cours de cette these cherche donc a répondre a ces deux questions simples :

e Quel est I’état de la protéine adsorbée sur une nanoparticule ?

e Quel est le processus d’adsorption qui conduit a cet état ?

L’objectif est de caractériser de la facon la plus compléte possible la structure, la dynamique et

I"activité d’une protéine adsorbée et de déterminer quels mécanismes ont permis son adsorption.

2. Etat d’'une protéine adsorbée
2.1 Structure

Les premieres études sur la structure des protéines adsorbées sur des surfaces ont été réalisées
dans les années 1970 grace a la spectroscopie infrarouge (104), a la spectroscopie de fluorescence
(105)et au dichroisme circulaire (106-108). Depuis, la structure des protéines adsorbées sur des
surfaces planes, des microparticules ou des nanoparticules est presque systématiquement étudiée
a l'aide d’une de ces techniques. L'adsorption des protéines s’"accompagne presque toujours d’une
diminution de la structure secondaire organisée des protéines (45, 109, 110), a quelques rares
exceptions prés ou des interactions plus spécifiques conduisent a la formation d’hélices (111). Les
modifications de structure observées dépendent de la nature de la surface
(hydrophobe/hydrophile) mais aussi de la nature de la protéine (52). Ces modifications de structure
suggerent que l'interaction avec la surface représente un stress pour la protéine, dont I'état est

souvent rapproché d’un état dénaturé lorsqu’il s"accompagne d’une perte d’activité (voir §2.2).

Cependant, ces techniques ne permettent qu’une mesure globale et moyenne de la structure de la
protéine adsorbée : les modifications locales de la structure restent inconnues. Quelques analyses
sur des systemes tres spécifiques, comme les immunoglobulines, ont été réalisées pour déterminer
I'orientation de la protéine adsorbée sur la surface (si I'on assimile la protéine a un solide, par quel
« cOté » va-t-elle s’adsorber ?) (18). Ce type d’'information reste encore inconnu pour la plupart des

systemes.
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L’étude de la dénaturation en température des protéines adsorbées par microcalorimétrie DSC a
mis en évidence une hétérogénéité de conformation des protéines adsorbées (112, 113), sans que
I’on puisse donner une structure pour chacune de ces différentes conformations. Malgré le grand
nombre de systemes étudiés, la structure des protéines adsorbées n’est donc définie que de

maniere globale et moyenne.

L'adsorption des protéines sur les nanomatériaux présente quelques spécificités par rapport aux
surfaces planes : la modification de structure des protéines dépend de la taille et de la courbure de
la nanoparticule (114). Cependant, aucune régle générale sur un effet plus marqué des
nanoparticules de plus grande ou de plus petite taille ne peut étre déduite, car cela semble variable

pour chaque systeme protéine-nanoparticule.

Les références sont citées comme exemples, une étude plus détaillée est réalisée dans la thése lors

de la discussion des résultats de chaque chapitre.

2.2 Activité

Les modifications d’activité des protéines adsorbées sont beaucoup plus variées : leur activité peut
augmenter, diminuer ou rester constante (115-117), alors méme que les modifications de structure
vont toutes dans le méme sens et indiquent plutot une perte de structure secondaire des protéines

adsorbées.

La perte d’activité enzymatique est en générale interprétée comme une conséquence de la perte
de structure de la protéine. La perte d’activité du lysozyme adsorbée sur les nanoparticules de silice
est ainsi expliquée par la modification de I'hélice du site actif de 'enzyme (93). L’interprétation du
maintien ou de l'augmentation de l'activité des protéines adsorbées est plus délicate. Les
explications avancées sont tres générales et liées a I'orientation de la protéine sur la surface et
I'accessibilité du site actif. Il manque clairement une vision plus précise des relations entre
structure et activité des protéines adsorbées sur les surfaces, car la perte de structure moyenne

observée n’est pas suffisante pour expliquer les effets de I'adsorption sur I'activité des protéines.
2.3 De nombreuses inconnues
Site(s) d’interaction entre protéine et surface

Les résidus et régions d’interaction entre protéine et surface sont inconnus pour la plupart des
systemes. De plus, I'adsorption trés souvent irréversible des protéines laisse penser qu’elles sont

ancrées sur la surface grace a plusieurs points de contact (a I'image d’un polymére, voir §3).
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Beaucoup plus récemment, quelques analyses par échange H/D des amides ont permis d’identifier

de larges zones potentielles d’interaction entre protéine et surface (118, 119).

Il reste encore de nombreuses inconnues sur les relations entre mécanismes d’adsorption et perte

de structure, notamment I'identification plus compléte des résidus impliqués dans I'adsorption.
Liens entre structure, activité et effets biologiques

Les relations entre perte de structure et modification d’activité d’une part, entre perte de structure
et effets biologiques d’autre part, ne sont pas bien identifiées. Quel est le lien entre la modification
de structure et la biocompatibilité d’un matériau ? Comment I'adsorption conduit-elle a une plus
ou moins grande internalisation ou a une plus ou moins grande cytotoxicité ? Il reste encore de
nombreuses questions sur les mécanismes moléculaires d’interaction entre nanoparticules et

milieu biologique.
Dynamique des protéines adsorbées

La dynamique des protéines adsorbées est presque totalement inconnue. L’hypothése avancée
dans la littérature est que la déstructuration de la protéine s’accompagne d’une augmentation du
nombre de degrés de liberté et donc de flexibilité de la protéine adsorbée (120). Pourtant,
quelques études récentes par anisotropie de fluorescence et par RMN laissent penser que
I"'adsorption conduirait au contraire a une diminution de la dynamique des protéines adsorbées
(121, 122). La relation entre structure et dynamique des protéines adsorbées est donc mal

comprise et nécessite de nouvelles études.

3. Les modeles d’adsorption des protéines

L'adsorption des protéines sur les surfaces est un phénomeéne étudié depuis longtemps, les
différentes approches et modéles proposés pour expliquer les interactions entre protéines et

surfaces sont présentés ci-dessous. Permettent-ils d’expliquer tous les processus observés ?

Un premier paralléle avec I'adsorption des polyméres sur une surface

Si le modele de Langmuir, qui décrit I'adsorption des gaz sur les surfaces, est utilisé tres tot pour
décrire les isothermes d’adsorption des protéines sur les surfaces(3), I'adsorption des protéines est
toutefois rapidement rapprochée de celle des polymeres, qui comme les protéines sont des
macromolécules susceptibles d’interagir en plusieurs points avec la surface, a la différence des

petites molécules étudiées jusqu’alors (17, 123). A la maniére d’un velcro, un polymeére est adsorbé
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sur la surface par plusieurs « pattes », si une ou deux « pattes » se décollent, il en reste toujours

plusieurs autres pour maintenir le polymére adsorbé (124, 125) (Fig. 1-7).

Figure 1-7. Adsorption d’un polymere flexible sur une surface par plusieurs points

d’ancrage, d’apres (120)
Les polyméres formés de trés longues chaines, branchés ou non, sont flexibles et peuvent se
mouvoir avec un grand nombre de degrés de liberté en solution. Les interactions entre polymeres
et surface sont favorisées par des interactions spécifiques, qui peuvent étre des interactions
électrostatiques dans le cas des polyélectrolytes de charge opposée a la surface, et seraient
défavorisées par la perte d’entropie associée a une conformation « figée » (120). Comme pour les
polyméres poly-amphotéres, I'adsorption des protéines sur la surface serait maximum a leur point
isoélectrique (3, 9) grace aux interactions électrostatiques avec la surface (126). Toutefois,
polyméres et protéines peuvent s’adsorber sur une surface malgré un effet de répulsion

électrostatique, d’autres mécanismes sont donc impliqués (120).

De plus, une hétérogénéité de conformation des polymeres adsorbés est observée. Par exemple,
lors de I'adsorption du polystyrene sur une surface de silice, les premiéres chaines s’adsorbent « a
plat » avec un grand nombre de points de contact avec la surface, tandis que les chaines adsorbées
plus tardivement sont moins fortement adsorbées et présentent une conformation différente
(127). 'y a donc un étalement des polymeéres sur la surface lorsque la surface disponible est
grande. Or la structure des protéines adsorbées évolue, comme pour les polymeres (124), avec le
temps de résidence a la surface et avec la surface disponible : les protéines adsorbées pour les
temps de contact les plus longs et a faible concentration sont celles qui se désorbent le moins
(128). Selon un processus similaire, les protéines pourraient « s’étaler » sur la surface au cours du

temps, ce qui maximiserait les forces d’interaction avec la surface (18, 129).

Le modéle d’adsorption des protéines de Norde

A partir de I'étude de I'adsorption de protéines modeles en fonction du type de surface et des

conditions physico-chimiques, Norde propose un modele d’adsorption des protéines qui explicite
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les mécanismes sous-jacents a I'adsorption et qui vise a prédire I'adsorption ou la non adsorption
des protéines sur une surface (120, 130). Le modele de Norde a été largement utilisé et repris dans

les études d’adsorption des protéines (18, 131).

D’apres le modele de Norde, I'adsorption des protéines dépend du point isoélectrique et de la
stabilité de la structure de la protéine d’une part, de la charge et de I’hydrophobicité de la surface
d’autre part (tableau 1-2). La stabilité est définie dans ce modéle par rapport aux modifications
structurales des protéines adsorbées : Norde définit des protéines « dures » qui subissent peu de
modifications structurales lors de 'adsorption, et des protéines « molles » qui perdent une partie

de leur structure lors de I'adsorption (132).

. Surface hydrophile Surface
Protéine
+ _ hydrophobe
Dure / Charge + NA A A
Dure / Charge - A NA A
Molle / Charge + A A A
Molle / Charge - A A A

Tableau 1-2. Conditions d’adsorption des protéines sur la surface selon le modéle

de Norde (120) en fonction de la stabilité structurale de la protéine (protéine

« dure », protéine « molle »), de son point isoélectrique (charge globale de la

protéine), de la charge et de I’hydrophobicité de la surface. Prédiction de

I"adsorption (A) ou de la non adsorption (NA) de la protéine sur la surface.
On constate que dans la plupart des cas les protéines s’adsorbent sur les différentes surfaces selon
ce modele, la non adsorption restant une exception. Pour Norde, I'adsorption des protéines sur les
surfaces hydrophobes est toujours favorable quelles que soient la charge globale de la surface et de
la protéine : la déshydratation de la surface par la protéine adsorbée (interaction hydrophobe) est
prédominante par rapport aux effets de répulsion électrostatique et devient ainsi le mécanisme
majeur de I'adsorption des protéines sur les surfaces hydrophobes. Une fois adsorbée, les protéines
s’étalent sur la surface et augmentent leur surface d’interaction. Norde conclut de fagon plus
générale en disant que toute protéine s’adsorbe sur une surface hydrophobe et que I'adsorption
des protéines augmente avec I’hydrophobicité de la surface. Une exception cependant : la mucine,
une glycoprotéine , s’adsorbe en quantité plus importante sur les surfaces hydrophiles par rapport

aux surfaces hydrophobes grace a ses chaines oligosaccharidiques (133, 134).

Au contraire, Norde stipule qu’il n'y a pas d’effet de déshydratation de la surface lors de

I'adsorption des protéines sur les surfaces hydrophiles. D’autres mécanismes doivent donc
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expliquer I'adsorption des protéines, car les interactions de van der Waals sont trop faibles pour
permettre a elles-seules I'adsorption : dans le cas ou protéine et surface sont de charge opposée, il
s’agit d’interactions électrostatiques entre protéine et surface ; dans le cas ou protéine et surface
sont de méme charge, seules les protéines « molles » pourraient s’adsorber sur la surface: la
répulsion électrostatique serait masquée par la formation d’une couche de contre-ions a l'interface,
et le mécanisme moteur de I'adsorption serait la perte de structure de la protéine adsorbée. La
modification de la structure de la protéine adsorbée correspondrait a une perte de structure
ordonnée et serait associée a un gain important d’entropie conformationnelle a l'origine de
I’adsorption. Les protéines « dures » dont la structure ne serait pas modifiée ne pourraient pas

s’adsorber.

Relation entre perte de structure et entropie des protéines adsorbées

La perte de structure est donc un processus moteur de I'adsorption des protéines dans le modele
de Norde grace au gain d’entropie. Ce modeéle est repris par Haynes, qui ajoute un parametre
supplémentaire (131) : une perte de structure secondaire de la protéine adsorbée serait associée a
une augmentation du nombre de degrés de liberté de la chaine peptidique, et donc d’une
augmentation de la dynamique conduisant a un gain d’entropie, favorable a I'adsorption. L'idée
que la perte de structure est un des moteurs de I'adsorption des protéines, sous la forme d’un
processus de relaxation, est couramment reprise a la maniere d’une « donnée initiale » sans réelle

discussion ou démonstration expérimentale (135, 136).

Pourtant d’aprés ce modele, la protéine adsorbée « s’étale » sur la surface, a I'image d’un polymeére
fortement adsorbé. La protéine ainsi « collée » sur la surface peut-elle gagner en entropie alors que
I'adsorption des polymeres conduit justement a «figer » leur conformation et a une perte
d’entropie, défavorable a I'adsorption ? Etudier la structure des protéines adsorbées n’est pas
suffisante pour établir avec certitude quels mécanismes conduisent a I'adsorption dans le cas d’'une
surface hydrophile: une analyse de la dynamique de la protéine adsorbée est également

nécessaire.

Les mécanismes d’adsorptions des protéines revus par Czeslik

Pour déterminer si une protéine est « dure » ou « molle » et prédire son adsorption, la stabilité
structurale des protéines est supposée équivalente a la stabilité en température : les protéines
« dures » sont les protéines qui ont une température de dénaturation élevée et les protéines

« molles » celles qui ont une température de dénaturation plus faible (122).
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Dans une revue plus récente, Czeslik compléte le modéle d’adsorption de Norde par des données

thermodynamiques de I'adsorption des protéines (32). Il reprend les mécanismes d’adsorption

suivants :
i) Interactions de van der Waals : une contribution favorable mais de faible amplitude a
I’énergie d’adsorption des protéines
ii) Interactions électrostatiques : une contribution importante de I'adsorption
iii) Interactions hydrophobes : la contribution majeure de I'adsorption, par déshydratation
des chaines latérales hydrophobes et de la surface
iv) Modification de la conformation et gain d’entropie : la modification de conformation

de la protéine adsorbée n’est pas nécessairement associée a une augmentation du

nombre de degrés de liberté, cette interprétation est discutée

Czeslik montre bien gu’il n'y a pas de mesure expérimentale du gain d’entropie associé a la
modification de la conformation des protéines adsorbées, mais il estime dans un premier temps
gue ce mécanisme est probable car tres favorable (une contribution trés favorable est nécessaire
dans le modeéle de Norde pour expliquer I'adsorption des protéines de méme charge globale que la
surface) et qu’il explique selon lui la plus grande adsorption des protéines de faible stabilité
structurale (32). Pourtant, il rapporte dans un autre article une diminution de la mobilité des
résidus tryptophane de protéines adsorbées sur la silice, ce qui correspond a une perte d’entropie
lors de I'adsorption (122). Czeslik conclut finalement que pour ce systeme, le gain d’entropie par
perte de structure est peu probable, et propose une augmentation des interactions avec la surface

lors de I’étalement de la protéine pour expliquer I'adsorption.

Cette nouvelle interprétation n’explique pas pour autant la contribution entropique favorable
mesurée par microcalorimétrie sur d’autres systemes lors de I'adsorption (137). Il reste donc des
zones d’ombre sur les mécanismes a |'origine de ce gain d’entropie, qui reste un des moteurs de

I"adsorption des protéines sur les surfaces hydrophiles.
Ce qui reste inexpliqué

Certaines observations restent inexpliquées avec les modeles actuels d’adsorption des protéines

sur les surfaces, parmi lesquelles :

1) Quelle hétérogénéité de conformation des protéines adsorbées ?

L’adsorption des polymeres sur une surface conduit a une grande hétérogénéité de conformations

(53) et il a été montré que la structure des protéines adsorbée évoluait au cours du temps, depuis
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un premier contact jusqu’a I'étalement de la protéine sur la surface (129). Une fois I'équilibre
atteint, I'analyse de la structure par dichroisme circulaire ou par spectroscopie infrarouge, ne
donne gu’une mesure moyenne de la structure des protéines adsorbées. Existe-t-il cependant une

hétérogénéité de structure des protéines adsorbées ?

Quelques études par microcalorimétrie ont montré une augmentation du nombre de
conformations de la protéine adsorbée par rapport a la protéine libre (52, 112). Norde interpréte
cette hétérogénéité uniquement par une différence de surface disponible par molécule et donc un
plus ou moins grand degré d’étalement, certaines protéines gardant leur structure native, d’autres
étant modifiées (120). La conformation des protéines adsorbées sans limitation de la surface
disponible est-elle pour autant homogéene ? Quel serait le moteur de I'adsorption irréversible des

protéines qui conserverait leurs structures natives ?
2) Quelle dynamique des protéines adsorbées ?

La modification de la structure de la protéine adsorbée s’accompagne-t-elle d’une augmentation ou
d’une diminution de sa dynamique ? Trés peu de données existent dans la littérature sur la
dynamique des protéines adsorbées (122). A I'aide de deux mesures trés différentes, RMN du
solide et anisotropie de fluorescence, deux études montrent cependant que I'adsorption pourrait

conduire a une diminution de la dynamique des protéines.

Une étude par RMN du *C de la stathérine, une phosphoprotéine salivaire qui inhibe la croissance
de I'hydroxyapatite, a montré une diminution de la structure en hélices de la protéine adsorbée sur
I’hydroxyapatite ainsi qu’une diminution de la dynamique de la protéine a I’échelle de la dizaine a la
centaine de microsecondes, avec toutefois quelques limitations pour une analyse plus poussée des
données (121). Une étude par anisotropie de fluorescence du lysozyme et de la SNase adsorbés sur
la silice a montré que I'amplitude de mouvement de réorientation des tryptophanes a I'échelle de
la nanoseconde diminuait lors de I'adsorption (122). Les deux processus identifiés se produisent par
ailleurs a des échelles de temps trés différentes. Les données manquent encore pour avoir une

vision globale de la dynamique des protéines adsorbées.
3) Quelles relations entre perte de structure et modifications d’activité ?

Alors qu’une modification de la structure des protéines adsorbées est observée pour de nombreux
systemes, a quelques exceptions pres (la subtilisine, une protéase sécrétée, gagne en hélicité

lorsqu’elle est adsorbée sur le Téflon® (132)), les variations d’activité des protéines adsorbées sont
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nettement plus diverses: la conservation, la diminution ou l'augmentation de I'activité de la

protéine adsorbée semblent dépendre de chaque protéine (52, 115, 138).

Si la perte de structure des protéines est un mécanisme moteur de l'adsorption, comment
expliquer 'augmentation de I'activité de certaines enzymes adsorbées ? S’agit-il d’un simple effet
d’orientation du site actif vers le milieu environnant ou d’autres mécanismes spécifiques de
I'interface avec le solide peuvent-ils jouer, a la maniere de certaines lipases qui deviennent actives

lorsqu’elles sont adsorbées a I'interface lipides/eau (139) ?

4) Quels sont les critéres d’affinité des protéines pour une surface ?

La plupart des études sont réalisées sur une protéine purifiée isolée adsorbée sur une surface. La
prédiction de I'adsorption d’une protéine isolée ne s’applique pas ou peu a l'adsorption des
protéines a partir d’'un milieu complexe riche en protéines, par exemple lorsqu’un biomatériau est
en contact le sang. En effet, la composition en protéines adsorbée differe de celle du milieu
environnant : en fonction de leur abondance et de leur affinité, certaines protéines sont
préférentiellement adsorbées a l'interface (40, 64, 140). Or les critéres définis jusqu’a présent,
point isoélectrique et stabilité structurale, ne permettent pas de déterminer I'affinité d’une
protéine pour une surface et de prédire I'adsorption des protéines lorsque celles-ci sont en

compétition.

D’autres critéres restent a identifier pour passer de la prédiction de I'adsorption/non adsorption du

modele de Norde, a une échelle d’affinité des protéines pour une surface.

5) Quelles sont les bases moléculaires de I'adsorption ?

Quels sont les acides aminés directement impliqués dans I'adsorption des protéines, et au contraire
existe-t-il des déterminants moléculaires de la non adsorption de certaines protéines ? Quels sont
le ou les sites d’interaction entre une protéine et une surface ? Les bases moléculaires de
I"adsorption sont peu connues et il reste difficile d’identifier précisément les sites d’interaction

d’une protéine avec une surface.

Certaines études ont permis de mettre en évidence pour un systeme donné la zone d’interaction de
la protéine avec la surface (118, 141), ou de souligner le réle de certains acides aminés dans
I'adsorption : par exemple, les résidus arginine et lysine jouent un réle important lors de
I'adsorption du lysozyme sur I’hydroxyapatite (141). Ce type d’observation est-il généralisable a
d’autres systémes ou reste-t-il spécifique d’une interaction protéine/surface donnée ? Pourrait-on

utiliser des criteres moléculaires pour prédire I'adsorption des protéines sur une surface ?
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Au-dela de la prédiction de I'adsorption, le contréle de I'adsorption, de la structure et de I'activité
des protéines adsorbées est une étape clé pour de nombreuses applications. Dans cette these, nous
essaierons de mieux comprendre les mécanismes d’adsorption des protéines sur les surfaces et
leurs conséquences en termes de structure, d’activité et de dynamique des protéines adsorbées. De
plus, nous nous intéressons a un systeme a I'équilibre, I'aspect cinétique de I’adsorption des

protéines n’est donc pas étudié.

4. Choix des protéines et des nanomatériaux étudiés

En fonction des applications, un trés grand nombre de nanomatériaux différents est utilisé :
liposomes, oxydes, métaux, polymeéres, céramiques... L'adsorption des protéines dépend fortement
du type de surface et les mécanismes de l'adsorption sur une surface hydrophile ne sont
probablement pas applicables a I'adsorption sur une surface hydrophobe. Bien que cela soit
recherché, il semble difficile de définir des régles générales pour I'adsorption des protéines sur des

systémes aussi différents.

Au cours de cette thése, nous avons choisi d’étudier les surfaces d’oxydes hydrophiles pour
lesquelles les mécanismes d’adsorption, en particulier les relations entre charge / structure /
adsorption, sont encore mal compris. La silice nanostructurée, qui est produite et utilisée a I'échelle
industrielle et présente un risque important de toxicité, a été étudiée comme surface d’oxyde

hydrophile modeéle.

Deux approches ont été développées: nous avons étudié d’une part I'adsorption de protéines
modeles purifiées sur la silice nanostructurée, ce qui permet d’analyser la structure, la dynamique
et I'activité des protéines adsorbées, et d’autre part 'adsorption des protéines a partir d’'un milieu
complexe, un extrait cellulaire de levure, contenant plusieurs milliers de protéines susceptibles
d’interagir avec la surface. Leur adsorption a été caractérisée afin d’identifier de possibles

déterminants de I'adsorption des protéines sur la surface de silice.

Silice nanostructurée

L’adsorption des protéines sur la silice peut se développer sur la silice présente naturellement dans
I’environnement : cristaux de quartz et cristobalite pour la silice cristalline, chalcédoine et theque
des diatomées pour la silice amorphe par exemple, ou sur des matériaux manufacturés, de facon

intentionnelle ou par exposition accidentelle.
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Voici quelques exemples de situations réelles(ou possibles) d’adsorption de protéines sur la silice,

en particulier sur la silice nanostructurée :

- Silice biogénique : les silaffines sont des protéines impliquées dans la biominéralisation des
frustules de diatomées (142)

- Biomatériau : une céramique a base de silice est étudiée comme matrice pour la
reconstruction du tissu osseux (143)

- Pharmacologie : les nanoparticules de silice mésoporeuses sont étudiées comme vecteurs
possibles de médicaments (37)

- Support d’enzyme immobilisée : dans l'industrie agroalimentaire, la silice poreuse est
utilisée comme support pour I'immobilisation de la lactase qui catalyse I’hydrolyse du
lactose en glucose et galactose (51, 144)

- Biocapteurs : une micropuce en silice est utilisée pour immobiliser des anticorps et réaliser
un test immunologique directement a partir du sang (54) ; un biocapteur pour la mesure de
la concentration en urée est réalisé en immobilisant une uréase sur une silice poreuse (145)

- Chromatographie : purification des protéines a I'aide de verres de silice poreux (146)

- Production industrielle : les nanoparticules de silice amorphes sont tres utilisées dans
I'industrie pour la production de pneus, de matériaux de construction et d’aliments comme
le sel, le sucre, les gateaux apéritifs (additif E551) (73)

- Exposition accidentelle : aprés inhalation, la poussiere de silice cristalline provoque la
silicose, I'une des plus anciennes maladies professionnelles. Dans le cas plus spécifique des
nanoparticules de silice amorphes, celles-ci peuvent traverser la barriére pulmonaire apres

inhalation, passer dans le sang et étre transportées jusqu’aux organes (80)

Les matériaux représentés sont tous siliceux mais ont des géométries, tailles et cristallinité
différentes (Fig. 1-8). Dans notre étude, afin de ne pas nous limiter a un seul type de matériau, nous
avons étudié différents types de silice amorphe nanostructurée : les nanoparticules de silice de 7 et

20 nm de diametre d’une part, les verres de silice de porosité 8 et 50 nm d’autre part.

Les verres de silice de porosité controlée (CPG, Controlled Pore Glass) ont été développés comme
supports de chromatographie pour une séparation par taille. lls présentent I'avantage d’étre tres
homogenes avec une taille de pore bien identifiée, ce qui permet d’utiliser un matériau dont la
taille et la géométrie sont connues et homogénes pour notre étude, sachant que ces paramétres

influencent I'adsorption des protéines.
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Figure 1-8. Exemple de silice amorphe micro et nanostructurées, biogénique et
synthétique. Frustules de diatomées : (a) frustule de Thalassiosira pseudonana,(c)
détail de la frustule de Thalassiosira weissflogii, d’aprés (142). Silice synthétique :
(b) verre de silice poreux (CPG), (d) nanoparticules de silice (Sigma)

Les nanoparticules de silice que nous avons étudiées sont représentatives des nanoparticules
produites industriellement. Notre choix s’est porté vers des nanoparticules produites a grande
échelle et disponibles en grandes quantités plutét que vers une syntheése en laboratoire, qui
fournirait en petite quantité un produit peu comparable a ceux utilisés par l'industrie. La

caractérisation des nanoparticules et des verres de silice est présentée dans le chapitre 3.
Protéines modéles pour I’étude de I’adsorption

Les protéines modeéles que nous avons choisies d’étudier sont la myoglobine, 'hémoglobine et la
sérum albumine. Ces protéines peuvent étre disponibles en grandes quantités et leurs
caractéristiques biochimiques et structurales sont bien connues. De plus, elles sont différentes
selon les deux criteres définis par Norde pour l'adsorption des protéines sur les surfaces
hydrophiles : point isoélectrique et stabilité structurale. La myoglobine et ’hémoglobine présentent
respectivement une structure monomérique et tétramérique, un facteur qui n’a, a notre
connaissance, jamais été pris en compte dans I'étude de I'adsorption des protéines. L'intérét des
hémoprotéines est aussi d’avoir un atome de fer, ce qui fournit une sonde supplémentaire et
facilement accessible de leur site actif par spectroscopie. L’'hémoglobine et la sérum albumine
peuvent par ailleurs se trouver en contact avec des nanoparticules de silice, soit aprés exposition et

passage dans le sang, soit sur des dispositifs et capteurs qui utilisent le sang.

La myoglobine de coeur de cheval et la sérum albumine bovine sont achetées sous forme
lyophilisée chez Sigma. L’'hémoglobine de porc est purifiée a partir du sang de porc (voir chap. 2).
Pour compléter notre panel de protéines modeles, 'apomyoglobine a été préparée a partir de la
myoglobine pour étudier I'adsorption d’une protéine structuralement identique mais beaucoup

moins stable (147). L’adsorption des protéines modéles est étudiée sur les différents types de silice
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nanostructurée en fonction des caractéristiques des protéines, des matériaux et des conditions du

milieu (voir chap. 4).

Pour étudier I'adsorption des protéines a partir d’un milieu complexe, nous avons cherché a
identifier a partir d’'un extrait cellulaire de levure les protéines adsorbées et non adsorbées sur les
nanoparticules de silice. L'extrait cellulaire de levure a été utilisé car les outils d’analyse et
d’identification des protéines de levure par électrophorése bidimensionnelle sont bien connus (voir

chap. 4).

5. Approche expérimentale

Nous avons tout d’abord caractérisé de la facon la plus compléte possible les nanomatériaux

étudiés. Les critéres de caractérisation et les études réalisées sont présentés dans le chapitre 3.

Les techniques d’étude des protéines adsorbées, sur des surfaces planes ou sur des nanomatériaux,
sont nombreuses. Au cours de cette thése, nous avons cherché a comprendre quels étaient les
mécanismes d’adsorption des protéines, en analysant I'adsorption de protéines modeles aux
caractéristiques différentes sur la silice nanostructurée. Puis nous avons réalisé une étude
systématique de I'adsorption a partir d’'un milieu complexe en identifiant les protéines de levure
adsorbées et non adsorbées sur les NP de silice a partir d’un extrait cellulaire, afin de déterminer
les critéres d’adsorption des protéines sur la silice. La structure, la dynamique et I'activité des
protéines adsorbées a ensuite été étudiée plus finement pour deux protéines modeéles, la
myoglobine et I’hémoglobine adsorbées sur les nanoparticules de silice, a I'aide de techniques
classiques, mais aussi en développant des techniques de biophysique et de protéomique jusqu’ici

peu ou pas utilisées pour I'étude des protéines adsorbées.

Les techniques classiques d’étude appliquées aux protéines adsorbées sont :

- Lamesure des isothermes d’adsorption dans différentes conditions

- L’étude de la désorption

- L’étude de la stabilité en température des protéines adsorbées par microcalorimétrie DSC

- L’étude de la structure des protéines adsorbées par spectroscopie UV-visible, spectroscopie

infrarouge, spectroscopie de fluorescence et dichroisme circulaire

Ces analyses présentent I'avantage de fournir des données solides sur I'adsorption des protéines
sur la silice nanostructurée et d’étre facilement comparable aux données de la littérature pour

d’autres systemes. Cependant, certaines méthodes doivent étre adaptées a des solutions
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colloidales qui diffusent la lumiére. Dans la littérature, certaines techniques comme la
spectroscopie UV-visible et la calorimétrie n‘ont été que peu utilisées pour caractériser les
protéines adsorbées en raison de la difficulté a maitriser les phénoménes propres a ce type

d’échantillon, comme la diffusion de la lumiéere ou I'hétérogénéité des échantillons.

L'étude de l'activité des protéines adsorbées est basée sur la mesure de I'oxygénation de
I’'hémoglobine par tonométrie, qui n’avait a notre connaissance jamais été appliquée a
I’'hémoglobine adsorbée sur les NP. L’hémoglobine était particulierement intéressante pour cette
étude car la fixation d’un gaz, a la différence d’une réaction enzymatique, ne nécessite ni substrat
ni cofacteurs, qui peuvent interagir, tout comme la protéine, avec les nanoparticules en suspension
et créer des « interférences » lors de la mesure (99, 100). De plus, un contréle a systématiquement
été réalisé, que ce soit pour les mesures de structure ou d’activité, dans des conditions ou les
protéines ne sont pas adsorbées sur les nanomatériaux pour s’assurer que les NP n’altéraient pas

les mesures (voir chap. 2).

Des techniques qui n’avaient jusqu’a présent pas ou peu été appliquées aux protéines adsorbées

ont également été développées au cours de la these. Il s’agit de :

- Lamesure de I'énergie d’adsorption par microcalorimétrie ITC

- Lacartographie de surface par irradiation des zones d’interaction entre protéine et silice

- L'identification des protéines adsorbées et non adsorbées a partir d’un extrait cellulaire par
électrophorése bidimensionnelle

- L’'analyse statistiques des caractéristiques des protéines adsorbées et non adsorbées

- L’étude par spectroscopie d’absorption X des hémoprotéines adsorbées

- L'étude par diffusion incohérente élastique et inélastique de neutrons de la dynamique de

la protéine adsorbée

La caractérisation des nanomatériaux est présentée dans le chapitre 3. L'étude des mécanismes
d’adsorption de protéines modeles purifiées, mais aussi de protéines d’un extrait cellulaire de
levure, sur la silice nanostructurée, est détaillée dans le chapitre 4. La structure, la dynamique et
I'activité de la myoglobine et de I'hémoglobine adsorbées sur les nanoparticules de silice est
ensuite détaillée dans les chapitres 5, 6 et 7. Une vision intégrée de I'adsorption des protéines ainsi
que les liens entre résultats sont discutés dans chaque chapitre. Nous terminerons par une

conclusion et des perspectives.
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CHAPITRE 2
Matériels & Méthodes

De nombreuses méthodes ont été utilisées, les méthodes et protocoles expérimentaux sont exposés

brievement pour les méthodes les plus courantes et détaillés pour les méthodes moins habituelles.

1. Tampons et produits chimiques

L'eau ultrapure MilliQ (MilliPore, 18 MQ.cm, COT = 5 ppb) est utilisée pour la préparation des
échantillons. Différents tampons — BisTris-HCI, Tris-HC| et Phosphate — ont été utilisés afin de couvrir
une large gamme de pH allant de pH 6 a pH 9, le tampon Phosphate a pH 7,4 étant celui qui se
rapproche les plus des conditions physiologiques. Les tampons BisTris-HCl a pH 6 et Tris-HCl a pH 9
ont été préparés en dissolvant dans de I'eau MilliQ les sels BisTris (Sigma B9754) et Tris (Sigma
T6066) puis en ajustant le pH par ajout d’acide chlorhydrique concentré. Le tampon Phosphate est
préparé en dissolvant les sels de phosphate monosodique NaH,PO, (Fisher Scientific $3720) et
disodique Na,HPO, (Sigma 71649) dans de I'eau MilliQ en quantités appropriées pour obtenir le pH
voulu. Le tampon isotonique utilisé pour les suspensions de globules rouges est composé de NaCl

140 mM et BisTris-HCI 50 mM a pH 7,4.

Eau lourde

L’eau lourde (Euriso-top D215) utilisée pour les mesures par spectroscopie infrarouge et par diffusion
de neutrons est de pureté de 99,97%. Les échantillons sont préparés sous tente avec un flux

permanent d’argon de qualité 6.0 (Messer).

Solutions de désorption

Plusieurs solutions ont été utilisées pour tester la désorption des protéines adsorbées : I'eau MilliQ,
les solutions tampons, les solutions salines NaCl de cation monovalent et CaCl, de cation divalent de
concentration 1 M et une solution de morpholine C4HsNO a une concentration de 50 mM. Les sels
NaCl (Sigma S7653) et CaCl, (Merck 2384) sont dissous dans I'eau MilliQ. La morpholine (Sigma
252360) est diluée dans un tampon Phosphate 100 mM a pH 7,4.

Effecteurs de I’hémoglobine

Le 2,3-diphosphoglycerate (DPG) (Sigma D5764) est dissous dans une solution tampon BisTris-HCI

100 mM a pH 6 et ajouté en excés dans un rapport de 10 équivalents DPG par tétrameére
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d’hémoglobine, ce qui représente 10 fois le rapport stcechiométrique (1). Le DPG étant sensible a
I'hydrolyse, les solutions sont préparées juste avant la mesure. L'inositol hexaphosphate (IHP)

(Sigma, phytate P0109) est préparé dans les mémes conditions.
Ligands de la myoglobine

L’azoture de sodium NaNj; (Sigma 71289) est dissous dans le tampon utilisé pour la mesure : BisTris-
HCI 100 mM a pH 6, Phosphate 100 mM a pH 7,4 et Tris-HCl 100 mM a pH 8,7. Les solutions
contenant de 'azoture en milieu acide sont préparées sous hotte pour prévenir tout dégagement du

gaz HNj; toxique. L'imidazole C3HN, (Sigma 12399) est préparé dans les mémes conditions.

2. Nanomatériaux

Les nanoparticules (NP) de silice de 7 nm (Sigma S5130) et 20 nm (Sigma 637238) sont pesées sous
hotte sur une balance Mettler Toledo précise & 10 g couplée a un kit antistatique Haug-PRX U
alimenté par une haute tension de 8 kV. Les NP sont mises en suspension dans chacun des tampons
utilisés et les solutions sont agitées au vortex avant utilisation. Les silices nanoporeuses CPG 8 nm
(Millipore CPG75C) et CPG 50 nm (Millipore CPG500C) sont pesées et mise en solution dans les

meémes conditions.

2.1 Microscopie électronique a transmission

Les images de microscopie électronique a transmission ont été réalisées sur deux microscopes : sur
un microscope Jeol JEM-1400 (cathode LaBg) équipé d’une caméra Orius SC1000 a une tension de 60
kV dans le cadre de la plateforme de microscopie électronique en transmission Imagif du CNRS
(Centre de Recherche de Gif) ; sur un microscope Philips CM 30 STEM (cathode LaBg) équipé d’un
détecteur EDX a une tension de 300 kV au Laboratoire des Solides Irradiés (CEA-Ecole Polytechnique).

Les images sont réalisées en champ clair.

Les NP sont mises en suspension dans l'eau ou dans I'éthanol (séchage plus rapide) a une
concentration de 0,5 mg/mL et placées dans un bain a ultrasons pendant 10 min. Un volume de 3 pL
est déposé sur une grille carbone-Cu 400 mesh. Apres 5 min de séchage, la grille est introduite dans
le microscope pour observation. La distribution de taille des NP est déterminée par analyse d’image a

I"aide du logiciel Imagel.
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2.2 Isotherme de sorption d’azote (BET)

La surface spécifique des NP a été mesurée par isotherme de sorption d’azote a 77 K sur un appareil
Micromeritics (ASAP 2010 Instrument) au Laboratoire de Mesure et de Modélisation de la Migration
des Radionucléides (CEA Saclay). Pour s’assurer d’'un séchage complet de la surface des NP avant
mesure, un échantillon de 1g est séché sous vide a 90°C pendant 1h puis a 205°C pendant 2h. Une
monocouche de molécules de gaz s’adsorbe a la surface de I'échantillon et la quantité d’azote
nécessaire pour saturer la surface est mesurée. La surface spécifique est ensuite calculée selon la
méthode BET (Brunauer-Emmet-Teller) de 0.06 a 0.2 Py (2). Les autres méthodes (BJF, DFT) ne sont
pas adaptées a notre systeme car la forme des isothermes et I'absence d’hystérésis montrent que les

NP de silice n’ont pas de porosité interne (voir chap. 3, §2.3).

2.3 Zétamétrie

La charge de surface d’une particule n’est pas une grandeur mesurable, mais elle peut étre
approchée par le potentiel zeta { généré par le déplacement de particules chargées dans un champ

électrique (Fig. 2-1).

Plan de cisaillement

Couche diffuse

Surface

de Stern

Figure 2-1. Représentation de la formation du plan de cisaillement lorsqu’une
particule chargée se déplace en solution, d’aprés (3). Le potentiel électrocinétique

est représenté en rouge en fonction de la distance a la surface ; le est
défini sur le plan de cisaillement, a I'interface entre la couche de Stern et la couche
diffusive.

D’apres le modeéle de Stern, lorsqu’une particule chargée se déplace dans une solution ou qu’une
solution est contrainte a I’écoulement entre deux surfaces chargées, une double couche de contre-
ions, appelée couche de Stern, se forme sur la surface. La concentration en ions diminue ensuite avec

I’éloignement a la surface et constitue la couche diffuse. La limite entre la couche de Stern et la
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couche diffuse est appelée plan de cisaillement. C’'est a ce niveau qu’est mesuré le potentiel T. Il
dépend donc de la charge de la surface, du pH, des espéces en solution et de la force ionique qui

influence I'épaisseur de la couche de Stern.

Concretement, les NP en suspension sont soumises a un champ électrique ce qui génere leur

mouvement. Leur vitesse ¥ dépend du champ électrique E et de leur mobilité électrophorétique L.
(eq. 1). La mobilité électrophorétique est mesurée par vélocimétrie laser, c’est-a-dire par le décalage

en fréquence d’un laser généré par les particules en mouvement.

v= U, E (eq.1)
La mobilité électrophorétique (m2.s™.V?) est reliée au potentiel (V) par I’équation de Henry pour
des particules sphériques (eq. 2). La viscosité n de la solution apparait car dés lors que la particule est
en mouvement, une force de friction de sens opposée a la force électrique et dépendant de la

viscosité du milieu s’applique.

3
ZZEL.% (eq.2)

avec
- nlaviscosité de la solution (Pa.s) (=8,9.10™ Pa.s pour I'eau a 25°C)
- g la permittivité du vide (=8,85.10-12 C2.N".m")
- ela constante diélectrique du milieu (=80 pour I'eau a 25°C)
- f(ka) une fonction dépendant du rayon de la particule a et de I'épaisseur de la couche de

Stern définie par k qui est I'inverse de la distance de Debye-Hiickel

Les deux formes limites de I'équation de Henry sont ka<<1 quand I'épaisseur de la couche diffuse est
importante devant celle des particules, ce qui se traduit par f(ka) = 1, et ka>>1 lorsque I'épaisseur de
la couche diffuse est négligeable devant la taille des particules, ce qui se traduit par f(ka)=3/2. Ces
deux formes limites correspondent aux modeéles de Hiickel (ka<<1) (eq. 3) et de Smoluchowski
(ka>>1) (eq. 4) (4). Nous avons utilisé le modele de Smoluchowski qui s’applique aux solutions ayant

une concentration moyenne en électrolytes (5).

3.

¢= 2 sos'ue (eq. 3)
. n

¢ = —sosue (eq. 4)
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Les mesures ont été réalisées sur un Malvern Zeta Nanosizer sur les NP de silice 7 et 20 nm en
suspension a une concentration de 0,1 mg/mL dans les tampons BisTris-HCI, Phosphate ou Tris-HCl

100 mM de pH 6 a pH 9. Le potentiel { est la moyenne de 5 mesures.

Sur le méme appareil, une analyse par diffusion de la lumiére des solutions de NP en tampon
Phosphate 100 mM a pH 7,4 a été réalisée, dans les mémes conditions que pour la zétamétrie, pour
vérifier qu’il n’y avait pas d’agrégats de taille supérieure a 100 nm dans nos solutions (voir chap. 3,

§2.1).

2.4 Diffusion de neutrons aux petits angles

La diffusion de neutrons aux petits angles (DNPA) permet de mesurer la distribution de taille des NP
a partir de l'interaction entre neutrons et noyaux. La variation d’intensité diffusée | est mesurée en
fonction de I'angle de diffusion 6 qui est relié au vecteur d’onde g (eq. 5), ou A est la longueur d’onde

des neutrons :
TT .
q= _sz (eq. 5)

Les mesures ont été réalisées sur le spectrométre PAXY au Laboratoire Léon Brillouin (CEA-CNRS), sur
le réacteur Orphée a Saclay. Les NP sont analysées dans une cuve en quartz Suprasil de 1 mm a
température ambiante. Les mesures sont réalisées suivant deux configurations correspondant a une
distance entre I'échantillon et le détecteur de 2m et 5m et une longueur d’onde de 6A et de 9A
respectivement, ce qui permet de couvrir une large gamme de diffusion en vecteurs d’onde g tout en

superposant une partie des mesures et en évitant les diffusions multiples.

Aprés normalisation, la mesure 1(q) est modélisée par une distribution de particules en ajustant les
parameétres de taille, de forme et d’interaction. Pour les NP 7 et 20 nm, le facteur de forme qui
représente au mieux les données est celui d’'une sphére. La fonction de distribution en taille est

ensuite ajustée suivant un traitement classique des données (6).

Tout l'intérét de la DNPA est de pouvoir reproduire ces mesures sur des NP en suspension pour
évaluer leur état d’agrégation. Les mesures sont réalisées sur les NP en suspension dans D,0 a une
concentration de 30 mg/mL. L'eau deutérée est utilisée pour réduire la diffusion incohérente du

solvant, ce qui limite le bruit de fond.
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2.5 Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier
La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier a été utilisée pour :

1) Caractériser la chimie de surface de la silice nanostructurée

2) Analyser la structure secondaire de la myoglobine adsorbée sur les NP de silice (voir §5.1)

Les NP de silice et les CPG ont été préalablement hydratés par agitation dans I'eau MilliQ pendant 1h
puis séchés a 150°C pendant une nuit pour permettre la déshydratation des échantillons (molécules
d’eau adsorbées) sans destruction des groupements silanols formés lors de |’hydratation. Les
échantillons sont préparés sous forme de pastille dans du bromure de potassium par compression a
10° Pa pendant 5 min puis analysés par transmission sur un spectrométre Bruker Vertex 70 a
température ambiante et sous flux d’argon de qualité 6.0. La ligne de base est mesurée sur une
pastille préparée sans silice. Pour chaque échantillon, 256 spectres mesurés de 900 & 4000 cm™ avec
une résolution de 0,5 cm™ ont été moyennés. Le traitement des spectres est réalisé sur le logiciel

Omnic.

3. Purification des protéines

Hémoglobine

Le sang de porc a été récupéré a la saignée a I'abattoir Harang a Houdan, avec I'autorisation de la
Division Départementale de Protection des Populations. Il est immédiatement mélangé a une
solution anticoagulante composée d’acide citrique a 4,8 g/L (Fluka 27487), de citrate de sodium a
13,2 g/L (Sigma S1804) et de dextrose a 14,7 g/L (Sigma D9434) dans un rapport de volume de 1 pour
5. Le sang est transporté a 4°C dans une glaciere et purifié dés l'arrivée au laboratoire.
L’'hémoglobine de porc (Sus scrofa domesticus) est purifiée a partir du sang selon la méthode de
purification standard de Perutz (7) (lavages par NaCl a 9 g/L et hémolyse dans I'’eau MilliQ a 4°C). Les
membranes des hématies sont précipitées par ajout dans un rapport de 1 pour 10 en volume de
tampon Phosphate 2,8 M a pH 6,8. La solution est agitée doucement pendant 5 min puis centrifugée
a 20 000 g pendant 30 min. Le surnageant limpide est dialysé quatre fois contre de I'eau MilliQ a 4°C
a travers une membrane de dialyse SPectra/Por de seuil de rétention 50 kDa puis passée sur une
résine AG 501-X8 (Bio-Rad) pour éliminer le 2,3-disphosphoglycerate (DPG) selon le protocole de

Jelkmann (8) et centrifugé a 20 000 g pendant 10 min.

La solution d’"hémoglobine est conservée a 4°C pendant une quinzaine de jours au maximum. Avant
utilisation, elle est centrifugée a 20 000 g pendant 5 min. Pour s’assurer de I'intégrité de la protéine,

notamment de I'absence d’oxydation en methémoglobine, un spectre UV-visible est enregistré sur le
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spectrophotometre Shimadzu UV-2450 (voir §4.1). Le rapport des absorbances a 576 et 541 nm est

un bon indicateur de la dénaturation, oxydation ou de dommages de I’hémoglobine (9, 10).

Les hémoglobines humaines HbA et HbS ont été purifiées par I'équipe de Michael Marden au CHU du
Kremlin-Bicétre a partir de sang périmé. L’'hémoglobine pontée Hb DCL a été gracieusement fournie

par la société Baxter.

Comme pour la purification de ’hémoglobine de porc, la suspension de globules rouges est préparée
par centrifugation a 1500 g pendant 5 min d’un échantillon de sang puis lavages dans du sérum
physiologique et centrifugations successives a 4°C. Le culot globulaire est ensuite remis en
suspension dans un tampon isotonique BisTris-HCI 50 mM, NaCl 140 mM a pH 7,4. L’hémolysat est
préparé par ajout de 2 mL d’eau MilliQ a 4°C a 100 pL du culot globulaire, puis centrifugé a 20 000 g
pendant 10 min pour I'élimination des membranes et repris dans le tampon d’étude (BisTris-HCI ou

Phosphate).

Sérum albumine

La sérum albumine bovine (BSA) lyophilisée (Sigma A7030) est mise en solution et dialysée dans de
I'eau MilliQ a 4°C quatre fois avec une membrane Spectra/Por de seuil de rétention 50 kDa puis

centrifugée a 20 000 g pendant 10 min.

Metmyoglobine

La metmyoglobine de coeur de cheval lyophilisée (Sigma M1882) est préparée de la méme fagon que

la sérum albumine et dialysée a travers une membrane Spectra/Por de seuil de rétention 12-14 kDa.
Apomyoglobine

L'apomyoglobine est purifiée a partir de la metmyoglobine de cceur de cheval selon la méthode de
précipitation dans I'acétone acide (11). Le précipité est repris dans I'eau MilliQ a 4°C. A la fin de la
purification, la concentration en apomyoglobine est mesurée par spectrophotométrie a 280 nm
(e=13 500 Mt.cm™) et la concentration en héme (libre ou fixé) est mesurée a 409 nm (=180 000 M’
t.em™) (12) (voir §4.1). Le rapport de concentration apomyoglobine/héme doit étre inférieur & 5%o. Si

ce n’est pas le cas, I'apomyoglobine est purifiée par une seconde précipitation dans I'acétone acide.

Pour s’assurer du bon repliement de I'apomyoglobine a la fin de la purification, le spectre de
I"apomyoglobine est mesuré par dichroisme circulaire (Fig. 2-2) (voir §5.2). Un spectre typique de
I"apomyoglobine est obtenu : il est similaire a celui de la myoglobine, a I'exception d’une plus grande
prédominance du pic a 210 nm comparé au pic a 222 nm et indique un bon repliement de la protéine

apres purification (13).
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Figure 2-2. Spectres en dichroisme circulaire de la myoglobine (bleu) et de
I'apomyoglobine (vert) dans I'eau MilliQ a 4°C a une concentration de 10 uM

L'apomyoglobine est peu stable a température ambiante : les solutions sont conservées a 4°C et les

expériences ont également été réalisées a 4°C.

4. Adsorption des protéines
4.1 Spectroscopie UV-visible

La spectroscopie UV-visible a été utilisée pour mesurer :

1) la concentration en protéine des solutions

2) les spectres d’absorption des hémoprotéines adsorbées sur les NP de silice

3) lesisothermes d’adsorption des protéines sur les nanomatériaux

4) la fixation de ligands de la metmyoglobine libre et adsorbée sur les NP (voir §6.1)

5) I'oxygénation de I’'hémoglobine libre et adsorbée sur les NP (voir §6.2)

Les solutions sont analysées dans des cuves en quartz Suprasil de 1 cm de trajet optique a
température ambiante de 250 a 800 nm sur un spectrophotometre double faisceau Shimadzu UV-
2450. Les mesures sur les solutions sans NP (mesures de concentration et isothermes d’adsorption)
sont réalisées suivant un montage classique en transmission apres soustraction de la ligne de base
mesurée sur le tampon. Les solutions contenant les NP de silice en suspension ne peuvent pas étre
analysées de cette fagon car la diffusion de la lumiere par les NP est trop importante et le signal
mesuré trop faible. Pour adapter la mesure a ce type d’échantillon, nous avons utilisé une sphére
d’intégration Shimadzu ISR-2200 qui permet de collecter de 250 a 800 nm toute la lumiere diffusée
et augmente la sensibilité de la mesure pour des solutions colloidales (14). La ligne de base est

mesurée sur une suspension de NP dans le tampon. Les spectres obtenus sont de bonne qualité,
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méme si la diffusion n’est pas totalement corrigée dans le proche UV. Les mesures réalisées avec la
sphere d’intégration sur les solutions sans NP sont par ailleurs parfaitement identiques a celles du

montage classique.

Concentration en protéines

La concentration en BSA est mesurée a 280 nm avec un coefficient d’extinction molaire £,75 =44 000
M™.cm™ (15). La concentration de I’hémoglobine, exprimée usuellement en concentration molaire
d’héme, est mesurée a 576 nm, pic d’absorbance spécifique de la forme oxygénée avec €s5,5= 15 150
M™.cm™ (16). Le spectre de la metmyoglobine dépend du pH de la solution (voir chap. 7, §1) (17). La
concentration de la metmyoglobine est donc mesurée au point isobestique a 623 nm avec g¢,3=3 500

M*t.cm™ (17).
Isotherme d’adsorption

Une isotherme d’adsorption représente la quantité de protéine adsorbée en fonction de la
concentration de protéine libre en solution. La quantité de protéine adsorbée est déterminée par
différence entre les concentrations mesurées i) sur une solution de référence contenant la protéine
sans NP et ii) sur le surnageant de la solution contenant la protéine et les NP. La concentration en NP
est de 4,5 mg/mL (diluée a partir d’'une solution mére a 60 mg/mL) et la concentration en protéine
varie de 5 a 100 uM. Les solutions sont agitées doucement sur une roue pendant 4h a température
ambiante puis centrifugées a 20 000 g pendant 10 min pour séparer les NP avec la protéine adsorbée

du surnageant avec la protéine libre.

La quantité de protéine adsorbée est exprimée en mg/m? a partir de la surface spécifique mesurée
par BET pour chacun des matériaux. La surface est plus appropriée que la masse des NP car leur
réactivité est avant tout liée a leur grande surface spécifique (18). Une incertitude de 5% sur les

mesures a été déterminée par la répétition de 5 mesures identiques.

Les modeles utilisés pour représenter les isothermes d’adsorption des protéines sur les NP de silice

sont présentés dans le chapitre 4 (voir §2).

4.2 Microcalorimétrie ITC

L’énergie d’adsorption de la myoglobine sur les NP de silice a été mesurée par titration
microcalorimétrique isotherme (Isothermal Titration Calorimetry) par mesure de la quantité de

chaleur dégagée par ajouts successifs de myoglobine a une suspension de NP a 25°C. Les mesures ont
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été réalisées sur un Microcal VP-ITC (GE Healthcare) au Centre des Sciences du Go(t et de

I’Alimentation (INRA-CNRS-Université de Bourgogne) a Dijon.

Des aliquotes de 10 pL de myoglobine a une concentration de 1 mM sont ajoutés a une solution de
NP de silice a une concentration de 3 mg/mL avec un temps d’équilibre de 8 min entre chaque ajout.
Toutes les solutions sont préparées en tampon Phosphate 100 mM a pH 7,4 pour éviter un effet de
pH. La solution contenue dans la cuve est continuellement agitée, ce qui évite toute décantation des
NP au cours de la mesure. La concentration en myoglobine de la cuve varie de 2 a 150 uM au cours
de I'expérience, de maniére similaire a la gamme de concentration en protéine des isothermes
d’adsorption. Le rapport de concentration Mb/NP permet de saturer la surface des NP par la
myoglobine a la fin de I'expérience. Les variations de chaleur mesurées lors de la dilution de la
myoglobine d’une part (sans NP) et la dilution des NP d’autre part (sans myoglobine) ont été

soustraites a la mesure finale.

Le traitement des données s’effectue en deux étapes. La premiere étape consiste a traiter les
données brutes : la quantité de chaleur mesurée au cours du temps est intégrée et normalisée a la
quantité de protéine en solution pour obtenir la quantité de chaleur AQi (Kcal/mol) pour chaque
injection (Fig. 2-3). Lintégration est réalisée a I'aide du logiciel ITC Data Analysis en ajustant
manuellement la ligne de base pour une meilleure intégration. La méme procédure est appliquée aux
mesures témoin. La quantité de chaleur due a la dilution et mesurée sur les témoins est moyennée et

soustraite du AQi obtenu pour le systéme myoglobine-NP.

La seconde étape consiste a appliquer un modéle de fixation pour déterminer les parametres
thermodynamiques de I'adsorption, c’est-a-dire la variation d’enthalpie AH, le nombre de sites de

fixation n et la constante d’association K.
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Figure 2-3. Données ITC brutes (en noir) et ligne de base ajustée pour l'intégration

des pics (en rouge) correspondant a la quantité de chaleur mesurée lors de

I'adsorption de la myoglobine sur les NP de silice 7 nm en tampon Phosphate 100

mM a pH 7,4
Nous avons utilisé le modeéle SSIS (Single Set of Identical Sites) ol un seul type de site de fixation
intervient et ou le nombre de sites est inconnu. Cependant, les données utilisées par le modéle sont
les concentrations molaires en protéine et en ligand, ce qui a peu de sens pour les NP. Nous avons
donc adapté les équations utilisées pour le traitement des données ITC a notre systeme en exprimant
une concentration molaire en sites de fixation M, a la place d’'une concentration en ligands. M;

représente la quantité de sites de fixation par gramme de NP multipliée par la concentration

massique en NP.

Le modele SSIS peut étre exprimé en fonction du nombre de sites occupés par la myoglobine sur la
silice (eq. 6), avec O la fraction de sites occupés et X, la concentration de myoglobine libre en

solution, corrigée des effets de dilution (eq. 7).

0]

= m (eq. 6)
Xe = Xiipre t - M- 0 (eq.7)

Ce qui donne par combinaison :
02 =0 (14 ot i) + 72 = 0 (eq.8)
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A pression constante, toute I'énergie est libérée sous forme de chaleur, soit une variation d’énergie

interne AU=AQ=AH rapportée au nombre de sites déja occupés dans I'’équation 9.
Q =nM,V,0 - A (eq.9)

La résolution de I'’équation 8 et la combinaison avec I'équation 9 nous donne la solution ci-dessous

pour la quantité de chaleur totale Q :

th KTLMt th Kth TLMt

_
anMtVO-ATH-[1+ﬁ+ : —\/(1+ﬁ+ ) -2 (eq.10)

La mesure ITC correspond a l'incrément de chaleur pour chaque injection AQi, soit la dérivée de Q

par rapport a la quantité de myoglobine Vy.X; (eq. 11).

Xt 1

1 dQ AH th+Kth_1
——=—-11- (eqg. 11)
Vo dXt 2 2
1 1 Xt 1 1 4Xt
"nM¢ ' KnMy) nM;

Pour un jeu de paramétres (K, n, AH), AQi est calculé a I'aide de I'équation 11 et comparé a AQi
mesuré. En utilisant la méthode des moindres carrés et par itérations, le meilleur ajustement du
modele aux données est alors obtenu. Les variations d’énergie de Gibbs et d’entropie sont ensuite

calculées a partir de la constante d’équilibre (eq. 12) et de la relation de Gibbs-Helmholtz (eq. 13).
A.G° = —RTInK (eq. 12)
AG = AH — TAS (eq. 13)

4.3 Cartographie de surface par irradiation

Les mesures de cartographie de surface sont réalisées en quatre étapes :

1) Irradiation y des solutions de myoglobine libre et adsorbée sur les NP de silice
2) Désorption de la myoglobine adsorbée
3) Digestion de la myoglobine par la trypsine

4) Analyse par spectrométrie de masse et identification des résidus oxydés

La préparation des solutions, l'irradiation et la désorption ont été réalisées au Laboratoire de
Radiolyse au CEA. La digestion enzymatique et |'analyse par spectrométrie de masse ont été réalisées

au Laboratoire Analyse et Modélisation pour la Biologie et I'Environnement a I'Université d’Evry.
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Irradiation

Les solutions sont composées de metmyoglobine a une concentration de 3 uM dans I'eau MilliQ avec
ou sans NP de silice a une concentration de 30 mg/mL. Un volume de 3 mL est irradié a température

17Cs dans une Gammacell MDS-Nordion (Theratronics) pendant 2 min a

ambiante par une source de
6h avec un débit de dose de 6 Gy/min, soit une dose recue de 12 a 2160 Gy. La production de
radicaux hydroxyles par les rayons y est de 0,28 uM/Gy. La quantité produite de HO" dans les
solutions est donc de 3 a 600 uM. Les solutions sont agitées toutes les 30 min au cours de

Iirradiation pour permettre une bonne homogénéisation des solutions.
Désorption

Pour permettre sa digestion, la myoglobine adsorbée sur les NP de silice est désorbée par la
morpholine a une concentration de 30 mM sous agitation pendant une nuit. Cela permet la
désorption compléte de la myoglobine, tandis que la désorption en milieu basique n’est pas totale.
Les NP sont éliminées par centrifugation a 20 000 g pendant 10 min puis la solution est dialysée

contre de I'eau MilliQ pendant une nuit pour éliminer la morpholine.

Un controle réalisé par la suite sur une solution de myoglobine traitée a la morpholine sans NP
montre que celle-ci n’induit pas d’oxydation de la protéine. Cette étape est donc « invisible » pour la
suite de la mesure et la comparaison des oxydations par irradiation des solutions de myoglobine libre

et adsorbée sur les NP.
Digestion enzymatique

La trypsine utilisée pour la digestion est une trypsine de porc modifiée par méthylation pour limiter
son autodigestion (Promega V511). Elle est conservée a -80°C. La myoglobine est diluée a 0,015 uM
dans un tampon de bicarbonate d’ammonium a 25 mM (Sigma A6141) puis chauffée a 95°C pendant
5 min. La trypsine est ajoutée a 37°C avec un rapport trypsine/myoglobine de 1/50. Les solutions

sont maintenues a 37°C pendant une nuit pour permettre la digestion compléte de la myoglobine.

Pour s’assurer que toute la myoglobine a bien été digérée, un aliquote de chaque solution est
analysé sur un spectrometre de masse MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonisation) Voyager-
De STR3 (Applied Biosystem). L’'aliquote est mélangé a une matrice d’acide a-cyano-4-
hydroxycinnamique a 10 g/L conditionnée dans du méthanol, déposé sur une cible (AB Sciex) et
séché a température ambiante. L’échantillon est ensuite ionisé par un laser a une puissance de 2800
kW/cm?2. ’absence de peptides de masse supérieure a 10 kDa indique une digestion correcte de la

myoglobine. Cette étape est indispensable avant I'analyse par spectrométrie de masse couplée a la
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chromatographie (nanoLC) pour éviter de boucher la colonne avec des protéines non digérées. Le

protocole de digestion est adapté en fonction de chaque protéine.
Analyse par nanolLC-MS/MS

Les peptides ainsi digérés sont analysés par spectrométrie de masse en tandem couplée a une
colonne de chromatographie (nanolLC-MS/MS) sur un spectromeétre LTQ-Orbitrap XL (Thermo
Scientific). Les peptides sont séparés sur une colonne de chromatographie pour obtenir une plus
grande résolution de I'analyse en masse. Une premiére élution de 2 uL de solution contenant 7.10™
moles de myoglobine est réalisée sur une pré-colonne C18 (300 um diametre intérieur, 5 mm de
longueur, Dionex) pour dessaler la solution, puis sur une colonne C18 (75 um, 15 cm, Dionex) avec
une solution composée de 98% d’eau MilliQ, 2% d’acétonitrile et 0,1% d’acide formique, et enfin sur
la colonne NanolLC Ultimate 3000 (Dionex) avec une solution composée de 80% d’acétonitrile, de
20% d’eau MilliQ et de 0,1% d’acide formique. L’élution est réalisée pendant 50 min a un flux de 300

nL/min. Un spectre typique mesuré sur un échantillon de myoglobine irradié est présenté ci-dessous

(Fig. 2-4).
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Figure 2-4. Premiere séparation nanolC des peptides de la myoglobine adsorbée

sur les NP de silice et irradiée a 360 Gy avant ionisation et analyse par

spectrométrie de masse en tandem sur le spectromeétre LTQ-Orbitrap XL. Chaque

peptide est identifié par son temps d’élution (en min)
Les peptides sont ensuite ionisés par électrospray (tension de 1,4 kV, température de 200°C) et
analysés dans le premier module LTQ a trappe ionique linéaire. Les cinq peptides les plus abondants,
caractérisés par leur rapport masse/charge, sont a nouveau fragmentés et analysés dans le second
module Orbitrap XL qui fonctionne comme un pieége a champ électrostatique et permet ainsi de

réaliser une analyse MS/MS en deux étapes. La résolution obtenue est inférieure a 5 ppm.

Toutes les analyses sont répétées sur trois échantillons différents et les résultats comparés. Pour

identifier les peptides et les résidus oxydés au sein de ce peptide, les données sont analysées sur le
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logiciel MASCOT (avec une recherche limitée a la metmyoglobine de cceur de cheval) sur lequel les
différentes modifications possibles des résidus par attaque radicalaire ont été préalablement entrées
(19). Les résidus oxydés identifiés sont ensuite comparés entre myoglobine libre et myoglobine

adsorbée.

4.4 Analyse des protéines d’un extrait cellulaire de levure

L’étude des protéines d’un extrait cellulaire de levure (Saccharomyces cerevisiae) s’est déroulée en

plusieurs étapes :

1) Marquage des protéines au **S
2) Mesure d’une isotherme d’adsorption sur les NP par scintillation liquide
3) Identification des protéines adsorbées/non adsorbées par électrophorése bidimensionnelle

4) Analyse statistiques des critéres physico-chimiques et structuraux des protéines

Les expériences ont été réalisées au Laboratoire de Biologie Intégrative (CEA).
Marquage des protéines au **S

La souche de levure utilisée est la souche S288C (Mata SUC2 mal mel gal2 CUP1) (20). Les cellules
sont cultivées sous agitation a 30°C dans 1L de milieu de culture de levure synthétique pauvre en
glucose (SD, 6,7 g/L de base azote avec NH,SO, et 20 g/L de glucose) jusqu’a une concentration
cellulaire de 2.10" cellules/mL. Les cellules sont isolées par centrifugation, resuspendues dans un
tampon phosphate salin (PBS) contenant 5% de glycérol et un cocktail d’inhibiteurs de protéases
(cocktail Roche sans EDTA, avec 1 mM PMSF) puis cassées sous presse. L'extrait est centrifugé a

20 000 g pendant 30 min a 4°C et le surnageant contenant les protéines cytoplasmiques solubles est
récupéré. La concentration en protéines de I'extrait est mesurée selon la méthode Bradford (21). 1L
de culture cellulaire de levure permet de récupérer en moyenne 4 mL de solution contenant 20 g/L

de protéines solubles.

Pour produire les protéines marquées au *°S, 50 mL de la culture de cellules de levure non marquées
sont centrifugés et resuspendus dans un milieu sans sulfate pendant 30 min. Les cellules sont ensuite
marquées en ajoutant 1 3 2 mCi de méthionine->>S pendant 30 min. Dans ces conditions, la quasi-
totalité du *°S est utilisée pour la synthése protéique et la quantité de **S accumulé dans les
métabolites est inférieure a 1%. L'extrait protéique est ensuite préparé de la méme fagon que
I’extrait non marqué, mais pour un volume 10 fois plus faible. Au final, 0,5 mL de solution est obtenu

avec une concentration en protéines solubles de 2 g/L et une activité de 2 Ci/L.
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Les protéines marquées au >°S sont utilisées comme traceur pour la mesure des isothermes
d’adsorption et pour les électrophoréses 2D. Elles sont mélangées a |'extrait non marqué afin

d’obtenir la concentration en protéine et |'activité nécessaire pour chaque type d’expérience.
Mesure d’une isotherme d’adsorption sur un extrait cellulaire par scintillation liquide

L’extrait cellulaire de protéines de levure contenant les protéines marquées en tampon PBS a pH 7,4
avec une concentration finale en protéine de 0,15 a 9 g/L est mis en contact avec les NP de silice a
une concentration de 5 g/L. Les solutions sont agitées doucement pendant 3h a 20°C puis
centrifugées a 6000 g pendant 2 min. A la différence des isothermes d’adsorption mesurées par
spectroscopie UV-visible sur une protéine purifiée, I'isotherme d’adsorption est mesurée ici sur
I’ensemble des protéines solubles de I'extrait : pour déterminer la quantité de protéines adsorbées,
le culot de NP a été lavé une fois dans le tampon PBS puis la radioactivité des protéines adsorbées a
été mesurée par comptage par scintillation liquide sur un scintillateur Wallac 1409 DSA. Aucune

modification du comptage due a la présence des NP de silice lors des tests n’a été observée.
Electrophorése bidimensionnelle

Un échantillon contenant 5 g/L de NP et 1 g/L de protéines contenant des protéines marquées est
préparé. Dans ces conditions, 37% des protéines sont adsorbés et 63% des protéines sont non
adsorbés. Ces conditions correspondent a un excés de surface par rapport aux protéines et ont été
choisies pour étudier les différences d’affinité entre protéines pour la silice, tout en s’affranchissant
des effets de compétition pour la surface qui se produisent lorsqu’on atteint le plateau de
I'isotherme (a partir d’une concentration en protéine de 5 g/L). Aprés agitation et centrifugation, les
protéines du surnageant ont été concentrées par un facteur 5 par évaporation. Aprés 15 min
d’incubation a 30°C dans un tampon pour électrophorése 2D (22), un aliquote de bleu de
bromophénol est ajouté et I'identification par électrophorese bidimensionnelle des protéines de
levure non adsorbée est réalisée en suivant un protocole classique (23). Une préparation identique
est réalisée sur I'extrait total, pour obtenir une carte de référence des protéines solubles de I'extrait

cellulaire.

Les culots contenant les NP et les protéines adsorbées sont lavés deux fois dans 200 uL de PBS puis
incubés pendant 15 min a 30°C dans le tampon pour électrophorése 2D. Le tampon est suffisamment
dénaturant pour désorber totalement les protéines des NP. La solution est centrifugée a 20000 g
pendant 3 min et le surnageant contenant uniquement les protéines est récupéré. L'absence de

protéines dans le culot est confirmée par comptage par scintillation liquide. Un aliquote de bleu de
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bromophénol est ajouté au surnageant et les protéines de levure adsorbées sont identifiées par

électrophoréese 2D.

Aprés électrophorese, les gels sont révélés au bleu de Coomassie (R-250), séchés et analysés par
autoradiographie aprés un temps d’exposition adapté. Les images sont enregistrées sur un
Phosphorimager (Molecular Dynamics, Storm). Les expériences sont répétées sur trois échantillons
indépendants pour chaque analyse. L’identification des protéines de levure sur les gels 2D est
réalisée a partir d'une carte de référence du laboratoire (23). Cependant, a partir de plusieurs milliers
de protéines présentes en quantités variables au sein d’une cellule de levure, seule une centaines de
protéines solubles est identifiée par électrophorése 2D. Les protéines non solubles, ou les protéines

solubles de tres faible/trés forte masse ou charge ne sont pas visibles sur le gel.

La mesure quantitative des protéines adsorbées, non adsorbées et de I'extrait total est obtenue par
analyse de l'image « radioactive » a l'aide du logiciel Progenesis Samespots (v3.0). Les points
identifiés automatiquement par le logiciel ont été vérifiés avant analyse. L'intensité de chacun des
« spots » de protéine est normalisée a l'intensité totale du gel, ce qui permet de comparer les
intensités relatives entre différents gels. Cette valeur est utilisée pour calculer directement
I’enrichissement ou l'appauvrissement des protéines a la surface de la silice. Pour classer les
protéines en fonction de leur affinité, nous avons choisi un seuil arbitraire de 1,5 pour séparer les
protéines enrichies dans la couronne (rapport d’intensité > 1,5), les protéines appauvries dans la
couronne (rapport d’intensité < 1/1,5 = 0,6) et les protéines présentes dans la couronne et dans la

solution en quantité équivalente (rapport d’intensité compris entre 0,6 et 1,5).
Analyse statistique des critéres physico-chimiques et structuraux des protéines

Les séquences primaires des protéines de levure identifiées sont produites par 'UCSC (séquencage
du génome de la levure S. cerevisiae). A partir des séquences primaires de chacune des protéines
adsorbées et non adsorbées, les critéres physico-chimiques moyens de chaque groupe sont calculés a
I'aide du logiciel Profeat sur plus de 400 criteres (24). Une analyse statistique des différences a I'aide
du test de Brunher-Munzel (25) a permis d’identifier des criteres spécifiques des protéines adsorbées
ou non adsorbées. Certains critéres calculés spécifiquement sont détaillés dans le chapitre 4 (voir

§7).
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5. Structure des protéines adsorbées
5.1 Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

La solution analysée est composée de myoglobine (5 mM) préparée dans D,0, avec ou sans NP de
silice ajoutées en quantité suffisante pour permettre I'adsorption compléte de la myoglobine. Un
mince film de solution est déposé entre deux fenétres de CaF, séparées par un espaceur en Mylar de
25 um. Le serrage de la cellule est trés délicat en présence de NP car I'épaisseur de I’échantillon n’est

pas homogene et les fenétres se cassent tres facilement.
Les mesures sont ensuite réalisées selon le méme protocole que pour I'analyse de la silice (voir §2.5).

5.2 Dichroisme circulaire

Les spectres ont été mesurés sur un dichrographe Jobin-Yvon CD6 au Laboratoire de Biologie et
Pharmacologie Appliquée a 'ENS Cachan. Les solutions analysées dans une cuve en quartz Suprasil
de 1 mm de trajet optique sont composées de 10 uM de protéine en tampon 10 mM BisTris-HCI,
Phosphate ou Tris-HCI (pour rester dans la fenétre de mesure de I'appareil) avec ou sans NP de silice
a une concentration de 1 a 7 mg/mL et sont doucement agitées avant mesure. Les spectres sont
enregistrés de 190 a 260 nm et la correction de ligne de base réalisée sur le tampon ou la solution de
NP (celle-ci ne présente toutefois pas un signal supérieur a celui du tampon). De plus, intercaler une
deuxieme cuve en quartz de 1 mm contenant uniguement la suspension de NP, devant ou derriere la
cuve contenant la solution de protéine, ne modifie pas le signal mesuré. Comme pour les mesures
d’activité, un controle négatif a été réalisé en mesurant le spectre d’une solution d’hémoglobine a pH
9 en présence de NP lorsque la protéine n’est pas adsorbée. Aucune différence avec le spectre de la

protéine libre en solution n’a été observée.

Les données sont exprimées sous la forme de la différence de coefficient d’extinction molaire par
résidu Ae (eq. 14) :

AA

N (eq. 14)

Ae = €gauche — E€droite =

avec AA la différence d’absorbance entre lumiere polarisée gauche et droite, | la longueur du trajet

optique (cm), C la concentration en protéine (M) et N le nombre de liaisons peptidiques

Quatre spectres ont été moyennés pour chaque échantillon et montrent une bonne reproductibilité
des mesures. Les spectres UV-visibles mesurés avant et aprés le spectre de dichroisme ne présentent

pas de différences, ce qui montre qu’il n'y a pas de modification de la protéine au cours de la
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mesure. Le calcul de I'hélicité et la déconvolution des spectres est discutée dans le chapitre 5 (voir

§2).

5.3 Spectroscopie de fluorescence

Les mesures de fluorescence ont été réalisées sur un fluorimetre Horiba Jobin-Yvon Fluoromax 4. Les
solutions composées de 10 uM d’apomyoglobine en tampon 10 mM BisTris-HCl a pH 6 avec ou sans
NP de silice a une concentration de 1 a 9 mg/mL sont agitées doucement pendant une heure a 4°C
avant la mesure puis analysées dans une cuve en quartz Suprasil de 1 cm de trajet optique. La
longueur d’onde d’excitation de fluorescence utilisée est 295 nm pour permettre une excitation
sélective des résidus tryptophane de la protéine. Aucun déplacement de la longueur d’onde du
maximum d’excitation de I'apomyoglobine n’a été observé en présence de NP. Les spectres
d’émission de fluorescence sont enregistrés de 300 a 450 nm et normalisés par rapport a une

référence interne. Les spectres sont ensuite lissés sur 5 points successifs a I'aide du logiciel Origin.

5.4 Spectroscopie d’absorption X

Les hémoprotéines ont été analysées par spectroscopie XANES (X-Ray Absorption Near-Edge
Structure) sur la ligne FAME a I'ESRF (Grenoble). Les spectres sont mesurés de 7100 a 7500 eV autour
du seuil K d’absorption du fer (E = 7112 eV) par fluorescence sur un détecteur Canberra 30 éléments.
Les échantillons sont composés de metmyoglobine ou d’oxyhémoglobine a une concentration de 2
mM en tampon 100 mM BisTris-HCI, Phosphate ou Tris-HCl, avec ou sans NP de silice a une
concentration de 90 mg/mL. La metmyoglobine a également été analysée sous sa forme ligandée a

I'azoture en ajoutant I'azoture préparé dans le méme tampon a une concentration finale de 100 mM.

Un volume de 300 L est analysé dans un capillaire en quartz de 3 mm de diamétre et de 10 cm de
hauteur (Capillary Tube Supplies, UK) a température ambiante. Pour éviter la dégradation de la
protéine sous faisceau au cours de la mesure, au moins 4 spectres ont été mesurés en des points
différents de I'échantillon et moyennés. La taille du faisceau est de 150 um et les points de mesure
sont distants de 1 mm en hauteur. Les spectres n’ont été moyennés que s'ils présentaient une bonne

reproductibilité. Ils ont ensuite été traités a I'aide du logiciel Athéna.

5.5 Microcalorimeétrie DSC

La température et I'enthalpie de dénaturation de la myoglobine libre et adsorbée sur les NP de silice
ont été mesurées par microcalorimétrie DSC (Differential Scanning Calorimetry) au Laboratoire
Procédés Alimentaires et Physico-Chimie de I’Université de Bourgogne (Dijon). Les mesures sont

réalisées de 25 a 110 °C avec un gradient en température de 0,5°C/min sur un microcalorimétre DSC
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Il (Setaram Instruments). Aprés une premiére analyse, une seconde montée en température est
effectuée pour évaluer la réversibilité de la dénaturation. Les échantillons de 600 mg environ sont
composés de myoglobine a une concentration de 15 g/L avec ou sans NP de silice a une
concentration de 180 g/L préparés dans D,O0. Les solutions analysées ont été préparées dans D,0
sans tampon, afin d’analyser les mémes échantillons par microcalorimétrie et par diffusion
incohérente de neutrons (voir §18). Les mesures ont été répétées 3 fois et moyennées. La variation

d’enthalpie de dénaturation de la protéine a été calculée par intégration du thermogramme.

6. Activité des hémoprotéines adsorbées
6.1 Fixation de ligands de la metmyoglobine

La fixation de l'azoture (N3;) et de l'imidazole (Im) sur la metmyoglobine est suivie par
spectrophotométrie en mesurant I'augmentation de I'absorbance a 540 nm apreés fixation du ligand.
Pour illustrer les modifications des spectres de la metmyoglobine lors de la fixation de ligands, le
spectre de Mb-Nj; est représenté de 300 a 700 nm (Fig. 2-5) et les spectres mesurés pour une fraction

croissante de Mb-Im sont présentés centrés sur la mesure de I'absorbance a 540 nm (Fig. 2-6).

meth-Hzo

Absorbance (u.a.)

0,0 T T I
300 400 500 600 700

Longueur d'onde (nm)

Figure 2-5. Spectres UV-visible de I'aquometMb (en bleu) et de la metMb-N; (en
rouge) en tampon BisTris-HCl 100 mM a pH 6
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Figure 2-6. Spectres visible de I'aquometMb (en bleu) et de la metMb-Im (en rouge)
en tampon Phosphate 100 mM a pH 7,4 centrés sur la mesure de I’'absorbance a 540

nm

La fraction de metmyoglobine ligandée Mb-N; ou Mb-Im est calculée suivant I’équation 15 (par
exemple pour 'azoture) :

Ax—Ag
A1—Ap

MbN; = (eq. 15)
Avec A, A, et A, I'absorbance mesurée a 540 nm respectivement sur la metmyoglobine totalement
ligandée, non ligandée et sur un point de mesure. L'absorbance mesurée a 700 nm est soustraite
pour corriger de légers effets de diffusion. Des aliquotes d’une solution meére d’azoture ou
d’imidazole a une concentration de 100 a 300 mM sont ajoutés a une solution de myoglobine a une
concentration de 10 uM, avec ou sans NP de silice a une concentration de 15 mg/mL, en tampon 100
mM BisTris-HCl a pH 6, Phosphate a pH 7,4 et Tris-HCl a pH 8,7. L’absorbance est mesurée par

spectrophotométrie a I'aide de la sphere d’intégration.

Pour vérifier que les NP de silice n’interférent pas avec la mesure, la fixation de I'azoture sur la
metmyoglobine a été mesurée en présence de NP de silice a pH 9, conditions dans lesquelles la
grande majorité des molécules de myoglobine ne sont pas adsorbées. Aucune différence par rapport

a la mesure sur la solution de référence sans NP n’a été observée.

Constante d’association

Les données sont représentées sous la forme d’un diagramme de Hill (26) (eq. 16), avec Y la fraction

de metmyoglobine ligandée, C, la concentration en azoture ou en imidazole, K, la constante
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d’association du ligand avec la metmyoglobine et n le coefficient de Hill qui définit la coopérativité du

systeme (voir chap7, §1).
log:yy =n.log C; — logkK, (eq. 16)

Une régression linéaire de pente n = 1 (systeme non coopératif) sur un graphe en échelle
logarithmique permet de calculer la constante d’association K, de I'azoture et de I'imidazole avec la

metmyoglobine libre et adsorbée.

6.2 Oxygénation de ’'hémoglobine

Méthode tonométrique

L'oxygénation de I’"hémoglobine a été mesurée par tonométrie a 25°C (27) (Fig. 2-7). Les solutions
composées de 'hémoglobine a une concentration de 50 uM (en monomeéres Hb) avec ou sans NP a
une concentration de 34 mg/mL en tampon 100 mM BisTris-HCl, Phosphate ou Tris-HCI sont

équilibrés pendant une nuit.

Figure 2-7. Photographie du tonométre contenant 5 mL de solution d’hémoglobine

(50 uM) avec NP de silice (34 mg/ml) (o gauche), placé dans la sphere

d’intégration du spectrophotométre pour mesure (a droite)
L'hémoglobine est désoxygénée sous un léger flux d’argon de qualité 6.0 sous agitation douce, aprés
bullage dans I'eau MilliQ pour éviter de sécher la solution. Le dégazage de 5 mL de solution prend
une a deux heures dans un tonometre de 70 mL. La désoxygénation ne modifie pas I'adsorption de
I’'hémoglobine sur les NP de silice. En effet, le surnageant reste totalement transparent apres

décantation des NP en quelques heures, ’hémoglobine désoxygénée reste donc adsorbée sur les NP
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de silice. Des volumes controlés d’air sont ensuite ajoutés aux solutions pour I'oxygénation a I'aide

d’une seringue Hamilton étanche aux gaz puis I'absorbance a 576 nm est mesurée (Fig. 2-8).
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Figure 2-8. Spectres visible mesurés au cours de 'oxygénation de I’hémoglobine en
présence de DPG en tampon BisTris-HCl 100 mM a pH 6 dans un tonométre : déoxyHb
(en bleu), oxyHb (en rouge) et spectres intermédiaires (en gris)

La pression partielle en oxygene de la solution est calculée en fonction du volume d’air ajouté et de
la pression atmosphérique pour une teneur en oxygene de lair de 21%. La fraction
d’oxyhémoglobine est calculée de la méme facon que la fraction de metmyoglobine ligandée (eq.
15), a partir de I'absorbance a 576 nm de I'oxyhémoglobine et de la déoxyhémoglobine et corrigée

de légers effets de diffusion par la soustraction de I'absorbance a 700 nm.

Aprés un cycle de mesure de désoxygénation/oxygénation, le rapport d’absorbance a 576 et 541 nm
(€sa1nm = 14250 M™.cm™ (17)) et I'absorbance & 630 nm sont mesurés pour s’assurer qu’il n’y a pas eu

d’oxydation de I’hémoglobine en methémoglobine lors de la mesure.

Les mesures d’oxygénation ont également été réalisées en présence d’un effecteur, IHP ou DPG a
une concentration de 125 uM préalablement mis en solution dans le tampon, ajouté avant ou apres
adsorption de ’hémoglobine sur les NP. Aucune modification de pH des solutions ou de I'adsorption

de I'hémoglobine n’a été mesurée lors de I'ajout des effecteurs.

Pour vérifier que les NP de silice n’interférent pas avec la mesure, I'oxygénation de I’"hémoglobine a

été mesurée en présence de NP de silice a pH 9, conditions dans lesquelles I’'hémoglobine n’est pas
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adsorbée. Aucune différence par rapport a la mesure sur la solution de référence sans NP n’a été

observée.

Mesure sur HEMOX

Les courbes d’oxygénation de I'hémoglobine humaine ont été mesurées sur un appareil HEMOX au
Laboratoire INSERM U779 au CHU du Kremlin-Bicétre. Dans ce cas, |'absorbance est mesurée a 576
nm au cours de la désoxygénation sous un flux d’azote et la teneur en oxygéne du milieu est mesurée
par une sonde. Les solutions thermostatées a 37°C sont préparées aux mémes concentrations que
pour la mesure d’oxygénation par tonométrie, avec en plus 10 pL d’une solution anti-mousse (AFA-
25, TCS Scientific) nécessaire en raison du plus fort bullage de gaz a travers la solution. Aucune
modification de I'adsorption n’est observée en présence de ce composé. Quelques uL d’une solution
de dithionite Na,S,0, (50 mM) préparée dans le tampon désoxygéné sont ajoutés en fin de
désoxygénation pour piéger I'oxygéne éventuellement présent et s’assurer que toute ’hémoglobine

a bien été désoxygénée. Aucune modification de la protéine aprés mesure n’a été observée.
Coefficient de Hill et Ps,

Le coefficient de Hill est un indicateur de la coopérativité de 'hémoglobine lors de la fixation de
I'oxygeéne : l'affinité de I'hémoglobine pour I'oxygéne augmente au cours de I'oxygénation. Les

courbes d’oxygénation sont représentées sous la forme d’un diagramme de Hill (eq. 17) :
Y
log; = n.log Py, — logPs (eq. 17)

avecY la fraction d’oxyhémoglobine, Py, la pression partielle en oxygeéne, n le coefficient de Hill et Ps

la pression partielle correspondant a I'oxygénation de 50% de I’'hémoglobine

La régression linéaire sur un graphe en échelle logarithmique (voir chap. 7, §2) et la mesure de la
pente et de I'ordonnée a I'origine permettent de calculer les valeurs de n et de la Pso. La Psg est un
indicateur de I'affinité de I'hnémoglobine : plus la Ps, est élevée, plus la pression partielle en oxygéne
doit étre forte pour oxygéner 50% des molécules, plus I'affinité de I'hémoglobine est faible. Le
coefficient de Hill est un indicateur de la coopérativité de I’'hémoglobine lors de la fixation
d’oxygene : en théorie, il est au maximum de 4 pour un tétramere. En pratique, le coefficient de Hill

mesuré pour I'hémoglobine est comprise entre 2,8 et 3 au maximum, a l'incertitude preés.
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7. Dynamique des protéines adsorbées

Les mesures de diffusion incohérente de neutrons de la myoglobine libre et adsorbée sur les NP de
silice ont été réalisées sur le spectrometre a temps de vol MIBEMOL au Laboratoire Léon Brillouin
(CEA Saclay). La principale contribution par diffusion incohérente de neutrons des échantillons est
celle des atomes d’hydrogéne qui ont une trés grande section efficace de diffusion incohérente
devant les autres atomes (Si, D, O, C, N) (28). La protéine est en solution dans D,0, ce qui permet de
mesurer uniquement la diffusion des neutrons par les atomes d’hydrogéne de la protéine. Puisque
les atomes d’hydrogene sont répartis de facon homogéne dans la protéine, leur dynamique reflete la

dynamique globale de la protéine.

Deux types de mesures ont été réalisés : par diffusion élastique de neutrons (les neutrons diffusés
conservent leur énergie incidente) pour mesurer le déplacement carré moyen des atomes
d’hydrogéne, et par diffusion inélastique de neutrons (transfert d’énergie entre neutrons et
échantillons) pour mesurer la densité d’états vibrationnels de la myoglobine (29). Les mémes

échantillons sont analysés pour les deux types d’expérience.

Les échantillons sont composés de metmyoglobine a une concentration de 10 mM en solution dans
D,0 avec ou sans NP de silice a une concentration de 1,3 g/mL. Les solutions sont analysées dans une
cellule cylindrique en aluminium (V = 8 mL) dont la géométrie assure une bonne transmission des
neutrons a travers I"échantillon et permet de minimiser les diffusions multiples. Pour ces mesures,
nous avons travaillé dans D,0 dans les mémes conditions que pour la microcalorimétrie DSC (voir
§5.5). De plus, les constantes d’adsorption de la myoglobine sur les NP de silice dans I'eau MilliQ et
en tampon Phosphate sont trés similaires. Dans le cas de I'échantillon contenant les NP de silice, la
quantité de myoglobine qui n’est pas adsorbée sur la surface représente 5% de la quantité totale de
myoglobine. Les NP ont été préalablement mises en suspension et lavées plusieurs fois dans D,0 :
I’'hydrogene apporté par la surface de silice représente au final moins de 1% de la quantité
d’hydrogéne de la protéine (apres calcul). De la méme facon, la metmyoglobine lyophilisée a été
mise en solution dans 25 mL de D,0 puis dialysée deux fois contre 300 mL de D,O pour échanger puis
éliminer tous les atomes d’hydrogénes échangeables de la myoglobine (environ 20% des atomes

d’hydrogéne, cette fraction est calculée).

La résolution de la mesure dépend i) du temps d’ouverture, plus ce temps est court, plus l'incertitude
sur l'instant de départ est faible, ii) de la longueur d’onde incidente, plus elle est grande, plus le

temps de parcours des neutrons est long, plus I'incertitude sur le temps de vol est faible (29).
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Cependant, plus le temps d’ouverture est court, moins le flux de neutrons est important. La

configuration choisie est donc un compromis entre flux et résolution.

7.1 Diffusion incohérente élastique de neutrons

Les mesures par diffusion élastique de neutrons ont été réalisées de 4K a 298K dans un cryostat a
hélium avec un pas de 2K. La longueur d’onde incidente des neutrons est fixée a 9A, ce qui
correspond a une résolution fine de 28 peV. Les angles de diffusion Q s’étendent de 0,3 31,4 A™. Les
détecteurs sont calibrés avec un échantillon de vanadium, qui est un matériau dont la diffusion est
purement incohérente. Les intensités de diffusion élastique des échantillons sont corrigées de la
diffusion mesurée sur la cellule vide et sur le solvant par soustraction et normalisés au spectre
mesuré a la température la plus basse (T = 4K) pour compenser des effets d’auto-écrantage.
L'intensité de diffusion élastique I, est donnée par le facteur de Debye-Waller dans I'approximation

gaussienne (eq. 18).

S(Q, w~0) = 1,,(Q) = e~<¥>¢ (eq. 18)

Le déplacement carré moyen <u®> est ensuite calculé et représenté point par point en fonction de la

température a I'aide du programme QENSH.

7.2 Diffusion incohérente inélastique de neutrons

Les mesures de diffusion inélastique de neutrons ont été réalisées a 240K et a 298K. La longueur
d’onde incidente des neutrons est fixée a 5,2 A pour avoir un flux de neutrons suffisant. La résolution
est de 140 peV. Dans ces conditions, I'échelle de temps sondée est comprise entre 0,2 et 20 ps. Un
ensemble de spectres en transfert d’énergie des neutrons diffusés ont été mesurés pour une gamme
d’angle de diffusion Q allant de 0,5 a 2,1 A, Pour avoir une bonne statistique, les données ont été
accumulées pendant 4h a 8h pour chaque échantillon. Les données ont été analysées a I'aide de
logiciels de traitement de données utilisés au LLB et normalisées a la quantité de myoglobine des

échantillons.

L'intensité diffusée est proportionnelle au facteur de structure dynamique incohérent S;,.(Q, w) qui
représente la probabilité pour un neutron d’étre diffusé par les noyaux diffuseurs avec un transfert

de moment hQ et un transfert d’énergie hw, avec h la constante réduite de Planck (eq. 19).

Sinc(Q, w) = e™<W>/3 - [EISF(Q)6(w) + L(Q, ®) - (1 — ESIF(Q))] + Sinet(Q, ) (eq. 19)

6 est la fonction Dirac et EISF est le facteur de structure incohérent élastique qui module I'intensité
de diffusion élastique par l'intensité de diffusion quasiélastique représentée par la fonction

gaussienne L(Q).
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L'intensité de diffusion incohérente est ensuite reliée a la densité d’états vibrationnels des atomes
d’hydrogéne g(w). Cette information est extraite des spectres de diffusion inélastique en calculant
pour chaque angle la quantité : g(26,w) = /(26,w)* w / facteur de population de Bose (w,T)/Q(26,w)>
(eq. 20).

_ wSinc(Qw)
9:(26,w) = () 0*(26.0) (eq. 20)

Avec n(w) le facteur de population de Bose. La densité d’états vibrationnels s’écrit alors :

g() = [, g:(26,w)d6 (eq. 21)

Pour minimiser les erreurs, les mesures ont été répétées sur la méme cellule, tout d’abord pour le
solvant (ou la solution de NP) puis pour la solution de myoglobine libre (ou de myoglobine adsorbée

sur les NP). Les densités d’états vibrationnels peuvent s’écrire respectivement :

Iprotéine libre (w) =

[gsolvant+protéine ((1)) — Ycellule vide (a’)] — X [gsolvant (w) — Ycellule vide ((1))]

et

YIprotéine adsorbée ((U) =

[gsolvant+NP+protéine ((U) — Ycellule vide ((1))] -y [gsolvant+NP ((U) — Ycellule vide ((U)]

Nous avons calculé les facteurs x = 0,88 et y = 0,86 qui prennent en compte le volume occupé par la
protéine en solution et le rapport NP/eau de nos échantillons. Le volume spécifique de la myoglobine
utilisé est de 0,741 mL/g (30). Cette approche permet de corriger des modifications éventuelles des
propriétés de I'eau dans les mélanges NP/eau mais ne prend pas en compte I'impact de la couche
d’hydratation de la myoglobine, qui devrait étre de I'ordre du %, ce qui ne peut pas modifier notre

analyse des données.

Pour comparer les données mesurées sur la myoglobine libre et adsorbée, les densités d’états
vibrationnels g(w) ont été normalisées a la quantité de myoglobine, ce qui peut étre une source
d’erreur. Pour minimiser cet effet, la concentration en myoglobine a été mesurée apres dilution par
spectroscopie visible avec une incertitude évaluée a 0,5% (voir §8). Pour les échantillons de
myoglobine adsorbée sur les NP, la quantité de protéine a été mesurée par calcination et pesée sur

trois échantillons différents, avec une incertitude évaluée a 0,5%.
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CHAPITRE 3
Caractérisation des nanomatériaux

Les nanomatériaux sont définis comme les matériaux ayant au moins une dimension inférieure a 100
nm. lls sont séparés des matériaux micrométriques car leur petite taille leur confere des propriétés
originales, comme une plus grande résistance mécanique (nanotubes de carbone) ou de nouvelles
propriétés de fluorescence (quantum dots) et une plus grande réactivité grace a un rapport
surface/volume important, d’ou leur utilisation pour la création de nouveaux catalyseurs ou
biocapteurs de plus grande efficacité (1). Du point de vue biologique, leur petite taille pourrait
conduire a leur incorporation et a leur internalisation aprés inhalation, ingestion ou contact, et leur

grande réactivité peut induire des dommages aux cellules (2-6).

Cette nouvelle classe des nanomatériaux regroupe cependant des objets qui peuvent étre tres
différents : un feuillet de graphéne, une nanoparticule d’or, un quantum dot et une fibre de silice
sont autant de nanomatériaux aux propriétés distinctes. Il existe des différences de géométrie :
fibres (une dimension <100 nm), feuillets et nanotubes (deux dimensions <100 nm) et nanoparticules
(trois dimensions <100 nm); de taille: de 1 a 100 nm; de chimie : métaux, oxydes, polymeres,
lipides... ; ou encore de forme cristalline : carbone et diamant, anatase et rutile... Compte-tenu de
leur diversité, il est important de caractériser au mieux les nanomatériaux étudiés, pour comprendre
I’effet d’'un parameétre en particulier, comme la surface ou la chimie, et permettre la comparaison des

études entre elles (7-9).

Une autre interrogation liée a la diversité des nanomatériaux est celle des savoir si des propriétés
communes a une famille de nanomatériaux, notamment en termes de toxicité, peuvent étre définies
et extrapolées a d’autres objets ou si au contraire chaque nanomatériau représente un systeme
particulier et doit étre étudié spécifiquement (10). Par exemple, si la toxicité des nanoparticules de
silice amorphe de 20 nm est connue pour un type de cellules, peut-on extrapoler ces résultats aux

nanoparticules de silice de 5 et 100 nm, ou aux nanoparticules de silice cristalline ?

La méme question se pose pour |'étude des interactions entre protéines et NP. Par exemple, deux
études montrent que la protéine étudiée, I'anhydrase carbonique ou le lysozyme, subit des
modifications plus importantes sur les NP de silice de plus grande taille (11, 12). On serait alors
tenter de dessiner une tendance selon laquelle une NP de silice de petite taille serait moins

« agressive » pour une protéine qu’une NP de silice de grande taille. Cependant, la premiere étude
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porte sur des NP de 6 et 15 nm tandis que la seconde analyse des NP de 20 et 200 nm. La
nanoparticule de grande taille et de moindre effet de la premiere étude devient la nanoparticule de
petite taille et de plus grand effet dans la seconde. Pour comprendre ce type de systéme, il est donc
nécessaire de disposer de plus d’informations sur les propriétés des nanomatériaux et sur les

interactions entre protéine et nanoparticules (13).

1. Quels criteres pour caractériser les nanomatériaux ?

Pour étudier les interactions entre protéines et silice nanostructurée, nous avons choisi de travailler
sur des nanoparticules de silice produites industriellement et dans une moindre mesure sur des
verres de silice nanoporeuse. Avant d’étudier les interactions protéine-silice, nous devons
caractériser nos nanomatériaux, mais selon quels criteres ? La taille, la surface et la chimie sont-elles
suffisantes ? L'étude des nanomatériaux est récente et des méthodes standards de caractérisation ne
sont pas encore développées. Les fabricants fournissent certaines caractéristiques: en général la
taille moyenne et la surface spécifique. Nous allons vérifier ces données et les compléter par d’autres
informations qui nous paraissent nécessaires pour notre étude, notamment la charge et I'état

d’agrégation en solution, mais quid des criteres communs entre études ?

La nécessité de définir des criteres communs de caractérisation des nanomatériaux a été mise en
avant récemment par plusieurs scientifiques (7, 10). Ce travail a été suivi par la publication par
I’OCDE d’une liste de 59 criteres détaillée ci-dessous (liste diffusée par I’Anses) (14, 15). Si I'objectif
de la thése n’est pas de caractériser I'ensemble de ces criteres, qui recouvrent des domaines tres
variés, les propriétés qui nous paraissaient les plus pertinentes pour notre étude ont été

déterminées.

Liste des critéres de caractérisation des nanomatériaux définie par I’OCDE
Les critéres connus ou mesurés sur les NP silice sont indiqués en vert

Informations sur le nanomatériau, Sireté du matériau
identification = |nflammabilité

= Nom = Explosivité

= Numéro CAS = |ncompatibilité

=  Formule structurelle / structure

moléculaire Propriétés physico-chimiques et

= Composition du nanomatériau testé caractérisation du matériau

=  Morphologie de base =  Agglomération / agrégation

= Description de la chimie de surface = Solubilité dans I'eau

= Principales utilisations commerciales = Phase cristalline

= Activité catalytique connue = Pulvérulence

=  Méthode de production = Taille des cristallites
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Image(s) représentative(s) obtenue(s)
par microscopie électronique a
transmission

Distribution des particules par taille
Surface spécifique

Potentiel zéta (charge de surface)
Chimie de surface

Activité photocatalytique

Densité brute

Porosité

Coefficient de partage octanol-eau, s’il
y a lieu

Potentiel de réduction-oxydation
Potentiel de formation de radicaux
Autres informations pertinentes

Devenir dans I’environnement

Stabilité de la dispersion dans I'eau
Dégradabilité biotique
Biodégradabilité facile

Essai de simulation sur la dégradation
ultime dans les eaux de surface

Essai de simulation pour les sols

Essai de simulation pour les sédiments
Essai de simulation pour les eaux
usées

Identification du (des) produit(s) de
dégradation

Autres essais concernant le (les)
produit(s) de dégradation si
nécessaire

Dégradabilité abiotique et devenir

Hydrolyse, pour les nanomatériaux a
surface modifiée

Adsorption — désorption

Adsorption dans les sols ou les
sédiments

Potentiel de bioaccumulation
Autres informations pertinentes

Toxicologie environnementale

Effets sur les especes pélagiques

(a court terme / a long terme)
Effets sur les especes sédimentaires
(a court terme / a long terme)
Effets sur les especes pédologiques
(a court terme / a long terme)
Effets sur les especes terrestres
Effets sur les microorganismes
Autres informations pertinentes

Toxicologie pour les mammiféeres

Pharmacocinétique (ADME)
Toxicité aigué
Toxicité a doses répétées

Dans la limite des informations

disponibles :

Toxicité chronique

Toxicité pour la reproduction
Toxicité pour le développement
Toxicité génétique

Expérience acquise concernant
I’exposition humaine

Autres données d’essai pertinentes

* Le numéro CAS est 'identifiant d’un produit chimique sur la banque de donnée Chemical Abstracts

Service. La biodégradabilité « facile » est déterminée par un test ol le matériau est incubé en

aérobiose dans un milieu ensemencé avec différents microorganismes pendant 28 j. La dégradabilité

abiotique correspond a un test d’hydrolyse en fonction du pH.

Cette liste a l'avantage de mettre en évidence les nombreuses inconnues concernant les

nanoparticules de silice que nous étudions, comme leur devenir dans I’environnement, leur toxicité

chronique, l'effet d’une exposition humaine... En ce qui concerne leur manipulation, les

nanomatériaux que nous avons utilisé ne sont ni inflammables, ni explosifs. Il s’agit majoritairement

d’oxydes, alors que sont inflammables ou explosifs plutdt les nanoparticules métalliques. D’autre
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part, les nanomatériaux sous forme de poudre sont manipulés sous hotte pour éviter une

« exposition humaine » au laboratoire (voir chap. 2, §2).

2. Nanoparticules de silice

Deux types de nanoparticules ont été utilisés, afin de ne pas limiter notre analyse a un seul cas
particulier. Nous avons étudié les fumées de silice, de taille 7 nm et produites par Sigma (référence
S5130), et les nanoparticules de silice de 20 nm, également produites par Sigma (référence
637238). Les fumées de silice sont produites par la combustion a 1800°C du tétrachlorure de
silicium. Les nanoparticules de silice de 20 nm sont synthétisées par la méthode sol-gel selon le
procédé de Stober, élaboré en 1968 et couramment employé pour la synthese de particules de
silice (16). La réaction est basée sur I’hydrolyse a température ambiante de tétraalkoxysilane (par
exemple Si(OCHs), ou Si(OC,Hs), avec un groupement éthyle ou méthyle) réalisée dans une solution

d’alcool et catalysée par 'ammoniaque. Les nanoparticules sont utilisées sans autre traitement.

Les procédés de synthese sont différents et bien que toutes deux amorphes, les nanoparticules de
silice sont hydrophiles (silanols SiOH en surface) tandis que les fumées de silice sont en principe
hydrophobes (siloxane Si-O-Si en surface). Dans la suite du manuscrit, les fumées de silice seront
désignées par « NP 7 nm » et les nanoparticules de 20 nm par « NP 20 nm ». Les tailles indiquées
sont celles fournies par le fabricant et different légerement des tailles mesurées, les résultats de la

caractérisation sont détaillés dans la suite de ce chapitre.

2.1 Chimie de la silice colloidale

La silice est un matériau qui a été largement étudié, aussi bien sous sa forme macroscopique que
colloidale, et de nombreuses données sont disponibles dans la littérature (17). Les informations qui
me paraissent les plus importantes pour notre systeme, la cristallinité, la solubilité, la chimie de

surface et la réactivité, sont résumées ci-dessous.

Cristallinité

Les nanoparticules de silice représentent simplement les plus petites particules de silice colloidale,
qui regroupe l'ensemble des particules de silice amorphe en suspension dans une solution,
synthétisées des le début du 20e siécle. Le caractére amorphe des NP de silice est lié a leur taille et
aux procédés de synthése. La silice amorphe en solution est tres stable et aucune cristallisation n’a

été observée a température ambiante sur des solutions au bout de 25 ans (17). Par ailleurs les
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nanoparticules de silice étudiées ne présentent aucun plan de diffraction en microscopie

électronique a transmission, elles sont donc bien amorphes.

Solubilité

La forme soluble de la silice est Si(OH),. Cependant, la silice est connue pour avoir une tres faible
solubilité dans I'’eau. La solubilité du quartz, une des formes cristallines de la silice, est seulement
de 11 ppm a 25°C (17). La dissolution compléte d’un cristal requiert des conditions tres agressives,
soit par fusion alcaline a pH basique et haute température, soit par ajout d’acide fluorhydrique
concentré. Toutefois, la solubilité de la silice amorphe dans I'eau est plus élevée et comprise entre
70 et 150 ppm a 25°C selon les études (17). D’autres critéres, tels que la taille, la température et le

pH de la solution peuvent également favoriser une plus grande solubilité des NP de silice (Fig. 3-1).

Température 25°C 200°C

Taille

pH

Structure cristalline

5 Solubilité
10 3 100 ppm 1000 ppm de lasilice

Figure 3-1. Principaux paramétres influengant la solubilité de la silice dans I'eau

La solubilité de la silice amorphe dépend du pH : constante de pH 2 a pH 8 autour de 100 ppm, elle
augmente rapidement jusqu’a 1000 ppm a pH 11 (17). L'augmentation de la solubilité de la silice a

pH basique s’accompagne de la déprotonation de Si(OH), en H3Si0O, (pKa =9,75) (eq. 1).
Si(OH), + H,0 = H;Si0; + H;0% (eq. 1)

Les NP de silice ne seront toutefois pas mises en solution a un pH supérieur a 9, ce qui devrait

limiter 'augmentation de solubilité liée au pH.

La solubilité de la silice augmente également avec la température : elle est de 1000 ppm a 200°C a
pH 7 (voir I'’équation proposée par (18)). La température des solutions est comprise entre 4°C

(stockage) et 37°C (mesure) pour notre étude, donc peu sensibles a la dissolution, a I'exception des
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mesures de dénaturation en température de la myoglobine (T > 80°C) qui sont effectuées sur une

durée plus courte (<3h).

La solubilité de la silice dépend de la taille des particules : plus les particules sont petites, plus la
surface exposée est grande, ce qui favorise leur dissolution. Apres dissolution, la silice peut
reprécipiter au point de contact entre particules et créer une jonction entre deux particules
agrégées (17). Ce processus favorise la dissolution des plus petites particules (< 5 nm) au profit de
la croissance des plus grandes. La solubilité des NP de 3 nm de diameétre est ainsi 3 fois plus grande
que celle des NP de 10 nm (17). De plus, lorsque la surface accessible est faible, Si(OH), s’adsorbe
sur les silanols ce qui ralentie nettement la réaction de dissolution (16), alors que ce mécanisme est

peu efficace lorsque la surface développée est de plusieurs centaines de m?/g.

La présence d’autres espéces en solutions, cations ou anions, peut également influencer la
solubilité de la silice. L’acide phosphorique peut par exemple s’adsorber sur la surface de la silice et

ralentir sa dissolution (17).

Dans nos conditions d’expériences, la solubilité de la silice est favorisée par le caractére amorphe et
la petite taille des nanoparticules, mais est limitée par la température, le pH des solutions et un
tampon concentré. D’autre part, le taux de dissolution de la silice amorphe dans I'eau a 25°C
est de6.10® pg.m™2.s™ (19). Pour une surface spécifique de 333 m?/g (NP 7 nm) et de 168 m?/g (NP
20 nm) et une solubilité moyenne de 100 ppm, I’équilibre de la solution sera atteint respectivement
en 13h et 27h. La préparation préalable des suspensions de NP est donc suffisante pour travailler
avec un systeme a I’équilibre. De plus, les controles négatifs réalisés en présence de NP mais sans
adsorption des protéines (voir chap. 2, §5) ont montré que la silice dissoute n’avait pas d’influence

sur notre systeme.
Chimie de surface

Au coeur du solide, la silice s’organise sous forme de tétraédres - un atome de silicium est lié a 4
atomes d’oxygéne - en créant un réseau plus ou moins structuré pour la silice cristalline ou
amorphe. En surface, la silice forme des ponts siloxane Si-O-Si qui réagissent avec I'eau pour former
des silanols SiOH. Différents types de silanols peuvent se former : silanols isolés, pontants (liés
entre eux par une liaison hydrogéne) et géminés (un atome de silicium porte deux fonctions OH)

(Fig. 3-2).
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Figure 3-2. Groupements réactifs a la surface de la silice : (a) pont siloxane, (b)

silanol isolé, (c) silanol pontant, (d) silanol géminé.
En milieu aqueux, les ponts siloxane s’hydrolysent en silanols : la surface est totalement hydroxylée
et devient hydrophile. Pour identifier les groupements présents a la surface des NP de silice, les NP
hydratées puis séchées a 150°C ont été analysées par spectroscopie infrarouge a transformée de

Fourier (Fig. 3-3) (voir chap.2, §2.5).

10 NP SiO, 7 nm Si-OH pontants

" | NP Si0, 20 nm
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Figure 3-3. Spectres infrarouge des nanoparticules de silice 7 nm (violet) et 20 nm
(vert) apres hydratation et séchage a 150°C
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La bande de vibration la plus intense de 2800 a 3800 cm™ est associée a I'élongation de la liaison
OH des silanols pontants(pic centré a 3545 cm™) et de I'eau physisorbée sur les silanols (3400 -
3500 cm™), tandis que les deux bandes de vibration les moins intenses a 1870 et 1990 cm™ sont
associées aux ponts siloxane Si-O-Si au cceur du matériau(20). Les bandes de vibration des silanols
isolés et géminés situées entre 3600 cm™et 3700 cm™qui forment généralement un pic étroit bien
visible ne sont pas présentes(21). Les silanols et I'eau adsorbée sont donc prédominants a la surface
des NP de silice. La concentration moyenne en silanols est de 5 OH/nm? pour une surface

totalement hydroxylée.

La méthode de synthese des NP 7 nm (fumée de silice) conduit a priori a la formation d’une surface
hydrophobe. L’hydrolyse quasi complete des ponts siloxane montre cependant que la surface des
NP 7 nm est hydrophile aprés mise en solution et de chimie de surface trés proche des celle des NP
20 nm. L’adsorption d’une monocouche de molécules d’eau se produit préférentiellement sur les

silanols pontants, via la formation de nouvelles liaisons hydrogene (22) (Fig. 3-4).
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Figure 3-4. Chimie de surface des NP de silice 7 et 20 nm : silanols pontants et eau
adsorbée sur les silanols via des liaisons hydrogéne

La charge de surface de la silice est également liée aux groupements silanols, dont le pKa est de 7,0.
Apres déprotonation, les silanols forment des groupements SiO™ qui conférent une charge négative

a la surface de la silice (Fig. 3-5).
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Figure 3-5. Charges de surface de la silice a pH > 2 par ionisation des groupements

silanols

La densité de charge maximale d’une silice colloidale est estimée a 3,5 + 0,3 (-)/nm? (17). Elle peut
étre réduite en fonction du tampon et du pH. La charge de surface des NP de silice en suspension

dans les différents tampons utilisés a été évaluée a partir de la mesure du potentiel zéta (voir §2.4).

2.2 Taille des particules et agrégation

L'une des premieres observations des NP de silice 7 et 20 nm est réalisée par microscopie

électronique a transmission (TEM) (Fig. 3-6) (voir chap. 2, §2.1).
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Figure 3-6. Images en microscopie électronique a transmission des NP SiO,7 nm,
relativement homogeénes en taille (A, B) et des NP SiO, 20 nm composées de deux
populations de particules (C, D)
Les NP de silice 7 nm forment un ensemble de particules de taille relativement homogene de 14 + 2
nm de diametre qui ont tendance a s’organiser en chaines. Les NP de silice 20 nm sont par contre
composées de deux populations de particules bien distinctes, 'une de taille inférieure a 10 nm de
diametre et 'autre de taille comprise entre 20 et 50 nm de diametre, soit une distribution en taille
bien plus large que les 20 nm spécifiés par le fabricant. Il est probable que les plus petites particules

proviennent de la fragmentation des particules les plus grosses.

La taille des particules mesurée sur les images TEM est ensuite comparée a celle mesurée par

diffusion de neutrons aux petits angles (DNPA) (Fig. 3-7) (voir chap. 2, §2.4).

Si0O; 7nm
3 2 -1 0 3 2 -1 0 1
In (q) In (q)

Figure 3-7. Profils d’intensité mesurés en diffusion de neutrons aux petits angles
sur NP Si0, 7 nm (A) et sur NP SiO, 20 nm (B) sur poudre (®) et en suspension a
30 mg/mL dans D,0 (e); modélisation par une distribution de particules

Si0, 20nm

sphériques (courbe rouge sur poudre, courbe bleue en suspension)

Il est intéressant de comparer les résultats de deux mesures trés différentes : la premiere méthode
est basée sur les interactions entre électrons et atomes et I’échelle d’observation est un trés petit
échantillon de particules, tandis que la seconde méthode est basée sur les interactions entre
neutrons et noyaux moyennées sur tout I'échantillon. La DNPA permet ainsi de déterminer a la fois
la forme, la taille et la fraction représentée par chaque population de particules. Les mesures ont
été réalisées par Marie-Hélene Mathon au Laboratoire Léon Brillouin (CEA-CNRS). Le facteur de
forme qui représente au mieux les données est celui d’'une sphére pour les NP 7 et 20 nm.
L'ajustement de la fonction de distribution aux mesures permet d’identifier deux populations de
particules pour les NP 7 nm, de diamétre 15 + 2 nm et 4 + 0.5 nm en proportions équivalentes. Les

particules les plus grosses avaient bien été identifiées en TEM, tandis que les plus petites n’avaient
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pas pu étre discernées, probablement a cause de la formation d’agrégats. Deux populations de
particules sont également identifiées pour les NP 20 nm, de diamétre 28 + 4 nm pour 55% des

particules et 3 + 2 nm pour 45% des particules, ce qui correspond bien aux observations TEM.

La DNPA permet également de reproduire ces mesures sur des nanoparticules en suspension pour
évaluer leur état d’agrégation en solution. La taille des objets reste inchangée pour les NP 7 nm ce
qui indique qu’il n'y a pas d’agrégation de ces NP en suspension dans D,0. Au contraire, une seule
taille d’objet de 50 nm de diametre est mesurée pour les NP 20 nm ce qui indique une agrégation

des particules aprés mise en suspension (tableau 3-1).

Taille (diametre)

NP SiO, 7 nm
15+ 2 nm (50%)
4 +2nm (50%)

NP SiO, 20 nm
26+ 6 nm (55%)
512 nm (45%)

Agrégation en solution

Pas d’agrégation

16 £ 2 nm (50%)

Agrégation
50 £ 4 nm (100%)

5+ 2 nm (50%)

Tableau 3-1. Taille des nanoparticules de silice mesurée par TEM et par DNPA sur
poudre et en solution (la fraction représentée par chaque population est indiquée)
Toutefois, le domaine de mesure de la DNPA étant compris dans notre cas entre 0,5 et 50 nm il est
possible que des agrégats ou des agglomérats de plus grande taille se soient formés mais ne soient
pas détectés. La diffusion de lumiere, a été utilisée pour vérifier la présence ou non d’objets de plus
grande taille (voir chap.2, §2.3). Nous n’avons pas détecté d’agrégats de taille comprise entre 100
nm et 1 um. Pour les NP 7 et 20 nm, la taille des agrégats reste donc bien inférieure a la limite de
100 nm, autrement dit les agrégats restent définis comme des nanomatériaux. Les mesures de
diffusion de la lumiere, non présentées ici, n’ont pas montré d’agrégation plus importante des NP

de silice en tampon Phosphate.

Pour comparaison, les protéines étudiées, la myoglobine et I’'hémoglobine, et les nanoparticules de

silice 7 et 20 nm sont représentées a la méme échelle (Fig. 3-8).
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Figure 3-8. Représentation d la méme échelle de la myoglobine (1A6N.pdb), de
I’hémoglobine (1HHO.pdb) et des nanoparticules de silice 7 et 20 nm.Le diametre
moyen des protéines est calculé a partir du rayon de giration de la myoglobine
(1,5+ 0,1 nm (23)) et de ’'hémoglobine (2,4 + 0,1 nm (24)).
Les tailles des NP sont celles mesurées en TEM et en DNPA. L’hémoglobine est ainsi du méme ordre

de grandeur que les NP de plus petite taille.

Il est possible que la présence de protéines en solution, puis leur adsorption, favorise (ou au

contraire défavorise) I'agrégation des NP en solution (Fig. 3-9).

¢ e¢e ¢®%el¢.
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Figure 3-9.interactions possibles entre nanoparticules en solution: (a)
suspension, (b) agrégats, (c) gel, (d) agrégation par adsorption de protéines (en
vert) d’apres (25)

En s’adsorbant sur les nanoparticules, les protéines peuvent dans certains cas créer des ponts entre
. . . ’ . . ok . ’ .
particules et favoriser la formation d’un réseau de particules (25). L'utilisation d’argile pour
« coller » les particules et les protéines présentes dans les vins lors de la clarification est une
illustration de ce mécanisme (26). Nous n’avons pas observé d’agrégation des NP en présence des

protéines.

La stabilité des suspensions a été évaluée par spectrophotométrie en mesurant la diffusion de la
lumiere par les NP a 200 nm. Les suspensions sont stables jusqu’a une dizaine de minutes avant

décantation. Une simple agitation permet alors leur remise en suspension. Les expériences ont été
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réalisées par la suite sous agitation douce ou sans agitation sur des temps courts lorsque cela était

nécessaire, par exemple lors de I'acquisition de spectres UV-visible.

2.3 Surface spécifique

L'une des principales caractéristiques des nanoparticules est leur grande surface spécifique qui
découle de leur petite taille, ce qui en fait un matériau de choix pour étudier des mécanismes
d’adsorption. Une premiére estimation de la surface spécifique S.,cuce des NP de silice peut étre
faite a partir du diametre d des particules mesuré en microscopie et en diffusion de neutrons (eq.
2)(17).

_ 6103 2720
Scalculée = p-d ~"q (eq. 2)

La masse volumique p est estimée & 2,2 g/cm’ pour la silice amorphe non poreuse. La surface

spécifique calculée est S = 390 m?/g pour les NP 7nm et S = 165 m?/g pour les NP 20nm.

La surface spécifique des NP de silice a également été mesurée par sorption d’azote selon la
méthode Brunauer-Emmett-Teller (BET) qui permet de relier la quantité d’azote adsorbée en
monocouche a la surface spécifique du matériau (27) (Fig. 3-10) (voir chap. 2, §2.2). Les mesures

ont été réalisées par Romain Dagnelie au L3MR (CEA).

400 :
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Figure 3-10. Isothermes de sorption d’azote pour les NP de silice 7 et 20 nm,
composée d’une premiéere phase d’adsorption (e, B) et d’une seconde phase de
désorption (o,0). La quantité d’azote adsorbée est exprimée en conditions STP,
soit 273 K et 1 atm. P, est la pression saturante de N, (g) a 77 K.
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Les isothermes de sorption des NP de silice 7 et 20 nm sont de type Il selon la classification IUPAC
et présentent peu de différence entre la phase d’adsorption et de désorption (hystérésis) ; elles
sont caractéristiques d’un matériau trés peu poreux. La surface développée correspond donc a la
surface externe. La surface spécifique calculée en appliquant le modéle BET est Sger = 333 + 17 m?/g

pour NP 7 nm et Sger = 168 + 8 m?/g pour NP 20 nm (tableau 3-2).

Surface spécifique NP SiO, 7 nm NP SiO, 20 nm
SgeT 333+17 m?/g 168 + 8 m?/g
Scalculée 390 m?/g 165 m?/g

Tableau 3-2. Comparaison de la surface spécifique des NP de silice calculée (eq. 2)
et mesurée par sorption d’azote a I'aide du modéle BET

La surface estimée a partir de la taille des particules est en bon accord avec les mesures BET, ce qui
montre que la masse volumique estimée en I'absence de porosité et la taille des nanoparticules

sont toutes deux cohérentes avec la surface spécifique mesurée.

2.4 Charge de surface

La charge de surface d’une particule n’est pas une grandeur mesurable, mais elle peut étre estimée
par le potentiel { généré par le déplacement des particules chargées dans un champ électrique (voir
chap. 2, §2.3). Il dépend du pH, des espéces en solution et de la force ionique du milieu. Le
potentiel T des NP de silice 7 et 20 nm dans les différents tampons utilisés est reporté dans le

tableau 3-3.

Force ionique @ Potentiel Z(mV) Potentiel T (mV)

(mM) NP SiO, 7 nm NP SiO, 20 nm
BisTris-HCI 6 78 -4,2 -3,3
Phosphate 6 120 -14,4 -9,7
Phosphate 7,4 262 -20,4 -19,1
Tris-HCI 9 11 -35,4 -29,9

Tableau 3-3. Potentiel { des NP de silice 7 et 20nm en fonction du pH et du

tampon, a une concentration en tampon de 100mM
Les nanoparticules de silice ont une charge de surface négative de pH 6 a pH 9, d’autant plus
négative que le pH est élevé, ce qui est attendu puisque le point isoélectrique de la silice colloidale
(point de charge nulle) est a pH 2 (8). La charge des NP 7 nm est |égerement supérieure a celle des

NP 20 nm. Dans les conditions proches des conditions physiologiques, c’est-a-dire en tampon
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Phosphate a pH 7,4, les NP de silice 7 et 20 nm portent une charge de surface négative importante
(SiO’). La charge de surface a des conséquences sur la stabilité des nanoparticules en suspension et

sur I'adsorption des protéines (voir chap. 4, §3.3).

En terme de stabilité, la théorie DLVO (du nom de leurs auteurs Derjaguin, Landau, Verway et
Overbeek) prédit que plus une surface est chargée, plus la couche de contre-ions qui se forme sera
importante, ce qui augmente la répulsion entre particules et limite leur agrégation (28, 29). Lorsque
les NP de silice sont en suspension dans un tampon Phosphate par exemple, les ions Na* présents
pourraient former une couche de contre-ions en interaction formée avec les groupements SiO'de
surface et augmenter la stabilité de la suspension en limitant I'agrégation des NP entre elles.
Cependant, appliquée a la silice, la théorie DLVO n’est pas toujours vérifiée car la formation de la
double couche dépend de la nature des cations en solution et de leur capacité a s’adsorber sur la

silice et a former des complexes stables (30).

En termes d’interaction avec les protéines, plus la surface est chargée négativement plus les
interactions électrostatiques avec les charges positives portées par les protéines devraient étre
favorisées. Les interactions électrostatiques sont en effet une composante importante des forces
d’interactions entre protéines et surfaces hydrophiles (31, 32). Certaines protéines chargées
négativement dans leur ensemble peuvent toutefois s’adsorber sur des surfaces négatives (33).
Nous avons par exemple observé et mesuré I'adsorption de la sérum albumine bovine chargée

globalement négativement a pH 7,4 sur les NP de silice 20 nm (voir chap. 4, §3).

3. Verres de silice nanoporeux

L’adsorption des protéines a également été étudiée sur des verres de silice de porosité contrdlée
(CPG). Deux types de verres ont été utilisés, de porosité 8 et 50 nm en diametre, appelés dans la
suite de la thése CPG 8 nm et CPG 50 nm. La taille de la porosité est du méme ordre de grandeur
que la taille des NP de silice étudiées, mais la géométrie du matériau est totalement inversée.
D’autres effets, par exemple d’obstruction de la porosité, pourraient ainsi étre observés lors de

I’adsorption des protéines sur la silice nanostructurée.

Les CPG sont des verres borosilicatés de type Vycor® synthétisés a haute température (34),
initialement développés par Haller comme support de chromatographie (35) et commercialisés par
la société CPG, Inc.. Aprés traitement thermique, les CPG sont enrichis en silice (SiO, 96%, B,05 3%,

Al,03, ZrO, et Na,0 <1%) et présentent une grande porosité ouverte et interconnectée (Fig. 3-11).
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Figure 3-11. Image en microscopie électronique a balayage du verre de silice CPG
de porosité 300 nm (36)

Les CPG 8 et 50 nm ont été caractérisés par Patricia Rotureau, lors de sa thése au Laboratoire de
Radiolyse en 2004, par porosimétrie mercure, par adsorption d’azote et par microscopie
électronique (36). Les principales caractéristiques des CPG sont simplement résumées dans le
tableau ci-dessous (tableau 3-4) et complétées par I'analyse des groupements de surface aprés

hydratation des CPG par spectroscopie infrarouge.

‘ CPG 8 nm CPG 50 nm
Taille des particules 37 a74 um 37a74 um
Porosité 8 nm 50 nm
Volume poreux 0,49 cm’/g 1,09 cm®/g
Surface spécifique 197 m?/g 50 m?%/g
Domaine de stabilité pH4,5apH8 pH4,5apH8

Tableau 3-4. Caractéristiques des verres de silice CPG 8 nm et CPG 50 nm (20,
36). Le domaine de stabilité indique la zone de pH sans augmentation de la
solubilité des CPG.
Le domaine de stabilité des CPG est bien adapté a notre étude. La porosité est bien homogene en
taille et représente une surface développée supérieure a la surface externe des NP de silice 20 nm

pour les CPG 8 nm, tandis que la surface spécifique des CPG 50 nm est nettement inférieure.

Les CPG 8 nm et 50 nm ont été analysés par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier
aprés mise en solution et séchage a 150°C pour identifier le type de groupements silanols en

surface du matériau (Fig. 3-12).
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Figure 3-12. Spectres infrarouge des verres de silice CPG 8 nm (bleu) et CPG 50 nm
(rouge) aprés mise en solution et séchage a 150°C

Les deux bandes de vibration des ponts siloxane a 1870 et 1990 cm™ sont celles de la structure
interne de la silice. La bande de vibration dominante (2800-3800 cm™) est celle des silanols
pontants et de I’eau physisorbée centrée a 3545 cm™, a la fois pour les CPG 8 nm et les CPG 50 nm.
Un épaulement apparait & 3600 cm™, uniquement pour les CPG 50 nm. Il peut étre associé a la
bande de vibration des silanols isolés (20), qui seraient présents en faible quantité dans les CPG 50
nm et absents des CPG 8 nm. Une étude par RMN du proton sur les CPG 8 nm a montré que les
silanols étaient relativement « espacés » entre eux, soit une distance moyenne entre deux silanols
pontants de 2,9 & 3 A, ce qui correspond a une liaison hydrogéne relativement faible entre les

silanols (37).

Plus la porosité est petite, plus les silanols sont proches, ce qui peut favoriser la formation de
liaisons hydrogéne entre silanols et pourrait expliquer que seuls les CPG 50 nm ont des silanols
isolés dans leur porosité. La concentration moyenne en silanols de surface déterminée sur les CPG
séchés a 400°C est de 3,8 OH/nm? pour les CPG 8 nm et 2 OH/nm? pour les CPG 50 nm (20). La
surface interne des CPG 8 nm est donc quasiment deux fois plus riche en silanols que celle des CPG
50 nm, ce seul effet de concentration pouvant expliquer la présence de silanols isolés uniquement

dans les CPG 50 nm.

La différence de taille de porosité entre CPG 8 nm et CPG et 50 nm conduit a des différences en

termes de chimie de surface, une plus faible concentration en silanols des CPG 50 nm et la présence
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de silanols isolés, qui pourraient également avoir un impact sur les interactions entre CPG et

protéines (voir chap. 4, §3.1).

La charge de surface des CPG n’a pas pu étre déterminée par zétamétrie en raison de la taille des
particules (supérieure au um). Cependant, les silanols étant dominants dans la surface interne des
CPG, on peut en déduire que les CPG ont une charge de surface négative, tout comme les NP de

silice, de pH 6 a pH 9, qui est la gamme de pH étudiée par la suite.
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Les points clés

Les caractéristiques des nanoparticules de silice et des verres de silice nanoporeux étudiés sont

résumées ci-dessous.

Chimie de surface

NP SiO, 7 nm

hydrophile
SiOH pontants

eau adsorbée

NP SiO; 20 nm
hydrophile
SiOH pontants

eau adsorbée

Taille (diameétre)

15+ 2 nm (50%)
4 +2 nm (50%)

26 £ 6 nm (55%)
512 nm (45%)

Agrégation en solution

Pas d’agrégation
16+ 2 nm (50%)
5+ 2 nm (50%)

Agrégation
50 + 4 nm (100%)

(de pH6a pH?9)

(=-204mVapH74

Surface spécifique 333+17 m?/g 168 + 8 m?/g
Porosité aucune aucune
Charge de surface Négative Négative

(=-19,1mVapH74

Chimie de surface

‘ CPG 8 nm
hydrophile
SiOH pontants

eau adsorbée

CPG 50 nm
hydrophile
SiOH pontants et isolés

eau adsorbée

Taille (diametre) 37 a74 um 37a74 um
Porosité 8 nm 50 nm
Volume poreux 0,49 cm’/g 1,09 cm’/g
Surface spécifique 197 m?/g 50 m?%/g

Nous avons utilisé I'ensemble de ces nanomatériaux pour étudier I'adsorption de différentes
protéines modeles (voir chap. 4), puis nous avons choisi les nanoparticules de silice pour une étude
plus approfondie de la structure, de la dynamique et de I'activité de I’'hémoglobine et de la

myoglobine adsorbées.
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CHAPITRE 4
Mécanismes d’adsorption des protéines

Ce chapitre présente I'étude de l'adsorption des protéines sur la silice nanostructurée. Deux
approches complémentaires ont été développées pour caractériser I'adsorption des protéines et
comprendre les mécanismes d’interactions entre protéines et surface de silice : nous avons tout
d’abord étudié les caractéristiques physico-chimiques de I'adsorption de protéines modeéles sur la
silice nanostructurée, puis nous avons étudié I'adsorption des protéines sur la silice a partir d’un
extrait cellulaire de levure, contenant plusieurs milliers de protéines susceptibles d’interagir avec la

surface.

D’apres le modele de Norde, I'adsorption des protéines sur une surface hydrophile est déterminée
par la charge globale de la protéine et la charge de surface ainsi que par la stabilité interne des
protéines, qui sont classées soit comme protéines « molles » et s’adsorbent dans toutes les
conditions, soit comme protéines « dures » et ne s’adsorbent que lorsque les charges de la protéine
et de la surface sont de signe opposé (1). Dans ce chapitre, nous présenterons notre étude de
I'influence des parameétres de ce modele, charge de la protéine et stabilité interne, sur I'adsorption
de protéines modeles sur la silice. Nous avons également pris en compte un parametre qui n’apparait
dans aucun modele d’adsorption: le caractére monomérique ou oligomérique des protéines
adsorbées. L'adsorption pourrait par exemple étre facilitée par les mouvements des sous-unités les

unes par rapport aux autres.

Les protéines modeéles que nous avons étudiées sont la myoglobine, I'apomyoglobine, I'hémoglobine
et la sérum albumine, protéines globulaires, monomériques ou oligomériques, de charge et de

stabilité différente.

D’apres Czeslik (voir chap. 1), la stabilité interne des protéines lors de I’adsorption est définie par leur
température de dénaturation (2): la myoglobine (T4 = 74°C) et I'hémoglobine (T4 = 69°C) sont définies
comme des protéines « dures » tandis que la sérum albumine (T4 = 57°C (3)) est définie comme une
protéine « molle ». De plus, pour étudier I'effet de la stabilité des protéine lors de I’adsorption, sans
modifier la structure de la protéine, la myoglobine a été modifiée afin de diminuer sa stabilité interne
en enlevant I’'héme : 'apomyoglobine est une protéine tres « molle » (T4 = 30°C (4)) de structure

identique a celle de la myoglobine (5).
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Myoglobine et sérum albumine se distinguent également par leur point isoélectrique : dans nos
conditions d’étude de pH 6 a pH 9, la sérum albumine est globalement chargée négativement (pl =
4,7 (3)) tandis que la myoglobine est chargée positivement ou négativement en fonction du pH (pl =
7,2 (6)). L'adsorption de I'hémoglobine et de la myoglobine sur la silice est comparée pour
déterminer si I'organisation en tétramere de la molécule modifie I'adsorption de la protéine sur la

surface.

Pour prendre en compte |'effet du matériau (nature, courbure, taille, géométrie), I'adsorption des
protéines modeles a été étudiée sur différentes silices nanostructurées : silices nanoporeuses (pores
de 8 nm et 50 nm de diameétre) et nanoparticules de silice (de 7 nm et 20 nm de diametre). La silice
présente une surface hydrophile chargée négativement dans toutes nos conditions de mesure (voir
chap.3, §2.4). Dans le cadre de cette étude, nous ne nous sommes pas intéressés aux interactions

entre protéines et surfaces hydrophobes qui présentent des spécificités différentes (7).

La quantité de protéine adsorbée et la constante d’adsorption, qui caractérisent I'adsorption des
protéines sur la silice, sont déterminées a partir des isothermes d’adsorption, a I'aide d’'un modéle
d’adsorption dont ['utilisation est discutée. Pour aller plus loin et étudier les mécanismes
d’adsorption, d’autres informations sont nécessaires. Les parameétres thermodynamiques de
I'adsorption de la myoglobine sur les nanoparticules de silice ont été déterminés par titration
calorimétrique isotherme (ITC). lls permettent de proposer différents mécanismes d’adsorption de la

myoglobine sur la surface de silice.

Il est bien sur possible de déterminer une échelle d’affinité sur des protéines isolées : a partir des
résultats de la premiére partie, deux protéines d’affinité différentes pour les nanoparticules de silice,
la sérum albumine et ’hémoglobine, ont été mises en compétition lors de I’adsorption. Cependant,
ce type d’étude se limite a quelques protéines modeles. Pour étudier un plus grand nombre de
protéines sans a priori et identifier « a I'aveugle » les parametres structuraux pertinents, une
nouvelle approche est nécessaire. La seconde partie de ce chapitre est consacrée aux différences
d’affinité entre protéines pour une méme surface. A partir d’'un extrait cellulaire de levure, les
protéines adsorbées et non adsorbées sur les nanoparticules de silice 20 nm ont été identifiées,
parmi une population de protéines, par électrophorése bidimensionnelle. Le grand nombre de
protéines impliquées a permis une analyse statistique comparative entre protéines adsorbées et non
adsorbées. Les criteres structuraux a 'origine de I'affinité et donc de I'adsorption des protéines sur
une surface de silice peuvent étre proposés. Ces résultats pourraient étre utilisés dans un modele de
prédiction de I'adsorption de protéines sur une surface a partir d’'un milieu biologique. Les critéres

identifiés sur I'extrait cellulaire de levure sont comparés aux observations réalisées sur les protéines
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modeles. Enfin ces résultats sont discutés en regard des modeéles actuels d’adsorption des protéines

sur les surfaces.

A la différence des chapitres suivants, nous avons ouvert a un grand nombre de systéeme notre étude
de l'adsorption des protéines (myoglobine, apomyoglobine, hémoglobine, sérum albumine,
protéines de levure) sur la silice nanostructurée (silice nanoporeuse et nanoparticules de silice). Pour
I’étude plus spécifique de la structure (chap. 5), de la dynamique (chap. 6) et de I'activité (chap. 7)
des protéines adsorbées, plus délicate a mettre en ceuvre, nous avons choisi deux systemes modeles
d’intérét : la myoglobine adsorbée sur les NP de silice 7 nm et I’'hémoglobine adsorbée sur les NP de

silice 20 nm.

1. Isothermes d’adsorption

L’étude expérimentale de I'adsorption des protéines sur la silice nanostructurée est présentée dans
ce paragraphe a partir de trois exemples : adsorption de I’hémoglobine et de la myoglobine sur les

NP de silice et adsorption de la sérum albumine sur la silice nanoporeuse.

Avant toute approche quantitative, nous pouvons noter que I'adsorption des hémoprotéines est un
phénoméne facilement observable a I'ceil nu. L’hémoglobine est mise en contact avec les NP de silice
dans deux solutions tamponnées a pH 6 et a pH 9. Aprés agitation et centrifugation, le surnageant est

coloré s’il y a des protéines libre en solution et le culot n’est coloré que s’il y a des protéines

adsorbées aux NP (Fig. 4-1).

Concentration NP Si02 20nm
(mg/mL)
Tampon Tris-HC| 0 30 34 36

pH9

Tampon BisTris-HCl 0 30 34 36
pH 6

Figure 4-1. Photographie de solutions contenant hémoglobine (50 uM) et
nanoparticules de silice 20 nm en tampon Tris-HCl 100 mM a pH 9 (en haut) et
BisTris-HCl 100 mM a pH 6 (en bas) aprés centrifugation
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Cette premiere observation montre trés clairement que I’hémoglobine ne s’adsorbe pas ou peu sur
les NP de silice 20 nm a pH 9 en tampon Tris-HCl et au contraire s’adsorbe totalement ou presque sur

les NP a pH 6 en tampon BisTris-HCI puisque la solution devient incolore aprés centrifugation.

De la méme facgon, I'adsorption de la myoglobine sur la silice nanoporeuse CPG 8 nm peut étre

facilement observée apres décantation des particules (Fig. 4-2).

Figure 4-2. Photographie d’une solution de myoglobine libre (Cyy, = 40 uM) (a
droite) et en présence de silice nanoporeuse CPG 8 nm (m = 150 mg) (a gauche) en
tampon Phosphate 100 mM a pH 7,4 apres décantation des particules

Pour quantifier I'adsorption des protéines sur la silice, les isothermes d’adsorption de la myoglobine,
de I’'hémoglobine et de la sérum albumine sur la silice nanostructurée ont été mesurées a I’équilibre.
Pour déterminer le temps nécessaire pour atteindre I’'équilibre, la quantité d’hémoglobine et de
myoglobine adsorbée sur les NP de silice 7 et 20 nm a été mesurée pour des temps de contact de 1h,
4h et 16h en fonction de la concentration en NP. Les résultats sont présentés pour |'adsorption de
I’'hémoglobine sur les NP de silice 7 nm en tampon Phosphate 100 mM a pH 7,4 (Fig. 4-3). La quantité

d’hémoglobine adsorbée est exprimée en pourcentage par rapport a la quantité en solution.

91



100 ;; i § § § i
804 #
=
3 60+ xi
£ ;
(@)
_c%; 4O—§2
T 204 = 1h
2 A 4h
e 16h
()Ir 1 ) 1
0 2 4 6

C.p (Mg/mL)

Figure 4-3. Pourcentage d’hémoglobine adsorbée (Cy, = 3,8 uM) sur les
nanoparticules de silice 7 nm en fonction de la concentration en NP et du temps de
contact : 1h (m), 4h (A), 16h (@), en tampon Phosphate 100 mM a pH 7,4

Aucune différence d’adsorption de I’hémoglobine n’est visible entre un temps de contact de 1h a
16h, quelle que soit la concentration en NP. Une adsorption plus faible (d’environ 10%) a toutefois
été observée pour la myoglobine entre 1h et 4h. Méme s’il est possible que I'équilibre soit atteint
plus rapidement pour certains systémes, nous avons choisi un temps de 4h avant la mesure des

isothermes pour assurer I'équilibre des différents systemes étudiés.

Les isothermes d’adsorption représentent la quantité de protéine adsorbée en fonction de la
concentration en protéine libre en solution. Un exemple typique est présenté pour I’"hémoglobine

(Fig. 4-4), la myoglobine (Fig. 4-5) et la sérum albumine (Fig. 4-6).

La quantité de protéine adsorbée est exprimée en mg/m? plutét que par gramme de silice, car la
surface spécifique est le parametre le plus significatif pour les nanomatériaux puisque leur réactivité
est liée a leur grande surface spécifique. Cela permet également de comparer directement

I’adsorption sur différents types de nanomatériaux (8, 9).
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Figure 4-4. Isothermes d’adsorption de I’"hémoglobine sur les nanoparticules de
silice 20 nm (Cyp = 4,5 mg/mL) a 25°C en tampon 100 mM BisTris-HCl a pH 6 (@), a
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Figure 4-5. Isothermes d’adsorption de la myoglobine sur la silice nanoporeuse
CPG 8 nm en tampon 100 mM BisTris-HCl a pH 6 (@) et Phosphate a pH 7,4 ()
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Figure 4-6. Isothermes d’adsorption de la BSA sur la silice nanoporeuse CPG 8 nm
(@), CPG 50 nm (&) et nanoparticules de silice 20 nm (®) en tampon BisTris-HCl 100
mM a pH 6

La quantité de protéine adsorbée a saturation peut étre lue directement sur I'isotherme au niveau du
plateau. De grandes différences sont observées entre protéines: la sérum albumine s’adsorbe en
quantité plus importante que I’"hémoglobine sur les NP de silice 20 nm a pH 6 par exemple, mais aussi
pour une méme protéine en fonction du type de silice : la sérum albumine s’adsorbe fortement sur
les CPG 50 nm et ne s’adsorbe pas sur les CPG 8 nm, et en fonction du pH de la solution :

I’'hémoglobine ne s’adsorbe par sur les NP de silice 20 nm en tampon Tris-HCl 100 mM a pH 8,7.

Les isothermes présentées ci-dessus ne sont que quelques exemples. Une étude systématique de
I'influence des conditions (silice, protéine, pH, tampon) sur l'adsorption a été réalisée pour

permettre leur comparaison. Les résultats sont présentés dans le paragraphe 3.

Un second parametre, la constante d’adsorption de la protéine sur la surface, peut étre déduit des
isothermes d’adsorption, mais il faut pour cela appliquer un modéle d’adsorption aux données.
Plusieurs modeles décrivent I'adsorption d’une molécule sur une surface mais ne s’appliquent pas
nécessairement a l'adsorption d’'une protéine sur une surface. Les modeles les plus couramment
utilisés sont présentés dans le paragraphe suivant, puis le modele le plus adapté sera utilisé pour

analyser les isothermes d’adsorption mesurées.

94



2. Modeles d’isothermes appliqués a I’adsorption des protéines

L’adsorption des protéines sur les nanoparticules peut étre étudiée dans le cadre plus général de
I’adsorption de molécules sur une surface. L'utilisation de modeles pour reproduire les isothermes
d’adsorption mesurées permet d’'une part de déterminer un nouveau parametres de I'adsorption, la
constante d’adsorption, et d’autre part d’étudier I'adéquation entre I'adsorption représentée par le
modele, par exemple monocouche ou multicouche, et la mesure. Des modeéles a deux parametres

permettent de reproduire les isothermes d’adsorption mesurées expérimentalement.

L'adsorption des protéines sur une surface est le plus souvent représentée par le modéle de
Langmuir (10-14), développé initialement pour I'adsorption de molécules de gaz, bien que toutes les
hypothéses du modeéle initial ne soient pas toujours vérifiées : I'adsorption est irréversible dans de
nombreux cas et les interactions latérales entre protéines ne peuvent pas étre exclues. D’autres

modeles d’adsorption sont rarement testés.

Les modeéles d’isothermes a deux parametres utilisés dans la littérature et que nous avons choisis de
tester sont I'isotherme de Freundlich (1906) (15), de Langmuir (1918) (16), de Temkin-Pyzhev (1939)
(17), de Dubinin-Radushkevic (1947) (18, 19), de Halsey (1948) (20) et de Jovanovic (1969) (21).
D’autres isothermes qui s’appliquent préférentiellement aux gaz, comme l'isotherme BET (22), ne
seront pas discutées ici. Les modeéles testés se répartissent en trois grandes catégories : modele
d’adsorption en monocouche (isothermes de Langmuir et de Jovanovic), modele d’adsorption en
multicouche (isothermes de Freundlich et de Halsey) et modele d’adsorption basé sur I'’échange
d’énergie entre molécule et surface (isothermes de Temkin-Pyzhev et de Dubinin-Radushkevic). Une
distinction est faite également entre adsorption sur une surface homogéne (isothermes de Langmuir,
de Jovanovic et de Halsey) et sur une surface hétérogene (isothermes de Freundlich, Temkin-Pyzhev
et Dubinin-Radushkevic). Par ailleurs tous ces modeéles supposent qu’il n’y a pas d’interactions

latérales entre les molécules adsorbées.

Les modeles utilisés le plus couramment pour décrire I'adsorption des protéines sur une surface sont
le modele de Langmuir qui peut étre appliqué a I'adsorption de molécules a partir d’une solution
diluée (23) et I'isotherme de Freundlich qui décrit de facon empirique I'adsorption de molécules
lorsque différents sites de fixation sont impliqués. Le modéle de Temkin-Pyzhev semble également

bien s’ajuster aux isothermes d’adsorption des protéines sur une surface (24).

Il existe également des modeéles d’isotherme d’adsorption a trois parametres. Cependant, si les
modeles d’adsorption a deux parameétres permettent d’obtenir un bon ajustement entre modeéle et

données expérimentales, il ne parait pas nécessaire d’ajouter un parametre. Cela diminue également
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le sens physique donné aux parameétres calculés : par exemple, dans le modéle a trois paramétres de
Langmuir-Freundlich, une constante supplémentaire est ajoutée pour permettre un meilleur

ajustement aux données sans que cela corresponde a une donnée physique.

Le modele de Langmuir représente le cas idéal de I'adsorption réversible d’'une monocouche de

molécules sans interactions entre elles sur des sites de fixation identiques (Fig. 4-7).

Figure 4-7. Schéma de I'adsorption de molécules sur une surface plane : (a) cas
idéal d’une adsorption monocouche sur une surface homogene (isothermes de
Langmuir et de Jovanovic), (b) adsorption monocouche sur une surface hétérogéne
(isothermes de Freundlich, de Temkin-Pyzhev et de Dubinin-Radushkevic), (c)
adsorption avec interactions latérales et regroupement des molécules sur la
surface, (d) adsorption multicouche (isotherme de Halsey)

L'expression mathématique du modele de Langmuir est donnée par I'équation 2. Elle décrit
I’équilibre entre molécules adsorbées et molécules libres, par exemple pour une protéine (notée P)
en interaction avec les nanoparticules de silice (eq. 1). Les quantités adsorbées sont exprimées par
gramme de solide. Une relation équivalente est obtenue en fonction de la masse de protéine

adsorbée et les concentrations massiques.

Piipre + 510y = Pyysorbee (eq. 1)
Neo*K qgs*C

Ngas = (eq. 2)
1+Kads*C

avec C la concentration en protéine libre a I'équilibre (mol/L), n.¢ la quantité de protéine adsorbée
par gramme de solide (mol/gyp), N la quantité maximale de protéine adsorbée par gramme de

solide et K,q4 la constante d’adsorption du modeéle (L/mol). K,4 n’est donc pas formellement une
constante d’équilibre, car I'adsorption de la myoglobine n’est pas le seul processus a |'ceuvre. En

effet, elle implique une désolvatation simultanée de la surface : les molécules d’eau initialement
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adsorbées sur la surface sont déplacées vers la solution (eq. 3). K, est alors le rapport entre la
constante d’équilibre de cette réaction et I'activité de I’eau (eq. 4) (23). Pour des solutions diluées, la

valeur numérique de la constante d’équilibre est donc assimilable a celle de K,q4,, seule I'unité change.

Psolution + HZ Oadsorbée = Padsorbée + H2 Osolution (eq. 3)

K
Kads = m (eq. 4)
2

Les relations associées a chaque modeéle d’isotherme sous leur forme massique sont présentées ci-

dessous (tableau 4-1).

Isothermes Expression

L ir (16) _ Moo * Kags * €
angmuir Mygs = 17Ky 5 C
Freundlich (15) Mags = cl/m
Jovanovic (21) Mags = Moo (1 — e Ky
RT
Temkin-Pyzhev (17) Mygs = b—ln(KTC)
T
Dubinin-Radushkevic (19) Mygs = Mp * exp[—bD : (RT *In(1 + 1/C))2]
1/n
Halsey (20) Mags = (&)
C

Tableau 4-1. Modeles d’isothermes a deux paramétres étudiés et expression
mathématique pour une concentration massique en molécule adsorbée

Les isothermes de Temkin-Pyzhev et de Dubinin-Radushkevic sont toutes deux basées sur la variation
d’énergie lors de I'adsorption de molécules sur une surface et dépendent de la température T. Alors
que les autres modeles dépendent de la quantité de molécules adsorbées et de la constante
d’adsorption, les isothermes de Temkin-Pyzhev et de Dubinin-Radushkevic dépendent de la
constante d’adsorption, de I'énergie d’adsorption et de la température. Dans I'isotherme de Temkin-
Pyzhev, le paramétre b; de I'équation représente une variation d’énergie en J/mol. D’aprés ce
modele, si ce parameétre est positif, alors I'adsorption est exothermique. Dans lisotherme de
Dubinin-Radushkevic, le parameétre by (J/mol) est directement relié a I’énergie libre d’adsorption (eq.

5) (25):

E = (eq. 5)
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Les différents modeles ont été appliqués aux isothermes d’adsorption de la myoglobine sur les
nanoparticules de silice 7 nm et de ’hémoglobine sur les nanoparticules de silice 20 nm, afin de
vérifier I'ajustement des modeles a deux systémes différents. Ces deux systemes ont été choisis car
ils présentent un comportement différent lors de I'adsorption et les données sont de bonne qualité

pour tester les modeles.

L'ajustement des modeles aux données expérimentales peut étre réalisé selon trois méthodes : par
régression linéaire avec un coefficient de régression linéaire R? le plus proche de 1 en adaptant
I’expression de chaque modele (par exemple pour le modeéle de Langmuir (eq. 6)), par régression non
linéaire en minimisant la somme du carré des erreurs SCE (eq. 7) ou en minimisant la somme du
carré des erreurs relatives SCER (eq. 8) (26).

C Cc 1

=— 4+ —- (eq. 6)
Nads Neo Noo'Kads

SCE =¥ (maqs — mS%E)? (eq. 7)
SCER = y?_, |(aas—mais) (eq. 9
b Mads b

La régression linéaire donne un bon ajustement avec l'isotherme de Langmuir, mais pour les autres
modeles la régression non linéaire par minimisation du SCER semble permettre un meilleur
ajustement, comme cela a déja été observé pour d’autres systémes (26). La représentation des
isothermes de la myoglobine et de ’"hémoglobine sur la silice par les différents modeles a été réalisée

suivant cette méthode (Fig. 4-8).
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Figure 4-8. Représentation des isothermes d’adsorption de la myoglobine sur les
nanoparticules de silice 7 nm (m) et de ’lhémoglobine sur les nanoparticules de silice
20 nm (@) en tampon Phosphate 100 mM a pH 7,4 a 25°C par les modeles de
Langmuir, Freundlich, Jovanovic, Temkin-Pyzhev, Dubinin-Radushkevic et Halsey (en
rouge). Ajustement par régression non linéaire et minimisation de la somme du
carré des erreurs (SCER)

La répartition des points de mesure n’est pas équivalente pour la myoglobine sur NP 7 nm et pour
I’'hémoglobine sur NP 20 nm : ils sont centrés sur le début de I'isotherme pour la myoglobine, avec
seulement deux points de mesure au plateau, tandis qu’ils sont répartis sur I'ensemble de
I'isotherme, plateau compris, pour ’hémoglobine. Cette répartition influence le plus ou moins bon

ajustement de chaque modéle.

Les parameétres de chaque modele et la valeur du SCER correspondante, indiquant un bon
ajustement ou non du modele aux données expérimentales, sont indiqués dans le tableau 4-2. Pour
une comparaison plus facile avec les isothermes, la quantité maximale de protéine adsorbée calculée
en mg par gramme de solide dans les modeles est réexprimée en mg par m? de surface. La surface

spécifique des NP de silice 7 nm et 20 nm est respectivement de 333 et 168 m?/g (voir chap. 3, §2.3).
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Isothermes

Parametres
Mb + NP SiO; 7nm

Parametres
Hb + NP SiO, 20nm

Moo = 0,29 mg/m?

Moo = 0,34 mg/m?

Langmuir Kags = 4,9.10° M™ Kags = 4,8.10° M™
SCER=2,3 SCER=1,8
a=75.10"mg"*".L/" g ! a= 1,5.10" mg'*".L""g?

Freundlich n=0,48 n=0,32
SCER=5,3 SCER=7,7
Moo = 0,23 mg/m? Moo = 0,30 mg/m?

Jovanovic K, =5,1.10'M* K, =3,8.10° M™
SCER = 4,6 SCER=6,9
by =118 J/mol by =250 J/mol

Temkin-Pyzhev Kr=5,1.10°M™* K =8,1.10° M™
SCER=1,2 SCER=1,0

bubinin-Radushkevich non applicable non applicable
SCER=117 SCER =57
n=2 non applicable

Halsey Ky =1,8.10°
SCER =5,6 SCER =38

Tableau 4-2. Paramétres des modeles d’isothermes appliqués a I'adsorption de la
myoglobine sur les nanoparticules de silice 7 nm et de I’hémoglobine sur les

nanoparticules de silice 20 nm en tampon Phosphate 100 mM a pH 7,4 a 25°C.

SCER : somme des carrés des erreurs relatives

Les isothermes de Freundlich et de Halsey peuvent étre exclues car elles ne s’ajustent qu’au début de
I'isotherme et ne permettent pas de représenter le plateau d’adsorption de la myoglobine et de
I’'hémoglobine sur les NP. Une adsorption multicouche peut donc étre écartée. Au contraire, les
données sont bien représentées par le modele de Langmuir, qui fait I’hypothese d’une adsorption en

monocouche de la myoglobine et de I’hémoglobine sur les NP de silice.

Les isothermes de Jovanovic et de Dubinin-Radushkevic peuvent étre exclues car si elles peuvent
représenter le plateau des isothermes, la pente lors de la premiére partie de I'adsorption est trop
importante comparée aux mesures ce qui se traduit par un mois bon ajustement du modele aux

données (SECR > 4).

Les isothermes de Temkin-Pyzhev (SECR = 1,0-1,2) et de Langmuir (SECR = 1,8-2,3) s’ajustent bien a la
forme des isothermes d’adsorption de la myoglobine et de I’'hémoglobine sur les NP de silice. Il
semble que deux approches différentes, par sites de fixation dans le modéle de Langmuir et par
énergie d’adsorption dans le modéle de Temkin-Pyzhev, permettent de représenter correctement

I"adsorption de la myoglobine et de ’hémoglobine sur les nanoparticules de silice. Pourtant ces deux
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modeles ne donnent pas du tout la méme représentation de I'adsorption, hormis I'adsorption en
monocouche : le modéle de Langmuir dessine une surface homogene ou les protéines s’adsorbent de
facon réversible tandis que le modeéle de Temkin-Pyzhev dépeint une surface hétérogéne ou

I"adsorption des protéines est différente en fonction du site de fixation.

La constante d’adsorption calculée est cependant un ordre de grandeur supérieure avec l'isotherme
de Temkin-Pyzhev comparée a l'isotherme de Langmuir, alors qu’elles représentent bien la méme
grandeur. Une mesure directe de la constante d’adsorption par microcalorimétrie ITC peut permettre
de déterminer a I'aide d’'une méthode expérimentale tres différente la constante d’adsorption de la

protéine sur la surface (voir §5) puis de la comparer a ces deux modeéles.

Isotherme de Temkin-Pyzhev

Le parametre by de l'isotherme de Temkin-Pyzhev est positif aussi bien pour I'adsorption de la
myoglobine que de I’hémoglobine, ce qui correspond d’aprés le modele a une adsorption
exothermique sur les nanoparticules de silice, prédiction qui est bien vérifiée par microcalorimétrie

(voir §5).

Le modele de Temkin-Pyzhev implique également une dépendance en température de I'adsorption.
L'isotherme d’adsorption de I’hémoglobine sur les NP de silice 20 nm a été mesurée a 4°C et a 25°C
en tampon Phosphate 100 mM a pH 6 et a pH 7,4, puis le modele a été ajusté aux données, en

faisant I’hypothése que les parameétres by et K; dépendent aussi de la température (Fig. 4-9).
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Figure 4-9. Données expérimentales et régression non linéaire avec l'isotherme de Temkin-
Pyzhev de I'adsorption de I’hémoglobine sur les NP de silice 20 nm (Cnp = 4,5 mg/mL) en
tampon Phosphate 100 mM a 25°CapH 6 () etapH 7,4 (@) et a 4°CapH 6 (@) et a pH 7,4 (@)
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Contrairement a ce que prédit le modele, les isothermes d’adsorption de I’'hémoglobine sur les NP de
silice ne présentent pas de variation significative avec la température. Puisque la température varie

dans I'’équation du modele, mais que les isothermes sont identiques, les paramétres by et K varient

artificiellement (tableau 4-3).

Isotherme de Parametres Parameétres
Temkin-Pyzhev T=4°C T=25°C

b= 212 J/mol by =246 J/mol
Phosphate pH 6 Kr=7,8.10"M* Kr=9,4.10' M*

SCER=0,9 SCER=0,2

by =249 J/mol by =250 J/mol
Phosphate pH 7,4 Kr=1,4.10'M* K =8,1.10° M™

SCER=0,9 SCER=1,0

Tableau 4-3. Parametres de [isotherme de Temkin-Pyzhev appliquée a
I'adsorption de I’"hémoglobine sur les nanoparticules de silice 20 nm en tampon
Phosphate 100 mM a pH 6 et a pH 7,4 en fonction de la température

La constante d’adsorption calculée a pH 6 diminue avec la température tandis qu’elle augmente avec
la température a pH 7,4, alors qu’il n’y a pas de modification de I'adsorption entre 4°C et 25°C
d’apres la mesure. Bien qu’elle reproduise bien la forme des isothermes d’adsorption de
I’'hémoglobine et de la myoglobine sur les NP de silice, I'isotherme de Temkin-Pyzhev ne semble pas

adaptée car la valeur calculée de la constante d’adsorption ne semble pas suffisamment « robuste ».

Isotherme de Langmuir

L'isotherme de Langmuir s’ajuste bien aux isothermes d’adsorption de la myoglobine et de
I’'hémoglobine sur les NP de silice. La quantité maximale de protéine adsorbée calculée est
légérement surestimée pour la myoglobine (0,29 mg/m? calculé pour 0,24 mg/m? mesuré) mais bien
représentée pour I’hémoglobine (0,34 mg/m? calculé et mesuré). Le modeéle de Langmuir parait donc
bien adapté pour représenter I'adsorption de la myoglobine et de I’hémoglobine sur les NP de silice
et les constantes d’adsorption calculées a 'aide de ce modele pourront étre utilisées pour comparer
I'adsorption des différents systémes de cette étude, mais également avec les données de la

littérature.

Cependant, le bon ajustement du modéle aux données ne permet pas de conclure a la réversibilité
de 'adsorption de la myoglobine et de ’hémoglobine ou a I'absence d’interactions latérales entre
protéines (hypotheses du modele) car il est utilisé pour représenter I'adsorption irréversible des

protéines sur une surface (10-14).
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Pour déterminer si I'adsorption de la myoglobine et de 'hémoglobine sur la silice nanostructurée est
réversible/irréversible, spécifique/non spécifique, sur un seul ou plusieurs types de sites de fixation,
d’autres études sont nécessaires. Pour essayer de répondre a ces questions, nous avons mesuré la
désorption des protéines dans différentes conditions (voir §4) et les paramétres thermodynamiques
de I'adsorption (voir §5) puis nous avons étudié la structure des protéines adsorbées et chercher a

identifier les sites d’interaction entre protéine et silice (voir chap. 5).

3. Caractérisation de I'adsorption des protéines sur la silice
nanostructurée

Les isothermes d’adsorption de la myoglobine, I'apomyoglobine, I'hémoglobine et la sérum albumine
sur la silice nanostructurée ont été analysées a I'aide du modéle de Langmuir afin de déterminer la
guantité de protéine adsorbée a saturation et la constante d’adsorption K,4 pour chaque systéme.

L’adsorption des protéines dans différentes conditions est comparée sur la base de ces deux critéres.

Plusieurs parametres qui peuvent influencer I'adsorption des protéines ont été étudiés :

1) Effet du matériau : 'adsorption de la myoglobine sur les silices nanoporeuses (CPG 8 nm et
CPG 50 nm) et sur les nanoparticules de silice (NP 7 nm et NP 20 nm) qui présentent des
tailles et des géométries différentes, a été comparée.

2) Effet de la protéine: I'adsorption des différentes protéines modeles sur la silice
nanostructurée a été comparée en fonction de la structure, de la charge et de la stabilité
interne des protéines

3) Effet du pH et du tampon : I'adsorption des protéines sur la silice nanostructurée a été
mesurée de pH 6 a pH 9 en tampon BisTris-HCI, Tris-HCI et Phosphate a une concentration de

100 mM

La quantité de protéine adsorbée a saturation et la constante d’adsorption de la myoglobine,
I'apomyoglobine, I'hémoglobine et la sérum albumine sur la silice nanostructurée dans différentes

conditions sont présentées ci-dessous (tableau 4-4).
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Myoglobine

Silice ‘ Tampon et pH Mg (Mg/m?) Kaas (M)
BisTris-HCl pH 6 0,26 +£0,02 9,7 +1,0.10*
NP 7 nm Phosphate pH 6 0,30+0,02 1,7+0,2.10°
Phosphate pH 7,4 0,24 0,02 4,4 +0,4.10°
BisTris-HCl pH 6 0,30+0,02 7,0+0,7.10*
NP 20 nm Phosphate pH 6 0,45 +0,02 2,0+0,2.10°
Phosphate pH 7,4 0,37 0,02 6,0+ 0,6.10"
BisTris-HCl pH 6 0,45+0,03 5,5+0,6.10*
CPG 8 nm
Phosphate pH 7,4 0,28 + 0,02 3,6 +0,4.10"
BisTris-HCl pH 6 0,50 + 0,03 1,0+0,1.10°
CPG 50 nm
Phosphate pH 7,4 0,49 0,03 3,4+0,4.10*
Apomyoglobine*
NP 7 nm BisTris-HCl pH 6 0,81+0,04 6,5+0,7.10°
(4°C)
Hémoglobine
Silice ‘ Tampon et pH M,as (Mg/m?) Kaas (M)
BisTris-HCl pH 6 0,52+0,03 4,6+0,5.10°
NP 7nm Phosphate pH 6 0,68 £ 0,03 9,1+0,9.10°
Phosphate pH 7,4 0,40 +0,02 2,4+0,2.10°
BisTris-HCl pH 6 0,43 +0,02 7,3+0,8.10°
NP 20nm Phosphate pH 6 0,50 +0,03 7,1+0,8.10°
Phosphate pH 7,4 0,34 0,02 3,4+0,4.10°
Sérum albumine
Silice ‘ Tampon et pH m,gs (Mg/m?) Kaas (M)
NP 20 nm BisTris-HCl pH 6 0,66 +0,03 3,6 +0,4.10°
CPG 8 nm BisTris-HCl pH 6 0 -
CPG 50 nm BisTris-HCl pH 6 1,3+0,08 1,2+0,1.10°

Tableau 4-4. Caractéristiques de I’adsorption de la myoglobine, I'apomyoglobine,
I’hémoglobine et la sérum albumine sur la silice nanostructurée dans différentes
conditions de pH et de tampon 100 mM a 25°C. *L’isotherme d’adsorption de
I’'apomyoglobine, instable a température ambiante, a été mesurée a 4°C.
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3.1 Effet du matériau
Myoglobine

La quantité de myoglobine adsorbée sur la silice nanostructurée varie du simple au double en
fonction du matériau, dans les conditions d’adsorption favorables en tampon BisTris-HCl a pH 6. La
myoglobine s’adsorbe en plus grande quantité sur la silice nanoporeuse (m,q = 0,45-0,50 mg/m?) que
sur les nanoparticules de silice (m,gs = 0,26-0,30 mg/m?2) : une géométrie concave semble plus
favorable a I'adsorption (voir chap. 3). La quantité de myoglobine adsorbée augmente légerement
avec la taille des NP : une courbure de surface plus faible pourrait étre plus favorable. Cependant, ce
classement n’est pas respecté lorsque les conditions de pH et de tampon changent, ce qui montre

que différents parametres peuvent influencer I'adsorption des protéines sur la silice.

L’affinité de la myoglobine pour les NP de silice 7 et 20 nm est proche. Un facteur 2 de différence est
par contre observé entre CPG 50 nm (K,qs = 1,0 + 0,1.10° M™) et CPG 8 nm (K4 = 5,5 * 0,6.10" M),
qui pourrait étre lié a un effet de chimie de surface, les CPG 8 nm étant plus riches en silanols

pontants (voir chap. 3, §3).

Hémoglobine

L’hémoglobine s’adsorbe en quantité plus importante sur les NP 7 nm (m,s = 0,52 mg/m?)
comparées aux NP 20 nm (m,q = 0,43 mg/m?) en tampon BisTris-HCl a pH 6. Son affinité est par
contre plus grande pour les NP 20 nm (K,qs = 7,3 % 0,8.10° M™) que pour les NP 7 nm (Kaqs = 4,6 *
0,5.10° M), deux variations qui sont de sens opposée a celles de la myoglobine. Ces observations ne
sont pas non plus transposables dans d’autres conditions de pH et de tampon, ce qui met en

évidence le c6té multiparamétrique de I'adsorption des protéines.

Sérum albumine

’adsorption de la sérum albumine & pH 6 est maximale sur les CPG 50 nm (m.g = 1,3 mg/m3),
intermédiaire sur les NP 20 nm (m,q = 0,66 mg/m?) et nulle sur les CPG 8 nm. Le diamétre d’une
molécule de BSA est de 6,2 nm pour un monomeére (27) et de 12,4 nm si la protéine s’organise sous la
forme d’un dimére (28). Puisque la BSA a une forte affinité pour les CPG 50 nm (K,4=1,2 * 0,1.10°
M™), il est probable que la non adsorption de la protéine sur les CPG 8 nm soit due a une taille de
porosité trop faible pour permettre I’entrée de la protéine et son adsorption, la surface externe étant
négligeable devant la surface interne des CPG. L'adsorption en plus faible quantité sur les NP

comparées aux CPG est similaire pour la BSA et la myoglobine.
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La BSA présente une plus grande affinité pour les NP de silice 20 nm (K,qs = 3,6 £ 0,4.10° M) que
pour les CPG 50 nm, contrairement a la myoglobine. Il y a donc une spécificité propre a chaque
protéine et les observations réalisées sur une protéine modele ne sont pas nécessairement

applicables a d’autres protéines.

La rugosité de surface, un autre effet qui peut influencer I'adsorption des protéines (29), est discutée

dans la chapitre 5 (voir §1).

3.2 Effet de la protéine

L’adsorption des protéines sur les NP de silice 20 nm en tampon BisTris-HCl a pH 6 peut étre classée

selon chaque critere pour comparer leur adsorption :

- en fonction de la constante d’adsorption Hb > ApoMb > BSA > Mb

- enfonction de la quantité de protéine adsorbée ApoMb > BSA > Hb > Mb

Les différences ne sont pas négligeables puisque la quantité de protéine adsorbée varie de 0,30 a
0,81 mg/m? et la constante d’adsorption de 7.10° M* 3 7,3.10° M, ce qui montre des différences

d’affinité importantes entre protéines pour une méme surface.

La protéine ayant la plus faible affinité est la myoglobine, dont la quantité adsorbée est également Ia
plus faible. La protéine qui s’adsorbe en plus grande quantité (ApoMb) n’est pas celle qui a la plus
grande affinité (Hb). Cette comparaison nous indique qu’il n’y a pas nécessairement de lien ente
guantité de protéine adsorbée et constante d’adsorption. Cet effet peut s’expliquer par un plus
grand étalement de la protéine sur la surface lorsque son affinité est plus importante, et donc un

nombre moins élevé de molécules adsorbées a saturation.

Charge

A pH 6, la BSA a une charge globale négative (pl = 4,7), tandis que la myoglobine et I’'hémoglobine
ont toutes deux une charge globale positive. Pourtant, la BSA s’adsorbe en plus grande quantité que
I’'hémoglobine et la myoglobine, qui plus est avec une plus forte affinité que la myoglobine. Cela
montre clairement que le critere de charge globale de la protéine n’est pas déterminant pour
I"adsorption sur la silice, mais qu’il faut peut-étre regarder la répartition des charges au sein de la
protéine plutot que sa charge moyenne. Soit la répartition de charge au sein de la BSA permet
d’éviter une trop forte répulsion électrostatique, soit d’autres types d’interactions permettent
I'adsorption, par exemple des interactions hydrophobes suite a une modification de structure de la

protéine sur la surface (1).
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La BSA est une protéine « molle » tandis que la myoglobine est une protéine « dure ». Cet effet

pourrait étre prépondérant sur celui de la charge.

Stabilité interne

L’adsorption plus importante de la BSA comparée a la silice pourrait étre due a la différence de
stabilité interne des protéines (modele de Norde (1)) mais aussi a une différence de taille, de
structure, de composition ou de dynamique. Comparer 'adsorption de la myoglobine et de la BSA,

deux protéines tres différentes, ne permet pas de tester I’hypothese de stabilité interne du modeéle.

L'apomyoglobine, de structure proche de la myoglobine (5) mais de plus faible stabilité, est en
premiere approche un bon modele de « myoglobine molle ». L’apomyoglobine s’adsorbe trois fois
plus que la myoglobine sur les NP de silice 7 nm a pH 6 et avec une affinité 6 fois plus élevée. Dans ce
cas, I'hypothése de Norde semble vérifiée, ce qui laisse supposer que I'apomyoglobine se
« déforme » plus sur la surface que la myoglobine, ce qui lui permettrait de maximiser ses

interactions avec la silice.

Cependant, le modele de Norde prédit qu’une protéine « dure » de méme charge que la surface ne
peut pas s’adsorber sur celle-ci. Pourtant, une mesure de I'adsorption de la myoglobine chargée
négativement a pH 8,7 montre une adsorption, certes plus faible qu’a pH 6 ou 7,4, mais non
négligeable (de l'ordre de 10 a 20% de la quantité de myoglobine adsorbée a saturation).
L’'hémoglobine, de stabilité et de charge proche de celles de la myoglobine, ne s’adsorbe pas a pH
8,7. Les seuls criteres de charge et de stabilité interne ne sont donc pas suffisants pour décrire
I’adsorption des protéines sur une surface, le modele de Norde s’avere insuffisant. A travers |'étude
d’un plus grand nombre de protéines, il est possible de proposer de nouveaux parametres

d’adsorption des protéines sur une surface (voir §6).

Monomére/Oligomére

L’'hémoglobine s’adsorbe en plus grande quantité et avec une plus forte affinité que la myoglobine
sur les NP de silice 7 et 20 nm, quelles que soient les conditions de pH et de tampon. La différence la
plus importante est celle de l'affinité, avec une constante d’adsorption un ordre de grandeur
supérieure pour I'hémoglobine comparée a la myoglobine. La structure tétramérique de
I’'hémoglobine peut expliquer une quantité de protéine adsorbée plus importante, car un ou
plusieurs monomeres peuvent ne pas étre en interaction directe avec la surface: il y a donc un

« effet oligomere ».
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La tres nette augmentation de I'affinité pourrait étre liée soit aux différences fines de composition et
de structure entre les deux protéines, soit a une plus grande interaction avec la surface, que I'on
pourrait voir comme un plus grand nombre de points d’ancrages, pour un oligomere comparé a un
monomere. Lors de I'étude de la structure des protéines adsorbées, nous nous intéresserons tout
particulierement a I’hémoglobine afin de déterminer si la protéine conserve sa structure

tétramérique lors de I'adsorption ou si elle se dissocie a la surface de la silice (voir chap. 5).

3.3 Effet du pH et du tampon

Une grande influence des conditions de pH et de tampon sur I'adsorption est observée pour la
myoglobine et ’hémoglobine sur les différents types de silice. D’'une facon générale, la quantité de
protéine adsorbée est plus importante a pH 6 qu’a pH 7,4, et plus importante en tampon Phosphate
plutét qu’en tampon BisTris-HCI. Les variations d’affinité suivent également cette tendance pour
I'adsorption de la myoglobine et de I’hémoglobine sur les NP de silice 7 nm, mais ne montrent pas de

tendance claire pour I'adsorption sur les NP de silice 20 nm.

Le pH et le tampon jouent sur la charge de la protéine, la charge de la surface, la force ionique du

milieu et la nature des espéces en solution.

- La silice ne présente pas d’interaction spécifique avec les tampons BisTris-HCl et Phosphate
(30).

- La charge de la myoglobine et de I’'hémoglobine est positive a pH 6 et neutre ou faiblement
chargée a pH 7,4.

- La force ionique est plus grande en tampon Phosphate qu’en tampon BisTris-HCI, et plus
grande en tampon Phosphate a pH 7,4 plutét qu’a pH 6.

- Le potentiel T des NP de silice nous indique que la charge de surface des NP de silice 7 et 20
nm est plus fortement négative en tampon Phosphate qu’en tampon BisTris-HCl a pH 6, et en

tampon Phosphate a pH 7,4 qu’a pH 6 (voir chap. 3, §2.4).

D’aprés ces critéres, les interactions électrostatiques entre myoglobine, hémoglobine et NP de silice
seraient favorisées en tampon Phosphate a pH 6, méme s’il est difficile de dire quel critére est
prédominant : augmentation de la charge de la protéine et de la surface, diminution de la force
ionique et d’'un possible écrantage des charges de surface par les contre-ions présents. Si les
interactions électrostatiques interviennent dans le mécanisme d’adsorption de la myoglobine et de
I’'hémoglobine sur la silice, alors une adsorption plus faible devrait étre observée a pH basique,

lorsque les résidus basiques de la protéine sont déprotonés.
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Adsorption de ’hémoglobine a pH basique

Une premiére observation de I'adsorption de I’hémoglobine sur les NP de silice 20 nm avait mis en
évidence une adsorption maximale en tampon BisTris-HCl a pH 6 et nulle en tampon Tris-HCl a pH 8,7
(voir §1). Pour mieux comprendre ce phénoméne, les isothermes d’adsorption de I’"hémoglobine sur
les NP de silice ont été mesurées de pH 6 a pH 9 dans les différents tampons ; les isothermes

mesurées en tampon Tris-HCl sont présentées en exemple (Fig. 4-10).
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Figure 4-10. Isothermes d’adsorption de I’hémoglobine sur les nanoparticules de

silice 20 nm en tampon Tris-HCl 100 mM en fonction du pH

La quantité d’hémoglobine adsorbée a saturation est ensuite représentée en fonction du pH (toutes
les isothermes ne sont pas représentées sur la premiére figure) (Fig. 4-11). La quantité
d’hémoglobine adsorbée est maximale et constante de pH 6 a pH 7,2 puis diminue rapidement de pH
7,2 a pH 8,6 et devient nulle pour un pH > 8,6. L'effet majeur est celui du pH, plutét que celui du
tampon, et détermine la capacité de I’"hémoglobine a s’adsorber ou non sur la silice, depuis 100 %

d’adsorption a 0 % en moins de 2 unités pH.
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Figure 4-11. Quantité d’hémoglobine adsorbée a saturation sur les nanoparticules
de silice 20 nm en fonction du pH en tampon BisTris-HCI ( 4), Phosphate (m) et Tris-
HCl (o)

La constante d’adsorption est calculée en fonction du pH a I'aide du modele de Langmuir (Fig. 4-12).
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Figure 4-12. Constante d’adsorption K4 de I’'hémoglobine sur les nanoparticules

de silice 20 nm calculée a I'aide du modele de Langmuir, en fonction du pH et du

tampon : BisTris-HCI ( 4), Phosphate (m) et Tris-HCI (®)
K.¢s diminue lorsque le pH augmente, de fagon similaire a la quantité de protéine adsorbée. L’affinité
de I’'hémoglobine pour la silice est donc d’autant plus faible que le pH est élevé, ce qui explique la

forte diminution de son adsorption.
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La surface de la silice (pl = 2 (31)) est chargée d’autant plus négativement que le pH augmente.
L’'hémoglobine (pl = 7,4 (6)) est globalement chargée positivement a pH acide et négativement a pH

basique. Or le changement de comportement vis-a-vis de I'adsorption débute a pH 7,2 (Fig. 4-13).

Figure 4-13. Schéma de I'adsorption et de la non adsorption de I’hémoglobine sur

les nanoparticules de silice 20 nm en fonction du pH et hypothese de changement

de charge global de I’hémoglobine et répulsion électrostatique entre hémoglobine

et silice a pH 9
L'interprétation la plus simple est que les forces électrostatiques entre protéine chargée
positivement et silice chargée négativement favorisent I'adsorption de la protéine a pH < 7,2, puis la
charge de la protéine diminuant jusqu’a s’inverser, les interactions électrostatiques entre protéine et
silice deviennent défavorables a pH > 7,2 ce qui diminue la quantité de protéine adsorbée et la force
d’interaction entre protéine et surface, jusqu’a empécher totalement l'interaction a pH > 8,6 lorsque

protéine et silice sont toutes deux fortement chargées négativement (Fig. 4-13).

Un résultat similaire est obtenu pour la myoglobine (pl = 7,2 (6)), sur les NP de silice 7 nm avec une

diminution importante de la quantité de protéine adsorbée a pH > 9.

3.4 Comparaison a d’autres systemes de la littérature

L'adsorption de la myoglobine, de I’'hémoglobine et de la sérum albumine sur la silice nanostructurée
a été comparée aux données de la littérature pour des systémes proches : méme protéine ou méme
surface (tableau 4-5). Malheureusement, les données sont parfois incompletes ou non comparables,

notamment lorsque la quantité de protéine adsorbée n’est pas exprimée par unité de surface.
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Protéine Surface M.gs (Mg/m?) Kaas (M) Référence

NP ZrO, 2,1 - (32)

Myoglobine
NP SiO, 1,9 - (33)
Hémoglobine TiO, nanoporeux - 1,8.10° (10)
1,1 - (34)

Sérum albumine NP SiO,
1,5 - (35)
BSA

NP Al(OH), - 2,1.10° (11)
HSA NP Hydroxyapatite 1,4 - (36)
1,1 1,1.10° (13)
Lysozyme NP SiO, 1,8 - (35)
1,1 0,9.10° (14)

Tableau 4-5. Données de la littérature pour I'adsorption de protéines sur des
nanomatériaux proches de notre systeme d’étude

Dans leur ensemble, les constantes d’adsorption et quantités de protéine adsorbée a saturation sont
du méme ordre de grandeur que celles mesurées pour nos systémes. Une assez grande similitude
d’affinité des protéines pour différentes surfaces est observée : affinité de I’'hémoglobine pour les NP
de silice 20 nm (Kaqs = 3,4.10° M) et pour TiO, nanoporeux (Kaqs = 1,8.10° M™) (10), affinité de la BSA
pour les NP de silice 20 nm (Kaqs = 3,6.10° M) et pour les NP d’hydroxyde d’aluminium (K¢ = 2,1.10°
M™) (11). La myoglobine et le lysozyme ont également une affinité proche lors de I’adsorption sur les

NP de silice (Kygs = 4,4.10° M et 1,1.10* M™) (14).

La quantité de protéine adsorbée est comprise entre 0,2 et 2 mg/m? environ pour les différentes
protéines et surfaces. La quantité de BSA adsorbée a saturation sur les NP de silice est similaire aux
valeurs de la littérature (34, 35). Par contre une grande différence est observée entre la quantité de
myoglobine adsorbées sur les NP de silice 7 nm (m,q = 0,24 mg/m? a pH 7,4 ) et les NP de silice de 11
nm (Mg = 1,9 mg/m?) (33). Les deux systémes sont toutefois différents : protéine (myoglobine de
cceur de cheval et myoglobine de mouton), taille des NP et surtout tampon (Phosphate 100 mM a pH

7,4 et HEPES 5 mM a pH 6,5).

Les caractéristiques de I'adsorption des protéines sur les surfaces sont relativement homogéenes
lorsqu’il s’agit de surfaces d’oxydes non fonctionnalisées. Des variations beaucoup plus importantes
de la quantité de protéines adsorbées et de la constante d’adsorption sont observées pour des
surfaces métalliques, hydrophobes ou fonctionnalisées (37, 38), qui impliquent d’autres types

d’interactions que celles observées entre protéine et surfaces d’oxydes hydrophiles. A la maniére des
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études de toxicologie, il serait utile de définir des « conditions standards » pour évaluer I'adsorption

des protéines sur différents types de surfaces (39).

4. Réversibilité de I'adsorption

Pour déterminer si I'adsorption de I'hémoglobine et de la myoglobine sur les NP de silice est

réversible, la désorption des protéines a été mesurée dans différentes conditions.

Tout d’abord, la désorption a été testée par dilution : une fois la protéine adsorbée a saturation, la
solution contenant la myoglobine libre a I'équilibre (nécessaire pour atteindre le plateau de
I'isotherme, puisque I'adsorption suit un équilibre) est éliminée et remplacée par la solution tampon.
Aucune désorption de la myoglobine ou de I’hémoglobine adsorbée n’a été observée (la
concentration en protéine du surnageant est nulle). L'adsorption de I’'hémoglobine et de la

myoglobine sur les NP de silice est donc irréversible par dilution (Fig. 4-14).

1- adsorption 2 - dilution
] 0,54 p ;
o3 Pas de désorption
o o
E 0,3- % 0,3
g -
S 0,2+ S 0,2
- £
® @
£ 0,14 2 0,1+
0,04 , . ‘ 0.0+ ; : ;
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
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Figure 4-14. Représentation schématique de I’adsorption irréversible par dilution
de la myoglobine et de I’hémoglobine des NP de silice

Si la dilution n’est pas efficace pour désorber I’"hémoglobine et la myoglobine des NP de silice,
d’autres conditions peuvent étre testées : lavage a I'eau distillée, lavage par une solution tampon,
modification du pH de la solution et modification de la force ionique par ajout de cations

monovalents et divalents (tableau 4-6) (le lavage revient ici a faire une dilution dans un autre milieu).

Toutes les conditions testées sont non dénaturantes pour les protéines. La désorption des protéines

des surfaces est couramment obtenue a I'aide de surfactants (40) (SDS, morpholine par exemple (41,
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42)) qui présentent assez peu d’intérét pour notre étude si la désorption s’accompagne de la

dénaturation de la protéine désorbée.

‘ Conditions initiales BisTris-HCI BisTris-HCI Phosphate

‘ Conditions finales PH 6 PH 7 PH 7,4
Eau 3 0 1 3
BisTris-HCl pH 6 0 0 0 0
BisTris-HCl pH 7 0 0 0 0
Phosphate pH 7,4 1 1 1 1
NaCl 1M 0 1 1 0
CaCl, 1M 1 0 1 1
Tris-HCl pH 8,7 (22h) 88 81 85 90
Tris-HCl pH 8,7 (1h) 91 85 91 90

Tableau 4-6. Pourcentage d’hémoglobine désorbée des nanoparticules de silice 20
nm en fonction des conditions initiales d’adsorption (tampons 10 mM, Cy, = 50
UM, Cynp = 34 mg/mL)) et des conditions de désorption (tampons 100 mM) apres 22
h d’agitation. Mesure répétée aprés 1h d’agitation en tampon Tris-HCl. La
désorption en tampon Tris-HCl est réalisée par dialyse.

L'absence de désorption par dilution et lavage par I'eau ou par le méme tampon confirme que
I'adsorption de I'hémoglobine sur les NP de silice 20 nm est irréversible par dilution, quelles que
soient les conditions initiales d’adsorption (eau, tampon BisTris-HCI pH 6 et pH 7, tampon Phosphate

pH 7,4).

De fagon plus surprenante, aucune désorption n’est observée par ajout de cation mono et divalent a
une concentration de 1M. La désorption par échange d’ions ne fonctionne pas, malgré les indices de
la formation d’interactions électrostatiques entre hémoglobine et silice lors de I'adsorption. Si la
protéine a plusieurs points de fixation sur la surface, cet effet peut se comprendre : supprimer un

point d’ancrage ne suffit pas pour désorber I’'ensemble de la protéine.

Au contraire, le changement de pH en tampon Tris-HCl a pH 8,7 conduit a une désorption quasi-
totale de I'hémoglobine, quelles que soient les conditions initiales d’adsorption. Ces conditions
permettent donc non seulement d’empécher I'adsorption de I’'hémoglobine sur les NP de silice mais
provoquent également sa désorption. Les résidus basiques arginine et lysine ont un pKa libre en
solution de 10,4 et 12,0 respectivement (43). Bien que le pKa d’un acide aminé puisse étre déplacé
au sein de la protéine par rapport a son pKa libre en solution, il est probable qu’un nombre

important d’arginine et de lysine soient chargées positivement au sein de I’"hémoglobine a pH 6 et
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soient en partie déprotonées a pH 8,7. La désorption de 'hémoglobine n’est donc possible que si les
charges positives de la protéine en interaction avec la silice disparaissent, I'échange d’ions n’étant
pas efficace. Les interactions électrostatiques entre hémoglobine et silice jouent donc un réle tres

important dans I'adsorption de la protéine et peuvent piloter sa désorption.

Le temps de contact pour la désorption peut étre réduit a 1h et permet de désorber 85 a 90% de
I’'hémoglobine. Pour éviter tout choc de pH lors du changement de conditions entre adsorption et
désorption, une mesure complémentaire de désorption a été réalisée non pas par ajout direct du
tampon Tris-HCI mais par dialyse, ce qui permet un changement de pH beaucoup plus progressif. Un
changement progressif du pH de la solution jusqu’a pH 8,7 est donc suffisant pour permettre la
désorption de 82% de I’"hémoglobine adsorbée. La désorption de la myoglobine des NP de silice 7 nm

est obtenue dans les mémes conditions.

Désorber I'hémoglobine et la myoglobine des NP de silice dans des conditions douces permet
d’étudier la structure et I'activité des protéines désorbées (voir chap. 5 et chap. 7). Les analyses
réalisées sur la protéine adsorbée peuvent étre complétées par celles sur la protéine désorbée,
directement a pH 9 ou apres dialyse en tampon Phosphate a pH 7,4 pour revenir a des conditions

identiques.

Dans cette étude, le facteur temps n’apparait pas car nous travaillons sur un systéme a I’'équilibre
(voir §1) : le temps de contact initial entre protéines et nanoparticules puis le temps d’agitation dans
les conditions de désorption sont suffisamment longs pour permettre au systéme d’atteindre un état
d’équilibre. Cependant, plusieurs études ont analysé la désorption de protéines d’une surface a des
temps intermédiaires et montrent que la quantité de protéine désorbée dépend du temps de contact
initial entre protéine et surface : plus ce temps de contact est long (quelques minutes a quelques
heures), plus la quantité de protéine désorbée est faible (44, 45), jusqu’a rejoindre un systéeme ou
I'adsorption est irréversible par dilution, comme nous |'avons observé avec I'hémoglobine et la
myoglobine a des temps longs. Ces observations font apparaitre la notion de dynamique de
I'adsorption, autrement dit I'état de la protéine adsorbée évolue au cours du temps, ce qui diminue
d’autant sa capacité a se désorber de la surface (45). Un des modeles proposés est celui d’'une
adsorption initiale rapide et réversible de la protéine, suivie par une phase plus lente de
changements conformationnels de la protéine adsorbée qui conduit a une adsorption irréversible (il

s’agit ici d’'un modele qualitatif) (46-48).
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Thermodynamiquement, cela représente une optimisation des interactions entre protéine et surface
par une relaxation de la protéine sur la surface. Cette évolution de la structure de la protéine et la
modification de I'état énergétique du systéme conduit a une adsorption irréversible. Le processus
d’adsorption des protéines sur une surface a été étudié pour de nombreux systemes et semble bien
représenter les cas ol I'adsorption des protéines sur une surface est irréversible. La structure de la
myoglobine et de I’'hémoglobine adsorbée sur les NP de silice est étudiée dans le chapitre 5, afin de
déterminer si I'adsorption irréversible de la protéine s’accompagne d’une modification de structure

et quelle est la structure de la protéine apres désorption.

L’adsorption de la myoglobine et de ’hémoglobine sur la silice montre d’une part que les interactions
électrostatiques jouent un réle important lors de I'adsorption et agissent probablement dans une
étape précoce de l'adsorption des protéines, et d’autre part que I'adsorption est irréversible par
dilution aux temps longs. Pour étudier directement les mécanismes d’adsorption, I'approche
thermodynamique peut étre informative car les variations d’énergie mesurées au cours de

I’adsorption refletent les processus a I'ceuvre.

5. Energie d’adsorption de la myoglobine sur les nanoparticules de
silice

Pour élucider les mécanismes d’adsorption des protéines sur les nanoparticules, il est nécessaire de
connaitre les paramétres thermodynamiques de I'adsorption, c’est-a-dire la variation d’énergie de
Gibbs AG,q, la contribution enthalpique AH,4, la contribution entropique -T. AS,4 et la constante

d’équilibre associée K (eq. 10).

Il est utile d’exprimer la réaction d’adsorption sous une forme qui fait apparaitre les molécules d’eau
initialement adsorbées sur la surface (eq. 9) car la désolvatation de la surface par la protéine peut

contribuer a la variation d’enthalpie et d’entropie du systeme (eq. 11, 12).

Mbsorution + H2Ouasorvée = MBaasorvée + H2Osotution (eq.9)
AGggs = AHggs — T - ASgqs (eq. 10)
AHgqs = AHproteine + AHeqy (eq. 11)
ASqas = ASprotéine T ASequ (eq. 12)
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Sans étre exhaustif, les principales contributions enthalpiques et entropiques associées a I'adsorption

peuvent étre décrites ainsi (37, 46, 49) :

i) Réaction exothermique = contribution enthalpique favorable (AH.4s < O) : par formation
de nouvelles liaisons, liaisons hydrogéne ou interactions coulombiennes entre protéine
et surface, par interaction spécifique

ii) Réaction endothermique = contribution enthalpique défavorable (AH.4 > 0) : par rupture
de liaisons hydrogene intramoléculaires si la protéine adsorbée perd une partie de sa
structure

iii) Gain d’entropie = contribution entropique favorable (-T.AS,¢ < 0) : par déstructuration
de la protéine, par libération de molécules d’eau (interaction hydrophobe)

iv) Perte d’entropie = contribution entropique défavorable (-T.AS,y > 0) : par formation de
complexes, par immobilisation des chalnes latérales des résidus, par immobilisation de

molécules d’eau

De plus, une compensation peut avoir lieu entre variation d’entropie et variation d’enthalpie (eq.

10) : un gain d’entropie peut par exemple compenser une réaction d’adsorption endothermique (37).

Pour déterminer les parametres thermodynamiques de I’adsorption sur les NP de silice, la variation
de chaleur lors de I'adsorption de la myoglobine sur les NP a été mesurée par ITC. Le systeme
myoglobine-NP de silice 7 nm a été choisi comme modele pour cette étude. La représentation
habituelle des données ITC est celle de la variation de chaleur normalisée a la quantité de protéine
en fonction du rapport des concentrations molaires protéine-ligand. Le traitement des données a
donc été adapté a I'adsorption d’une protéine sur une surface et la variation de chaleur est exprimée
en fonction du rapport entre concentration en myoglobine totale et masse de nanoparticules (voir

chap. 2, §4.2).

La mesure est réalisée en ajoutant une quantité croissante de myoglobine a une solution contenant
une quantité fixe de nanoparticules, de facon a adsorber la myoglobine jusqu’a saturation de la
surface (voir chap. 2, Fig. 2-3). Les effets de dilution de la myoglobine et des nanoparticules dans une
solution tampon ont préalablement été mesurés et soustraits : les variations de chaleur sont donc

bien celles du systeme Mb-NP (Fig. 4-15a).
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Figure 4-15. Adsorption de la myoglobine sur les nanoparticules de silice 7 nm en

tampon Phosphate a pH 7,4 : (a) variation de chaleur du systéeme mesurée par ITC

(A) et modéle de fixation SSIS, (b) isotherme d’adsorption (m) et modéle de

Langmuir.
Un dégagement de chaleur est mesuré pour une quantité croissante de myoglobine adsorbée jusqu’a
Cmp/Mype = 20 mMY/g, puis le systéme reste stable sans variation de chaleur quelle que soit la quantité
de myoglobine ajoutée. L’adsorption de la myoglobine sur les NP de silice 7 nm est donc
exothermique et s’accompagne d’un dégagement de chaleur jusqu’a saturation de la surface. La
mesure ne montre pas de variation de chaleur aprés saturation, qui aurait pu étre mesurée si une

seconde couche de myoglobine s’adsorbait sur la premiere.

Il est intéressant de remarquer que la mesure en microcalorimétrie et I'isotherme d’adsorption,
lorsqu’elles sont mises en paralléle, dessinent la méme évolution correspondant a I'adsorption d’une

monocouche de la myoglobine sur la silice (Fig. 4-15b).

Pour déterminer les paramétres thermodynamiques de l'adsorption a partir de la variation de
chaleur mesurée, il est nécessaire d’appliquer un modéle de fixation. Le modele de fixation SSIS pour
un seul type de sites (Single Set of Identical Sites, voir chap. 2, §4.2, eq. 6 et 7) a été appliqué aux
données et montre un bon accord avec les données (Fig. 4-15a). Il permet de calculer la variation

d’enthalpie AH,q4, le nombre de sites de fixation n et la constante d’association K, (tableau 4-7).

Le nombre de sites de fixation correspond a la quantité de myoglobine adsorbée a saturation, soit
0,29 mg/m? calculé par microcalorimétrie, ce qui est trés proche de la valeur de 0,30 mg/m?
déterminée par le modele de Langmuir. Les variations d’énergie de Gibbs et d’entropie sont calculées

suivant la relation de Gibbs-Helmholtz (eq. 10).
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Parameétres thermodynamiques Signification ‘

AG_ (kJ/mol) 27,1 Adsorption favorable

BH (ki/mol) 161 Adsorption exothermique
acs Contribution enthalpique favorable (60%)

T.AS (kJ/mol) 11,0 Gain d’entropie
- Contribution entropique favorable (40%)

-1 4
K (M) 5,7.10

a

Tableau 4-7. Paramétres thermodynamiques de I"adsorption de la myoglobine sur
les nanoparticules de silice 7 nm en tampon Phosphate a pH 7,4 calculés en
appliquant le modéle de fixation SSIS aux données de microcalorimétrie

Les contributions enthalpique et entropique sont de -16,1 kJ/mol et de -11,0 kJ/mol respectivement,
soit une contribution enthalpique et entropique favorables a I'adsorption de la myoglobine sur les NP
de silice et d'importance équivalente. Ces résultats sont comparés a certaines valeurs publiées dans

la littérature pour d’autres systémes protéine/nanoparticule (Fig. 4-16).

NP oxydes NP fonctionnalisées
Mb BSA BSA CytC ChT Histone Lsz
Sio, ZnO? |[zno-PEI® | NPor® | NPor® | NPor® | NPPS¢
AG,4
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Figure 4-16. Contributions enthalpique AH.4 (en vert) et entropique -T.AS.4s (en
jaune) a I'adsorption des protéines sur les nanoparticules et valeurs de AG.ys pour
chaque systéme. Les contributions positives sont défavorables a I'adsorption, les
contributions négatives sont favorables a I'adsorption. (a : sérum albumine sur NP
ZnO avec polyethyleneimine (38), b : cytochrome c, chymotrypsine et histone sur NP
d’or avec chaines carbonées et glycine (37), c : lysozyme sur NP polystyrene (50))
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L’adsorption de la myoglobine sur les NP de silice est comparable du point de vue thermodynamique
a celle d’autres oxydes, par exemple I'adsorption de la sérum albumine sur les NP d’oxyde de zinc
(38). La valeur de AG,q est similaire et les contributions enthalpique et entropique sont toutes deux
favorables a l'adsorption et d’importance équivalente. D’autres systémes ont au contraire un
comportement trés différent du point de vue thermodynamique avec des variations d’enthalpie et
d’entropie lors de I'adsorption bien plus importantes. C’'est le cas de I'adsorption du cytochrome c et
des histones sur les NP d’or fonctionnalisées (37) et du lysozyme sur les NP de polystyréne (50). De
plus, ils présentent une variation d’enthalpie défavorable a I'adsorption, compensée par une forte
augmentation de I’entropie du systéme. Un phénomeéne opposé est observé pour I'adsorption de la
chymotrypsine sur les NP d’or fonctionnalisées (37), ou seule la contribution enthalpique permet

I"adsorption.

Il semble qu’on puisse séparer d’une part I'adsorption des protéines sur les oxydes (SiO,, ZnO) qui
présentent des caractéristiques thermodynamiques communes, et d’autre part I'adsorption des
protéines sur les surfaces hydrophobes ou fonctionnalisées (polymére par exemple) qui ont leurs
propres spécificités. Une hypothese peut étre une adsorption non spécifique des protéines sur les
surfaces d’oxydes qui met en jeu des variations thermodynamiques relativement modérées, et une
adsorption plus spécifique sur les nanoparticules fonctionnalisées avec de plus grandes variations des

parameétres thermodynamiques de I'adsorption qui dépend de chaque systéme.

Pour donner un sens aux valeurs de AH,4 et AS,4 d’adsorption de la myoglobine sur les NP de silice, il
est possible de les comparer aux paramétres thermodynamiques de dénaturation de la myoglobine

en solution : AH4(62°C) = 409 kJ/mol et -T.AS4(62°C) = -409 kJ/mol (51).

AHg (kJ/mol) 131 409
-T.ASy  (kJ/mol)* -143 -409

Tableau 4-8. Paramétres thermodynamiques de dénaturation mesurés a 62°C et

calculés a 25°C pour comparaison, d’aprés (51)
Des différences importantes sont observées entre adsorption et dénaturation : la dénaturation est
endothermique tandis que I'adsorption est exothermique, et les variations d’enthalpie et d’entropie
sont un ordre de grandeur supérieures pour la dénaturation comparée a I'adsorption. Les deux
processus sont donc tres différents, que ce soit en termes d’interactions (AH) ou de perte de

structure (AS), et il n’est pas possible de faire une analogie entre adsorption et dénaturation.
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Les données de microcalorimétrie permettent également de calculer la constante d’adsorption K,4
de la myoglobine sur les NP de silice (ou constante d’association K, si I'on se réfere a un schéma
protéine-ligand). Deux mesures tres différentes, la microcalorimétrie ITC et les isothermes
d’adsorption mesurée par spectroscopie UV-visible, associées au modeéle SSIS d’une part et au
modele de Langmuir d’autre part, permettent donc de calculer le méme parametre K, (tableau 4-9).
La constante de dissociation K4 = 1/K, est également indiquée car couramment employée pour

exprimer |'affinité d’une protéine pour un ligand, méme s’il s’agit ici d’une surface.

Constante Modele SSIS Modeéle de Langmuir

Kags (M) 5,7.10° 4,4.10*
Ky (LM) 18 uM 23 uM
m (mg/m?) 0,29 0,30

Tableau 4-9. Comparaison de la quantité de myoglobine adsorbée m, des
constantes d’adsorption K,y et de dissociation K, calculées a I'aide du modéle de
fixation SSIS en microcalorimétrie et du modéle de Langmuir pour les isothermes

Les deux approches, par mesure du dégagement de chaleur et par mesure de la quantité de protéine
adsorbée, donnent donc un résultat similaire a la fois pour la constante d’adsorption (a I'incertitude
pres) et pour la quantité de protéine adsorbée. La concordance entre le modeéle de Langmuir et le
modele SSIS montre que chacun de ces deux modeles représente bien I'adsorption de la myoglobine

sur les NP de silice.

La constante d’adsorption de la myoglobine qui est de I'ordre de 5.10* M est moyenne comparée a
celle d’autres systémes protéine-NP (37, 38). De grandes différences sont également rapportées dans
la littérature en fonction du systéme : la constante d’adsorption varie de 2,6.10* M pour la BSA sur
les NP d’oxyde de zinc (38) a 6,0.10" M™ pour les histones sur les NP d’or (37). Par comparaison, la
constante d’association de ’héme a la myoglobine est de 3.10" M™ (52). Les valeurs de K.q4 sont
également cohérentes avec un schéma d’adsorption plutét non spécifique des protéines sur les NP
d’oxydes et plus spécifique pour I'adsorption des protéines sur les NP fonctionnalisées et souligne les

différences qui peuvent exister entre différents systémes protéine-NP.

Les valeurs des constantes d’adsorption ne sont pas tres élevées, or I'adsorption des protéines est
irréversible par dilution. L'adsorption irréversible des protéines peut étre expliquée par la formation
de plusieurs points d’ancrage de la protéine avec la surface. Le processus de désorption peut alors
étre vu comme un phénomene cinétique : il faut une succession d’événements de désorption qui
sont individuellement possibles (un point d’ancrage peut disparaitre) mais qui ont une trés faible

probabilité de se produire simultanément.

122



6. Echelle d’affinité des protéines pour les nanoparticules de silice

L’étude de I'adsorption des protéines réalisée jusqu’ici s’appliquait a une protéine purifiée mise en
contact avec les nanoparticules de silice dans une solution tampon. Ces mesures permettent une
étude approfondie des mécanismes d’adsorption d’une protéine et ont montré qu’il existait des
différences d’affinité entre myoglobine, hémoglobine, apomyoglobine et sérum albumine pour une
surface de silice. Certaines protéines bactériennes ont également été identifiées comme ayant une
plus forte affinité pour des surfaces de silice (53). Cependant, I'adsorption a partir d’'une solution
contenant différentes protéines et la mise en compétition pour I'adsorption de protéines ayant des
affinités différentes n’a pas été étudiée. Or en situation réelle d’exposition, lorsque les
nanoparticules sont en contact avec le milieu biologique, de nombreuses protéines s’adsorbent a la
surface des nanoparticules. La composition de la couronne de protéine adsorbée est de plus
différente de celle du milieu environnant (54) : certaines protéines sont enrichies et d’autres
appauvries a la surface des nanoparticules, sans que les déterminants a l'origine de la différence
d’affinité des protéines pour la surface ne soient clairement identifiés. Pour étudier les différences
d’affinité entre protéine et surtout en comprendre les déterminants, un nombre plus important de

protéines dont on pourra comparer les caractéristiques est nécessaire.

Pour mieux comprendre les mécanismes d’adsorption des protéines a partir d’un milieu complexe,
les effets d’affinité et de compétition ont été séparés. Nous avons vu a partir de 4 protéines modeles
que des différences d’affinité pour la surface de silice pouvaient étre observées. Un effet de
compétition entre deux protéines modeles d’affinité différente pour les NP de silice, I’'hémoglobine
et la BSA, a été testé. D’apres la théorie de Vroman, la différence d’affinité devrait conduire a la
désorption de la protéine de plus faible affinité (la BSA) par la protéine de plus forte affinité
(’'hémoglobine) (55). La sérum albumine est adsorbée seule sur les NP puis I"hémoglobine est

ajoutée a la solution. Le déplacement de la sérum albumine par I’hémoglobine est ensuite mesuré.

Un systéme totalement différent contenant plusieurs centaines de protéines analysables a ensuite
été utilisé : il s’agit d’un extrait cellulaire de levure. Les NP de silice ont été directement mises en
contact avec l'extrait cellulaire et les compositions en protéines de la couronne de protéines
adsorbée et du surnageant ont été mesurées par électrophorése bidimensionnelle et comparées a
celle de I'extrait total. Pour nous affranchir des effets de compétition, la concentration en NP a été
ajustée pour se trouver « a mi-chemin » de l'isotherme d’adsorption: la surface n’est donc pas
saturée par les protéines. Les différences de composition entre protéines adsorbées et surnageant
nous permettront d’identifier quelles protéines sont enrichies ou appauvries a la surface des NP et

donc de déterminer I'affinité d’un grand nombre de protéines pour une surface de silice.
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6.1 Compétition entre hémoglobine et sérum albumine

Nous avons étudié le cas simple d’'une compétition entre une protéine initialement adsorbée, la
sérum albumine bovine, qui est couramment utilisée pour passiver des surfaces, et une seconde
protéine susceptible de s’adsorber a son tour et de plus grande affinité, ’'hémoglobine. L'isotherme
d’adsorption de I’'hémoglobine sur les NP de silice a été mesurée pour différentes concentrations

initiales en BSA jusqu’a une concentration identique en BSA et en hémoglobine de 50 uM (Fig. 4-17).
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Figure 4-17. Isothermes d’adsorption de I’hémoglobine sur les NP de silice 20 nm
en tampon Phosphate 100 mM a pH 7,4 pour différentes concentrations initiales
en BSA : 0 (m), 10 uM (@) et 50 uM (a) ; modéle de Langmuir (en noir). Les NP sont
mises en contact avec la BSA puis I'hémoglobine est ajoutée a la solution
contenant BSA et NP (Cyp = 4,5 mg/mL)

La quantité d’hémoglobine adsorbée diminue fortement lorsque la BSA est initialement adsorbée sur
les NP de silice. Lorsque la surface est saturée par la BSA (Cgsa = 50 uM), la quantité d’hémoglobine
adsorbée est divisée par 20 et devient quasi nulle (m,q = 0,02 mg/m?). Ces résultats montrent d’une
part que I’'hémoglobine ne peut pas déplacer la BSA initialement adsorbée par effet Vroman, bien
que son affinité soit supérieure, d’autre part que ’hémoglobine ne peut pas s’adsorber en seconde

couronne sur la BSA via des interactions protéine-protéine.

De plus, la quantité totale de protéine adsorbée est Iégerement supérieure en présence de BSA (m 4,
= 0,42 mg/m?) et indépendante des proportions respectives de BSA et d’hémoglobine adsorbées (Fig.

4-18). Cela confirme I'absence d’adsorption en seconde couronne et montre que I'occupation de la
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surface est identique pour les deux protéines, sans que I'on puisse trancher entre une adsorption

non spécifique ou un méme site d’adsorption.
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Figure 4-18. Quantités d’hémoglobine (en rouge) et de BSA (en vert) adsorbées sur
les NP de silice 20 nm en fonction de la concentration initiale en BSA. La quantité
totale de protéine adsorbée (Hb+BSA) est indiquée pour chaque concentration.

Lorsque les nanoparticules sont mises en contact avec un milieu biologique contenant une grande
variété de protéines, une distinction est souvent faite dans la littérature entre couronne de protéine
« dure » et « molle » (hard corona, soft corona) (56, 57). La premiére couronne de protéines est
adsorbée de facon irréversible tandis qu’une couche de protéines plus faiblement adsorbées a la
surface est le siege d’un plus grand nombre d’échanges et d’interactions avec le milieu environnant.
Dans notre expérience, seule une couche de BSA adsorbée de facon irréversible est identifiée et
I’'hémoglobine ne forme pas de seconde couronne. Il est possible que seules les protéines qui
développent des interactions spécifiques avec les protéines adsorbées en premiére couronne
puissent s’adsorber en seconde couronne. L'étude d’un systéme comportant une plus grande variété

de protéines est proposée pour mieux comprendre ce type d’organisation.

6.2 Adsorption de protéines a partir d’'un extrait cellulaire de levure

Les nanoparticules de silice 20 nm sont mises en contact avec un extrait cellulaire de levure.
L'adsorption des protéines sur les NP est suivie tout d’abord pour I'ensemble des protéines de
I'extrait par la mesure de I'isotherme d’adsorption des protéines marquées au **S sur les NP, puis les
protéines présentes dans la corona et dans le surnageant sont identifiées et leur abondance
guantifiée par électrophorése a 2 dimensions et autoradiographie en collaboration avec le
Laboratoire de Biologie Intégrative au CEA (voir chap. 2, §4.4). J'ai analysé les caractéristiques des

protéines enrichies a la surface des NP et dans le surnageant a I'aide d’outils statistiques, Christelle
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Mathé a réalisé les études de protéomique lors de son postdoctorat et les développements en
analyse structurale et en dynamique moléculaire ont été réalisés par Jean-Christophe Aude et Yves

Boulard.

L'isotherme d’adsorption des protéines de levure sur les nanoparticules de silice a été mesurée en

tampon PBS a pH 7,4 (Fig. 4-19).
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Figure 4-19. Isotherme d’adsorption des protéines de levure sur les nanoparticules

de silice 20 nm en tampon PBS a pH 7,4 a partir d’un extrait cellulaire de levure

(Cnp=5 mg/mL)
Le principe de la mesure est identique a celui des isothermes d’adsorption réalisées sur les protéines
modele isolées, seul le mode de détection change: pour mesurer la concentration en protéine
adsorbée et libre, les protéines de levure ont été marquées au *S et leur concentration est mesurée
par scintillation liquide (voir chap. 2, §4.4). L'isotherme d’adsorption des protéines de levure sur les
NP de silice a une forme tres semblable a celles des protéines isolées (par exemple, fig. 4-17). De
plus, le modele de Langmuir s’ajuste bien aux données, ce qui est surprenant car avec un treés grand
nombre de protéines différentes présentes susceptibles d’interagir entre elles, le systéme s’écarte
d’autant plus du cas idéal de I'adsorption de molécules de gaz sur une surface représenté par le

modele (voir §2).

La quantité de protéine adsorbée 3 saturation est de 1,2 mg/m?, ce qui est deux fois plus élevé que la
guantité de BSA adsorbée dans les mémes conditions (tampon PBS a pH 7,4) et trois fois plus élevé
que la quantité de myoglobine ou d’hémoglobine adsorbée dans des conditions proches (tampon

Phosphate a pH 7,4).
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Pour expliquer cette différence, plusieurs hypothéses peuvent étre proposées :

- l'agencement des protéines adsorbées sur la surface peut étre plus compact que lors de
I'adsorption d’une seule protéine, grace aux différences de taille entre protéines, et peut-
étre grace a des interactions latérales entre protéines adsorbées ;

- l'occupation d’'un plus grand nombre de sites de fixation qui ne seraient pas propice a
I’adsorption de la BSA ou de la myoglobine, dans ce cas plus de la moitié de la surface des NP
serait de fait inoccupée lors de I'adsorption de la BSA, de la myoglobine et de ’lhémoglobine,
et le serait aussi lors de I'adsorption conjointe de la BSA et de I’'hémoglobine, ce qui parait
peu probable, du moins a une telle échelle ;

- l'adsorption de nombreuses protéines oligomériques ou l'adsorption multicouche des
protéines de levure, avec une premiere couronne de protéines adsorbées directement sur la
surface et une seconde couronne de protéines liées aux premiéres par des interactions
protéine-protéine. Limiter I'adsorption a une a deux couches de protéines pourrait expliquer

que le modele de Langmuir puisse tout de méme s’appliquer.

Cette derniere hypothese rejoindrait I'image d’une couronne « dure» et « molle » lors de
I’adsorption de protéines sur des NP a partir d’un milieu biologique développée dans la littérature
(56, 57). Identifier les protéines adsorbées pourra permettre d’identifier des partenaires privilégiés

pour des interactions protéine-protéine qui s’ajouteraient aux interactions protéine-surface.
6.3 Identification des protéines de levure adsorbées et non adsorbées

Le génome de la levure est composé d’environ 6000 génes, ce qui correspond a 3000 a 4000
protéines exprimées en fonction des conditions. Plusieurs milliers de protéines sont ainsi présentes
dans I'extrait cellulaire. Lorsque les nanoparticules de silice sont mises en contact avec I'extrait
cellulaire, plusieurs milliers de protéines peuvent s’adsorber sur les NP. Il est donc nécessaire de
disposer d’une technique adéquate pour identifier les protéines qui interagissent avec les
nanoparticules. Par électrophorése a 2 dimensions, 100 a 300 protéines de I'extrait peuvent étre
visualisées sur un gel. Les 100 protéines les plus abondantes ont été préalablement identifiées par
différentes techniques, comme la spectrométrie de masse, et peuvent étre analysées de fagon
guantitative. C’'est donc cette carte d’'une centaine protéines qui servira de base de travail pour

identifier les protéines adsorbées et non adsorbées sur les NP de silice (Fig. 4-22A).

La principale limitation de cette méthode est I'exclusion des protéines non solubles. Au final, seule
une fraction du protéome est identifiée sur la carte 2D. La spectrométrie de masse peut permettre

d’analyser un plus grand nombre de protéines, mais cela reste encore limité comparé a la taille du
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protéome. Cette analyse exclut les protéines les plus grandes, les plus petites et les plus basiques,
ainsi que les protéines membranaires, qui pourraient étre des cibles privilégiées d’interaction lors

d’un contact avec les NP a I'extérieur de la cellule.

Pour s’affranchir d’un effet de compétition entre protéines de I'extrait et identifier les seuls effets
d’affinité des protéines sur la surface, le rapport de concentration entre protéines de I'extrait (1
mg/mL) et NP (5 mg/mL) ne permet pas la saturation de la surface des NP (voir chap. 2, §4.4). Dans

ces conditions, 37 % de protéines de |'extrait sont adsorbées et 63 % sont non adsorbées.

Les cartes 2D présentées sont celles: 1) de I'extrait total, 2) des protéines adsorbées, 3) des
protéines non adsorbées et 4) la superposition des cartes 2D des protéines adsorbées et non
adsorbées, qui doivent reproduire la carte de I'extrait total si aucune perte de matériel ne s’est
produite au cours de I'expérience (Fig. 4-20). Pour plus de clarté, seule une région de la carte 2D est
représentée en encart pour les protéines adsorbées, non adsorbées et la superposition. L'attribution
de I'ensemble des protéines adsorbées et non adsorbées est reportée sur la carte de I'extrait total,

en gras pour les protéines adsorbées et en caractére normal pour les protéines non adsorbées.
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Figure 4-20. Autoradiographie des électrophoréses a 2 dimensions des protéines
de levure marquées au *S. A, carte de référence de lextrait- les protéines
adsorbées sont identifiées en gras et les non adsorbées en caractére standard.
Zoom sur l'encadré : B, extrait total, C, protéines adsorbées, D, protéines non
adsorbées, E, superposition des cartes des protéines adsorbées et non adsorbées.

La premiere observation est une signature trés différente entre protéines adsorbées et non
adsorbées par rapport a l'extrait total : la composition de la couronne et par différence de la solution

différent de la composition initiale de I'extrait, certaines protéines sont présentes uniquement dans
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la couronne tandis que d’autres sont présentes uniquement dans la solution. Par exemple, sur la
région encadrée de la carte 2D, la sous-unité ribosomique 40S (Rps0a) n’est visible que sur la carte
des protéines adsorbées, tandis que la peroxyredoxine (Ahp1) n’apparait que sur celle des protéines
non adsorbées. D’autres protéines ont un comportement intermédiaire et apparaissent sur les deux
cartes avec une intensité équivalente : elles sont donc présentes en quantités équivalentes dans la
couronne et libres en solution. Enfin, la superposition des cartes 2D des protéines adsorbées et non
adsorbées reproduit bien la carte de I'extrait total, il n’y a donc pas d’artefact lié a la perte de

protéines au cours des manipulations.

Il'y a donc un net effet de sélection des protéines lors de leur adsorption par enrichissement ou par
appauvrissement a la surface de la silice par rapport a I'extrait initial. Les différences d’affinité entre
protéines pour la surface de silice sont donc importantes et ne se limitent pas a quelques cas
particuliers, telle que la protéine bactérienne identifiée dans une autre étude (53). De plus, si
certaines protéines ont une plus grande affinité pour la surface de silice, d’autres semblent ne
montrer aucune affinité pour la surface, voire une résistance a I'adsorption puisqu’elles ne sont pas
ou trés peu présentes dans la couronne alors qu’il n’y a pas d’effet de compétition dans cette
expérience. La non adsorption de certaines protéines ouvre des perspectives intéressantes : non
seulement certaines caractéristiques des protéines doivent favoriser leur adsorption mais peuvent

également fortement défavoriser leur adsorption sur la surface de silice.

Pour classer et quantifier I'affinité des protéines pour la surface de silice, nous avons quantifié leur
enrichissement ou leur appauvrissement dans la couronne par rapport a I'extrait total (voir chap. 2,
§4.4). Un seuil d’enrichissement ou d’appauvrissement de 1,5 a été choisi pour séparer les protéines
en trois groupes: protéines adsorbées (enrichies dans la couronne), protéines non adsorbées
(appauvries dans la couronne) et protéines intermédiaires (présentes dans la couronne et dans la
solution en quantité équivalente) (tableau 4-10). Cette distinction est nécessaire pour analyser
ensuite les caractéristiques des protéines les plus fortement enrichies d’une part et appauvries
d’autre part et identifier les critéres qui peuvent expliquer les différences d’affinité entre protéines

pour la surface de silice.

Au total, sur 101 protéines analysées quantitativement, 31 protéines sont enrichies a la surface de la
silice lors de I'adsorption, 46 protéines sont plutot résistantes a I'adsorption et 24 protéines ont un
comportement intermédiaire (tableau 4-10). Ces groupes sont suffisamment importants pour

permettre une analyse statistique comparative des caractéristiques physico-chimiques des protéines.

130



31 protéines adsorbées 46 protéines non adsorbées
GRS1 YBR121C 11.11 BGL2 YGR282C 0.63
EGD2 YHR193C 8.33 DLD3 YELO71W 0.63
ILV2 () YMR108W 7.69 TSA1 YMLO28W 0.63
SSB1 YBL229W 5.00 GSP1 YLR293C 0.62
PABL () YER165W 5.00 ACT1 YFLO39C 0.61
STI1 YORO27W 4.35 FBA1 YKLO60C 0.61
KAR2 YJLO34W 4.00 GUS1 YGL245W 0.61
RPS5 YJR123W 3.70 ARA1 YBR149W 0.58
EFB1 YALOO3W 3.57 CPR1 YDR155C 0.58
RPSOA YGR214W 3.33 GLR1 YPLO91W 0.58
SAM2 YDR502C 3.23 RHR2 YILOS3W 0.58
FRS1 YLROGOW 3.23 ADH1 YOLO86C 0.55
SSE1 YPL106C 3.13 PUP2 YGR253C 0.55
SSC1 YJRO45C 3.03 SEC14 YMRO79W 0.55
EGD1 YPLO37C 3.03 YHB1 YGR234W 0.55
HYP2 YELO34W 2.94 PDC1 YLRO44C 0.54
SHP1 YBLO58W 2.78 RNR4 YGR180C 0.53
SAM1 YLR180W 2.63 SEC53 YFLO45C 0.53
ILV3 YJRO16C 2.63 PGK1 YCRO12W 0.50
SOD2 YHRO08C 2.50 UBAL YKL210W 0.50
VMAL YDL185W 2.33 SPE3 YPRO69C 0.48
HSP60 YLR259C 2.33 PNC1 YGLO37C 0.47
YPLOSSW | YPLOS8W 2.17 ADE6G YGRO61C 0.46
SSA1 YALOO5C 2.17 SOL3 YHR163W 0.46
LYS9 YNRO50C 2.17 TKL1 YPRO74C 0.46
DAL1 YIR027C 2.00 GND1 YHR183W 0.44
TIF3 YPR163C 1.89 MET25 YLR303W 0.44
KRS1 YDRO37W 1.72 YLR179C YLR179C 0.43
HCR1 YLR192C 1.67 AHP1 YLR109W 0.39
PUB1 YNLO16W 1.64 IPP1 YBRO11C 0.38
VMA2 YBR128C 1.59 ADO1 YJR105W 0.36
PGI1 YGR196C 0.36
ENO2 YHR174W 0.35
‘s . f e CYS3 YALO12W 0.34
24 Protéines intermédiaires ENOL VGR2SAW 033
HOM2 YDR158W 0.32
Adkl, Argl, Cde48, Cys4, Gdhl, Ginl, MET6 YER091C 0.32
Gual, Hsc82, Hxk2, llv5, Pdbl, Psal, BEMH1 YER177W 0.29
Pyk1, Rbk1, Rpa2, Rp145, RppO, Sgt2, BMH2 YDRO9IW 0.29
Ssa2, Tdh3, Tif45, Trrl, Vmad, Zwf1 ALD® YPLOGIW 0.28
PDI1 YCLO43C 0.28
SOD1 YJR104C 0.22
TMA19 YKLO56C 0.22
TOMA40 YMR203W 0.22
ASC1 YMR116C 0.21
NTF2 YEROO9W 0.11

Tableau 4-10. Identification des protéines de levure préférentiellement adsorbées
et non adsorbées sur les nanoparticules de silice 20 nm en tampon PBS a pH 7,4. Le
ratio est le facteur d’enrichissement entre protéines adsorbées et protéines non
adsorbées (ORF = Open Reading Frame number, f = fragment)

L’enrichissement le plus important est observé pour la glycine-ARNt ligase (Grs1) avec un facteur 11

entre protéine adsorbée et non adsorbée, et le plus faible pour la protéine 14 impliquée dans
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I'autophagie (Vma2) avec un facteur de 1,5. Il existe donc une certaine disparité au sein méme du
groupe des protéines adsorbées ou certaines protéines ont une plus grande affinité que d’autres
pour la surface des NP de silice. L'appauvrissement le plus important est celui de la superoxide
dismutase a Cu-Zn (Sod1) avec un facteur d’appauvrissement de 5 et le plus faible est celui de la B-

glucanase (Bgl2) avec un facteur d’appauvrissement de 1,5.

L'identification des protéines adsorbées est aussi riche en informations : elle permet de cibler les
protéines qui s’adsorbent sur les nanoparticules de silice en conditions « réelles » d’exposition a
partir d’un milieu biologique complexe contenant des milliers de protéines et autres molécules. Les
protéines identifiées peuvent alors étre analysées plus spécifiquement, par exemple a I'aide des

outils développés pour I'étude de I'adsorption de I’'hémoglobine et de la myoglobine.

Parmi les 31 protéines adsorbées identifiées, les protéines impliquées dans le cycle de vie des
protéines sont largement surreprésentées (22 protéines) avec 14 protéines impliquées dans la
traduction, 6 protéines chaperonnes (HSP) et 2 protéines impliquées dans la dégradation des
protéines. Les autres protéines adsorbées ont des fonctions variées: 3 oxydoréductases, 3

transférases, 2 hydrolases et une lyase (Fig. 4-21).

TRADUCTION (14)
Sous-unité ribosomique 405
Glycine-ARNt ligase
Facteur d’initiation de la traduction

REPLIEMENT (6)
Chaperonnes Autres enzymes (9)
Allantoinase
Superoxide dismutase Mn

DEGRADATION (2)

Protéasome

Cycle de vie des protéines

Figure 4-21. Principales fonctions des protéines de levure adsorbées sur les NP de
silice 20 nm (le nombre de protéines est indiqué pour chaque fonction): les
protéines impliquées dans le cycle de vie des protéines, et notamment dans la
traduction, sont largement surreprésentées.
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Les enzymes adsorbées constituent une cible de choix pour étudier les modifications d’activité des
protéines adsorbées sur les NP. La plupart des études d’activité de protéines adsorbées sur les NP
sont basées sur un systeme modele choisi arbitrairement, par exemple I’"hémoglobine dans notre
étude ou le lysozyme et la chymotrypsine qui sont parmi les enzymes les plus étudiées dans la
littérature (50, 58-62). |dentifier les protéines qui seraient probablement adsorbées en conditions
réelles d’exposition et tester leur activité est beaucoup plus pertinent du point de vue toxicologique.
Cela ouvre également la voie a des tests d’activité enzymatique réalisés en milieu complexe en

présence d’une couronne compléte de protéines adsorbées.

Parmi les enzymes adsorbées sur les NP de silice, I'allantoinase (Dall) qui est impliquée dans le
métabolisme de 'azote chez de trés nombreux organismes (bactérie, levure, plantes, mammiferes) et
dont l'activité enzymatique pourrait étre relativement facile a mesurer avec un seul substrat
(I'allantoine) et un seul produit (I'allantoate) pourrait étre un bon candidat. La superoxide dismutase
constitue un cas particulier car la forme Mn est adsorbée tandis que la forme Cu-Zn n’est pas
adsorbée, un changement de comportement en fonction de la nature du métal qui est parfaitement

visible sur les cartes 2D, sans qu’on puisse pour l'instant I'expliquer.

Plusieurs protéines chaperonnes ont été identifiées parmi les protéines adsorbées. Ce sont toutes
des HSP (Heat Shock Protein), protéines de stress impliquées dans le repliement des protéines
dénaturées. Or les protéines adsorbées sur une surface sont susceptibles de subir différentes
modifications et peuvent perdre une partie de leur structure (40, 63-65), et la quantité de protéines
adsorbées sur les NP de silice nous indiquerait aussi une adsorption de certaines protéines de levure
en seconde couronne. Il est possible qu’une premiere couronne de protéine soit adsorbée avec une
forte affinité et que les chaperonnes reconnaissent les protéines adsorbées dont la structure est
modifiée. Les protéines partiellement dépliées sur la surface joueraient alors le réle « d’"hamecgons »
pour les chaperonnes. Une étude est en cours au laboratoire pour étudier les relations entre NP de
silice, protéine dénaturée et protéines chaperonnes. Elle permettra notamment de tester
I’hypothése de reconnaissance des protéines adsorbées partiellement dénaturées par les

chaperonnes.

7. Criteres structuraux d’adsorption des protéines de levure sur les

nanoparticules de silice

Identifier un grand nombre de protéines de levure adsorbées et non adsorbées sur les NP de silice

permet de comparer leurs caractéristiques - composition en acides aminés, structure et dynamique -
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pour identifier les déterminants physico-chimiques de I’affinité et donc de I'adsorption des protéines
sur une surface de silice. Le premier critere de comparaison et le plus simple a observer est la masse
et la charge globale par migration en électrophorese 2D des protéines adsorbées et non adsorbées.
Les cartes 2D obtenues, dans les limites connues de la méthode ol les protéines qui ont les masses
et les points isoélectriques les plus extrémes ne sont pas représentées, sont relativement homogenes
aussi bien pour les protéines adsorbées que non adsorbées et ne montrent pas de tendance

particuliére en terme de masse ou de point isoélectrique (Fig. 4-22).

7.1 Analyse statistique de la séquence primaire

Une premiére analyse a partir de la séquence primaire des protéines adsorbées et non adsorbées a
été réalisée a I'aide du programme Profeat (66) : 432 critéres (ou descripteurs) sont calculés pour
chaque protéine, puis moyennés pour I'ensemble des protéines adsorbées d’une part, non adsorbées
d’autre part. Chaque critére est ensuite analysé pour déterminer s'il présente une différence
significative entre protéines adsorbées et non adsorbées. Une premiere analyse qualitative peut étre

réalisée en comparant directement la différence mesurée pour chaque critere (Fig. 4-22).
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Figure 4-22. Ecart entre la valeur moyenne de chacun des 432 critéres testés par le
programme Profeat (66) entre protéines de levure adsorbées et non adsorbées
(%). La différence est exprimée en valeur absolue et refléte aussi bien un
enrichissement qu’un appauvrissement dans les protéines adsorbées par rapport
aux non adsorbées. Quelques exemples de critéres différents (en rouge) et
semblables (en vert) entre les deux groupes sont donnés.
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Les critéres qui sortent du « bruit de fond », c’est-a-dire de la différence moyenne de I'ensemble des
criteres, indiquent une différence importante sur un critére donné entre protéines adsorbées et non
adsorbées. Par exemple, le nombre de charges positives, mais aussi le nombre de charges négatives,
la polarité et I’'hydrophobicité pourraient étre représentatifs de caractéristiques différentes entre
protéines adsorbées et non adsorbées, ce qui n’est pas le cas de la charge globale de la protéine (pl
estimé) ni de sa masse. La méme analyse a été réalisée a partir des protéines réparties aléatoirement
en deux groupes : les critéres identifiés ne réapparaissent pas pour des groupes aléatoires. De plus,
pour ne pas biaiser I'analyse, lorsque plusieurs protéines de la méme famille étaient représentées
dans un méme groupe (par exemple, deux protéines chaperonnes tres proches), une seule était prise

en compte dans I'analyse.

Parmi les 432 criteres analysés par Profeat, de nombreux criteres sont redondants ou
interdépendants, le méme critéere peut également étre calculé a 'aide de différentes méthodes : le

critere hydrophobicité « ressort » ainsi deux fois sur la figure 4-22, pour deux calculs différents.

Une analyse statistique plus approfondie des différences entre les deux populations a été réalisée a
partir d’'un nombre plus restreint de critéres les plus importants (et sans redondance) : 45 critéres
sont calculés a partir de la séquence primaire des protéines, tels que la composition en acides
aminés, I'hydrophobicité, la taille ou la polarité (67). Les acides aminés aromatiques sont définis
selon la regle de Hickel et comprennent la phénylalanine, la tyrosine, le tryptophane et I'histidine.
Les criteres « hélices-a » et « feuillets-B » correspondent a la classification des acides aminés les plus
couramment présents dans les deux types de structure secondaire, sans que cela ne présage
nécessairement de I'organisation finale de la structure secondaire des protéines. Ce critére est plutot
utilisé comme un indicateur en complément des analyses structurales réalisées par la suite sur les

deux groupes de protéines.

Le test de Brunner-Munzel (qui ne fait pas d’hypothése sur la forme des distributions, car celles-ci ne
sont pas nécessairement gaussiennes) est appliqué aux analyses pour déterminer si la différence
calculée sur un critére donné est significative ou non (68). Pour chaque critére analysé, la valeur de p
est donnée (69) : elle représente la probabilité d’obtenir une valeur au moins aussi extréme que celle
mesurée entre les deux groupes de protéines adsorbées et non adsorbées, a partir d'une
permutation aléatoire des protéines dans les deux groupes. Un critére est significatif si p < 5.107 (voir
chap. 2, §4.4). Plus cette valeur est petite, plus la différence entre protéine adsorbées et non
adsorbées est significative. Sur les 45 criteres testés, seuls 14 présentent une différence significative

(tableau 4-11).
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Critére Acides aminés Protéines adsorbées /  Test statistique
correspondants Protéines non adsorbées p
Aromatiques Phe, Trp, Tyr, His appauvries 2,1.10°®
Polaires Arg, Lys, Glu, Asp, GIn, Asn enrichies 4,7.10_6
Feuillets-B Val, lle, Tyr, Cys, Trp, Phe, Thr appauvries 1,4.10°
Hélices-a Glu, Ala, Leu, Met, Gln, Lys, Arg, His enrichies 4,2.10°
Hydrophobes Cys, Leu, Val, lle, Met, Phe, Trp appauvries 8,0.10°
Neutres tous sauf Lys, Arg, Glu, Asp appauvries 9,7.10°
Basiques Arg, Lys enrichies 1,1.10*
Arginine Arg enrichies 4,3.10"
Tyrosine Tyr appauvries 1,1.10°
Acides Glu, Asp enrichies 3,1.10°
Histidine His appauvries 3,5.10°
Glutamate Glu enrichies 5,2.10°
Tryptophane Trp appauvries 6,3.10°
Phénylalanine Phe appauvries 9,3.10°

Tableau 4-11. Critéres calculés a partir de la séquence primaire des protéines et
présentant une différence significative (p < 5.107 avec le test de Brunner-Munzel)

entre protéines adsorbées et non adsorbées

Différentes caractéristiques des protéines apparaissent parmi les critéres identifiés : charge et
polarité des acides aminés, aromaticité, hydrophobicité et tendance a une organisation en un type

de structure secondaire.
7.2 Interprétation des critéres identifiés

Enrichissement en résidus polaires/chargés

Les protéines adsorbées sont clairement enrichies en acides aminés polaires (p = 4,7.10°°), chargés
positivement (p = 1,1.10™) et négativement (p = 3,1.107), tandis que les protéines non adsorbées

sont enrichies en acides aminés hydrophobes (p = 8,0.10°) et non chargés (p = 9,7.10”).
1) Les polaires

La surface de silice, qui présente de nombreux silanols SiOH, est hydrophile, polaire et chargée a pH
7,4 (voir chap. 3, §2). Lenrichissement des protéines adsorbées en résidus polaires et
I'appauvrissement en résidus hydrophobes sont attendus pour ce type de surface, ol les interactions
électrostatiques ou la formation de liaisons hydrogéne sont supposées jouer un réle important lors

de I'adsorption (46).
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2) Les basiques

L’histidine n’a pas été prise en compte dans les résidus basiques car son pKa libre en solution est de
6,3 (43). Seules I'arginine et la lysine (pKa libre en solution de 10,4 et 12,0 respectivement (43)) ont
été prises en compte car il est probable qu’un nombre important de résidus arginine et lysine mais

que peu de résidus histidine soient chargés positivement au sein des protéines a pH 7,4.

L’enrichissement en arginine est plus significatif que I’enrichissement en lysine. L’enrichissement en
résidus basiques peut étre corrélé a la formation d’interactions électrostatiques entre arginine, lysine
et groupements SiO” a la surface de la silice, qui favorise I'adsorption de la protéine. Une étude par
mutagenese dirigée de l'adsorption du lysozyme sur |’hydroxyapatite a ainsi montré que le
remplacement d’un des résidus basiques de surface par un résidu hydrophobe, I'alanine, diminuait
I’affinité de la protéine pour la surface (71). La formation d’interactions électrostatiques serait alors
un mécanisme d’adsorption commun a différentes protéines lors de I'adsorption sur différentes

surfaces d’oxydes.
3) Les acides

Seul I'enrichissement en glutamate est discuté, car les résidus aspartate ne sont pas assez nombreux
dans les protéines étudiées pour permettre une comparaison statistique. S’il est facile de
comprendre un enrichissement en résidus basiques, il parait moins évident d’expliquer
I’enrichissement en glutamate, a priori défavorable a I'adsorption car de charge identique a la
surface de silice a pH 7,4. L'enrichissement en glutamate peut étre vu sous deux angles tres
différents : le glutamate n’interagit pas directement avec la surface de la silice et n’est enrichi que
par compensation de charge au sein de la protéine lié a I'excés d’arginine, et/ou le glutamate
interagit en certains endroits avec la silice grace a une couche de contre-ions, comme les ions Na*

contenus a forte concentration dans le tampon PBS.

Une facon de résoudre ce probleme serait de déterminer quels sont les résidus qui interagissent
directement avec la surface lors de I'adsorption. Pour cela, une technique de cartographie de surface
par irradiation a été appliquée a la myoglobine adsorbée sur les NP de silice (voir chap. 5, §6). Ce
type d’expérience pourrait permettre d’identifier directement les acides aminés impliqués dans

I’adsorption, et par exemple d’inclure ou d’exclure le glutamate de ce groupe.

4) Les clusters de charge

Les interactions électrostatiques jouent un réle important lors de I'adsorption, comme le montre
I’enrichissement en acides aminés polaires et basiques. Pourtant, aucune différence de point

isoélectrique entre protéines adsorbées et non adsorbées n’est observée. Pour lever cette ambiguité,
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la répartition des charges au sein des protéines a été analysée. Une fenétre glissante de 12 acides
aminés (soit trois tours d’hélice) est déplacée sur la séquence primaire de chaque protéine : dés que
trois résidus successifs basiques ou acides ou plus sont identifiés, un cluster de charge positive ou

négative est défini (Fig. 4-23).

B | IE mE B i Y aAm 1 in = 666

Grsl 1. T R Em Unw L + résidus
== - 125

Ntf2 + résidus

Figure 4-23. Profils de charge des protéines de levure GrS1 adsorbée et Ntf2 non
adsorbée sur les nanoparticules de silice 20 nm. Les clusters de charges positives
(en rouge) et négatives (en bleu) sont indiquées le long de la séquence, ainsi que le
nombre total d’acides aminés de la protéine.

Les profils de charge font apparaitre de nombreux clusters de charges positives et négatives pour la
protéine adsorbée (Grsl1), contre un seul cluster pour la protéine non adsorbée (Ntf2). Cette analyse
nous a conduits a définir les clusters de charges positives et négatives comme deux nouveaux critéeres
et a analyser leur distribution entre nos deux populations, protéines adsorbées et protéines non
adsorbées. Un net enrichissement des protéines adsorbées en clusters de charges positives (p =

3,1.10°°) mais aussi en clusters de charges négatives (p = 1,5.10%) est ainsi mis en évidence.

Les clusters de charges positives sont trés favorables a I'adsorption et permettent la formation
d’interactions électrostatiques fortes avec la surface, la présence des clusters de charges négatives
expliquent I’enrichissement en glutamate (en regard de I’enrichissement en arginine et en lysine) et

I"'absence de biais du point isoélectrique des protéines adsorbées.

Appauvrissement en résidus aromatiques

Une deuxiéme caractéristique trés marquée entre protéines de levure adsorbées et non adsorbées
sur les NP de silice est le fort appauvrissement en acides aminés aromatiques (p = 2,1.10°%) des
protéines adsorbées, que I'on retrouve pour chaque résidu aromatique (Phe, Trp, Tyr, His) analysé
séparément (tableau 4-14). Si le critéere de polarité des protéines adsorbées était relativement
attendu, celui de I'enrichissement en résidus aromatiques des protéines non adsorbées est plus
surprenant. Une seule étude rapporte un biais en acides aminés aromatiques de certaines protéines
bactériennes sélectionnées pour leur forte affinité pour la silice, associé a un enrichissement en
arginine (53). Puisque les acides aminés polaires et chargés sont impliqués dans les interactions

électrostatiques, qui sont un facteur important de I'adsorption, alors I’enrichissement en acides
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aminés aromatiques des protéines non adsorbées doit étre particulierement défavorable a

I"adsorption sur les NP de silice.

D’une facon générale, les acides aminés aromatiques peuvent avoir des roles variés au sein des
protéines, comme le repliement, les interactions entre protéines, I'association avec un ligand, une
activité catalytique ou encore la stabilisation de la structure de la protéine (72-75). Enfouis dans le
cceur hydrophobe des protéines, les résidus aromatiques peuvent interagir entre eux via des
interactions m-1t entre cycles aromatiques, par paires mais aussi par triméres ou par tétrameéres, et

stabilisent ainsi la structure de la protéine (75-77) (Fig. 4-24).

Figure 4-24. Interactions m-m entre trois acides aminés aromatiques de la

calmoduline (a gauche) et avec un résidu aromatique supplémentaire lors de la

fixation d’un peptide (a droite), d’apreés (75)
Les acides aminés aromatiques peuvent également interagir avec les acides aminés chargés
positivement via des interactions cation-1t qui participent a I'organisation et a la stabilisation de Ia
structure des protéines (78). Si les acides aminés aromatiques présents en plus grand nombre dans
les protéines non adsorbées sont également impliqués dans des interactions m-m et cation-mt au sein
de la protéine, alors leur structure serait probablement plus compacte et plus rigide que celle des

protéines adsorbées et pourrait étre défavorable a une adsorption sur la surface de silice.

7.3 Flexibilité des protéines adsorbées et non adsorbées

Pour tester cette hypothése, les différents types d’interactions possibles au sein des protéines
adsorbées et non adsorbées : hydrophobes, ioniques, 1t-1t et cation-m, ont été quantifiées a partir des

structures connues (soit 10 protéines adsorbées et 10 protéines non adsorbées) (67) (tableau 4-12).
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Protéines non adsorbées /

Interactions o .
Protéines adsorbées (%)

Hydrophobes + 18%
loniques +13%
-1 +130 %
Cation-1t +33%

Tableau 4-12. Pourcentages d’augmentation des interactions des protéines non
adsorbées par rapport aux protéines adsorbées calculés a partir des structures 3D
de 10 protéines adsorbées et 10 protéines non adsorbées (67)

L'augmentation tres importante des interactions -t dans les protéines non adsorbées confirme
I’hypothése du réle stabilisateur et de renforcement de la structure des protéines par les acides
aminés aromatiques. Cette augmentation est également nettement plus importante que celle des
interactions hydrophobes, qui semblent d'importance moindre lors de I'adsorption des protéines sur
une surface de silice hydrophile et ne participeraient qu’a la cohésion du coeur hydrophobe des

protéines plus résistantes a I’adsorption.

Une augmentation des interactions cation-mt est aussi observée, alors que les protéines non
adsorbées sont appauvries en acides aminés chargés positivement. Cela signifie que les acides
aminés chargés positivement sont a la fois moins nombreux et plus souvent impliqués dans des
interactions avec des résidus aromatiques: ils deviennent alors moins disponibles pour des
interactions électrostatiques avec la surface de silice. Ces résultats dessinent I'image de protéines

non adsorbées bien structurées et plus compactes que les protéines adsorbées plus désordonnées.

Enfin, pour évaluer la flexibilité des protéines adsorbées et non adsorbées (avant adsorption), le
déplacement carré moyen (RMSD) des protéines, qui représente I'évolution de la structure de la
protéine au cours du temps, a été calculé par dynamique moléculaire sur une durée de 5 ns a 300 K
sur 5 protéines adsorbées et 5 protéines non adsorbées (Y. Boulard). Le facteur B moyen, qui est un
indicateur de la plus ou moins grande flexibilité des différentes régions de la protéine, a également

été calculé (tableau 4-13) (67).

Simulation Protéines adsorbées Protéines non adsorbées

RMSD 4,44 A 2,34 A

Facteur B 95 33

Tableau 4-13. Comparaison de la flexibilité des protéines de levure adsorbées et
non adsorbées (avant adsorption) a partir du calcul du RMSD par dynamique
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moléculaire aprés 5 ns et du facteur B moyen par résidu pour 5 protéines
adsorbées et 5 protéines non adsorbées de structure connue (67)

Les protéines adsorbées présentent a la fois une plus faible stabilité structurale avec un RMSD moyen
presque deux fois plus important que pour les protéines non adsorbées, et une plus grande
flexibilité, avec un facteur B moyen trois fois supérieur. La plus grande compacité et structuration des
protéines non adsorbées, associée au contenu en résidus aromatiques et aux interactions m-m et
cations-m, est donc associée a une plus grande rigidité de leur structure. Elles ne pourraient alors pas

adopter un comportement « plastique » qui favorise I'adsorption des protéines plus flexibles.

Les criteres physico-chimiques caractéristiques des protéines de levure adsorbées et non adsorbées
sur les nanoparticules de silice 20 nm peuvent étre résumés sous la forme d’un diagramme (Fig. 4-

25).

LiProtéines adsorbées

é E Protéines non adsorbées
Basiques

Interactions n-nt Glutamate

Clusters de

Aromatiques -
9 charges positives

Clusters de

Rigidité -
charges négatives

Hydrophobes Polaires

Figure 4-25.Déterminants physico-chimiques de I'adsorption (en rouge) et de la

non adsorption (en bleu) des protéines de levure sur les nanoparticules de silice 20

nm. La valeur attribuée a chaque critére est indicative d’un enrichissement ou d’un

appauvrissement pour chaque groupe de protéine
Ces criteres pourraient étre utilisés pour prédire I’affinité et donc la tendance a I'adsorption d’autres
protéines pour une surface de silice. L'enrichissement en résidus basiques, en clusters de charges
positives et négatives, et I'appauvrissement en résidus aromatiques sont des criteres facilement
analysables pour évaluer la capacité d’adsorption d’une protéine, beaucoup plus pertinents que le

point isoélectrique par exemple.
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Nous allons maintenant comparer ces critéres avec I'adsorption de la myoglobine et de la sérum
albumine sur les NP de silice. L’adsorption de I’hémoglobine, plus complexe du fait de son caractére

oligomérique, n’est pas détaillée.

8. Comparaison de l'adsorption des protéines de levure et des

protéines modeles

La discussion qui clot ce chapitre s’articule autour de deux questions :

- Les criteres structuraux d’adsorption des protéines de levure sur les nanoparticules de silice
sont-ils applicables a I'adsorption de la myoglobine et de la sérum albumine sur la silice ?
- Quel modele d’adsorption des protéines sur une surface de silice peut-on proposé a partir de

ces résultats et quelles sont les nouvelles informations par rapport aux modeles existants ?

8.1 Discussion des criteres structuraux d’adsorption des protéines

Les principaux critéres structuraux d’adsorption des protéines de levure ont été comparés entre la
myoglobine, la sérum albumine, la protéine de levure adsorbée la plus enrichie a la surface de la
silice, la glycine-ARNt ligase Grsl (facteur d’enrichissement de 11,1) et la protéine de levure non
adsorbée la plus appauvrie a la surface, le facteur de transport nucléaire Ntf2 (facteur

d’appauvrissement de 9,1) (tableau 4-14).

Criteres Glycine-ARNt Facteur de
d’adsorption ligase (Grs1) transport (Ntf2)
Basiques 14,1 13,7 14,4 6,4
Glutamate 10,1 8,5 9,2 4,0
Chargés 31,0 27,5 30,9 18,4
Polaires 36,9 32,7 36,8 36,0
Hydrophobes 30,7 28,8 30,2 32,0
Aromatiques 11,3 14,4 10,7 14,4

Tableau 4-14. Comparaison des criteres d’adsorption des protéines de levure,
exprimés en pourcentage de résidus, appliqués a la myoglobine, la sérum
albumine, une protéine de levure adsorbée, la glycine-ARNt ligase (Grs1) et une
protéine de levure non adsorbée, le facteur de transport nucléaire (Ntf2). Pour Mb
et BSA, les critéres qui se rapprochent de ceux de la protéine de levure adsorbée
sont indiqués en vert, et de la protéine de levure non adsorbée en rouge. Les
critéres non significatifs sont en gris.
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La plupart des criteres structuraux favorables a I'adsorption identifiés sur les protéines de levure se
retrouvent chez la BSA et la myoglobine, a I'exception pour la myoglobine du critére d’aromaticité.
Les criteres de polarité et d’hydrophobicité sont peu significatifs pour les deux protéines de levure

choisis.

Les résidus polaires

Le critére de polarité est peu informatif sur I'’exemple choisi, car il n’y a que trés peu de différence
entre les deux protéines de levures adsorbée et non adsorbée, tout comme I'appauvrissement en
résidus hydrophobes. Ces deux criteres sont relativement peu significatifs pour les protéines

étudiées.

Les résidus chargés

La myoglobine et la BSA sont toutes deux enrichies en résidus chargés, en résidus basiques et en
glutamate, comparées a la protéine de levure non adsorbée Ntf2. Si la protéine de levure adsorbée
Grsl est bien enrichie en résidus arginine (5,4%) comparée a la protéine non adsorbée Ntf2 (4,0%), la
BSA et la myoglobine sont elles tres fortement enrichies en lysine (10,1% et 12,4% respectivement).
Alors que pour les protéines de levure, les interactions électrostatiques sont portées par les résidus
arginine et lysine, dans le cas de la myoglobine et de la BSA, ce sont principalement les résidus lysine
qui contribuent a l'adsorption, via I'établissement de ces interactions fortes entre protéine et

surface.

La myoglobine et la BSA sont enrichies en glutamate par rapport a la protéine de levure non
adsorbée. L’'heme contient en plus deux propionate dont les charges négatives sont peu favorables a
une interaction avec la silice décorée de groupements silanols. Cela n’est pas étonnant pour la BSA
qui est globalement chargée négativement a pH 7,4, par contre la myoglobine étant neutre a ce pH,
cela indique un enrichissement conjoint en résidus basiques, majoritairement les résidus lysine

(tableau 4-14).

De plus, I'enrichissement en lysine de la BSA montre que des interactions électrostatiques favorables
sont possibles entre la protéine et la surface, malgré la charge négative globale de la protéine au pH
de I'adsorption. Cette analyse est confirmée par I’étude des clusters de charges de la protéine (Fig. 4-

26).
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Figure 4-26. Profils de charge de la myoglobine et de la BSA. Les clusters de
charges positives (en bleu) et négatives (en rouge) sont indiqués le long de la
séquence, ainsi que le nombre total d’acides aminés de la protéine.

Tout comme la protéine de levure adsorbée Grsl (voir Fig. 4-23, §7.2), la myoglobine et la BSA
présentent un nombre plus important de clusters de charges positives et de charges négatives. Les
clusters de charges positives sont autant de régions susceptibles d’interagir avec la silice et de se

« coller » sur la surface via des interactions électrostatiques.

Les enrichissements en résidus chargés et en clusters de charges sont donc bien des critéres

d’adsorption partagés par les protéines de levure, la myoglobine et la BSA.
Les résidus aromatiques

La BSA est appauvrie en résidus aromatiques par rapport a la protéine de levure non adsorbée Ntf2,

ce qui est cohérent avec son caractére de protéine « molle » et sa grande affinité pour la silice.

Au contraire, la myoglobine est aussi riche en résidus aromatiques que la protéine non adsorbée, ce
qui est surprenant car l'enrichissement des protéines de levure en résidus aromatiques est
caractéristique des protéines non adsorbées plus rigides et plus stables, donc peu aptes a adopter un
comportement « plastique » qui favoriserait I'adsorption de la protéine sur la surface. De plus,
I’'heme rigidifie considérablement la structure de la myoglobine, qui est une protéine « dure »
comparée a I'apomyoglobine (4, 79). Il faut noter que parmi les résidus liés ou proches de I’lhéme se
trouvent plusieurs résidus aromatiques: Phe 43, His 64 et His 93 sont liés a la porphyrine et His 97 se
trouve & moins de 4 A de I'héme (80). La région de I'heme est donc particulierement rigide,

structurée, et peu propice a I'adsorption.

D’aprés les critéres structuraux d’adsorption des levures, il serait donc difficile de prévoir le
comportement de la myoglobine en présence de NP de silice : I'enrichissement en résidus basiques
et chargés est favorable a I'adsorption, mais la présence d’un cceur trés rigide et structuré est dans le
méme temps trés défavorable. Cet exemple met en évidence une limite a I'analyse de critéres
généraux pour |'adsorption des protéines sur une surface, qui ne permettent pas de prendre en

compte toute la complexité et variété des protéines.
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Dans le cas de la myoglobine, il est possible que la protéine puisse « s’ancrer » sur la surface via ses
nombreux résidus basiques. On observe toutefois une adsorption bien plus importante de
I'apomyoglobine au comportement plus « plastique ». Il est probable que les interactions entre
myoglobine et silice se développent en dehors du cceur structuré par ’lhéme, qui peut étre assimilé a

un cluster aromatique.

L'étude de I'adsorption des protéines isolées pose également plusieurs questions quant a

I’adsorption des protéines de levure, par exemple :

- Quelle serait la réversibilité¢ de I'adsorption de protéines adsorbées aux caractéristiques
différentes ?

- La composition de la couronne de protéines adsorbée dépend-elle du pH, tout comme
I'adsorption des protéines isolées est trés dépendante des conditions du milieu ?

- Quelle est I'importance de « |'effet oligomeére » lors de I'adsorption et comment inclure les

interactions protéine-protéine dans un modele d’adsorption ?

L’adsorption des protéines chaperonnes, que I’'on suspecte s’adsorber en seconde couronne, pourrait
étre testée a partir de I'adsorption de protéines isolées dénaturées sur les NP. Il serait alors tres

intéressant d’étudier la capacité de ces chaperonnes a restructurer les protéines adsorbées.
8.2 Modele d’adsorption des protéines sur une surface de silice

L’analyse de I'adsorption de protéines modéles, myoglobine, hémoglobine et sérum albumine sur les
nanoparticules de silice, puis I'identification des critéres structuraux d’adsorption des protéines a
partir d’un extrait cellulaire permettent de mieux comprendre I'adsorption des protéines sur une
surface de silice et de proposer des mécanismes d’interactions entre protéines et surface qui

permettent ou réfrenent I'adsorption des protéines (Fig. 4-27).

Bien que les deux déterminants clés de I'adsorption, qui sont la formation d’interactions
électrostatiques et la flexibilité de la protéine adsorbée, correspondent a ceux proposés par Norde
(1), notre étude montre que l'utilisation de critéres trés généraux, tel que celui du point
isoélectrique, ne sont pas pertinents pour décrire I'adsorption des protéines sur la silice, et permet
de proposer de nouveaux criteres basés sur les mécanismes moléculaires impliqués respectivement
dans la formation des interactions électrostatiques et dans la flexibilité/rigidité de la structure des

protéines.
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Figure 4-27. Représentation schématique des critéres favorables (a gauche) et
défavorables (a droite) a I'adsorption des protéines sur les nanoparticules de silice

Les mécanismes identifiés et les critéres associés sont :

i) le role clé des résidus basiques, lysine et arginine, en particulier lorsque ceux-ci sont
regroupés en clusters de charges positives, pour la formation des interactions

électrostatiques avec les silanols de surface

i) la nécessaire plasticité des protéines, dont la réciproque est I'absence ou la faible
adsorption des protéines compactes et rigides, structurées par des interactions n-nt

entre résidus aromatiques, ou par un groupement prosthétique tel que ’lheme

iiii) I’absence de lien entre point isoélectrique et adsorption des protéines sur la silice

Ce modele, ainsi que I'adsorption irréversible de I’"hémoglobine et de la myoglobine par dilution,
impliqgue une modification de la structure des protéines adsorbées qui permet de maximiser les
interactions entre protéine et surface. Dans le chapitre suivant, les structures de I’'hémoglobine et de

la myoglobine adsorbées sur les NP de silice seront étudiées.
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Les points clés

Les principaux résultats de ce chapitre peuvent étre résumés :

- Les isothermes d’adsorption des protéines purifiées, myoglobine, hémoglobine,
apomyoglobine et sérum albumine, sur la silice nanostructurée, sont bien décrites par le
modele de Langmuir. L'affinité et la quantité de protéine adsorbée dépendent du type de
matériau (taille, géométrie, chimie de surface), de la nature de la protéine
(monomeére/oligomere, flexibilité) et des conditions de pH et de tampon de la solution (effet

de charge).

- L'adsorption de I'hémoglobine et de la myoglobine sur les nanoparticules de silice est

irréversible par dilution et réversible en conditions douces a pH 8,7.

- L’adsorption de la myoglobine sur les nanoparticules de silice est exothermique et associée a
un gain d’entropie. Un trés bon accord est obtenu entre la constante d’adsorption calculée a
I'aide du modeéle de Langmuir (mesure par spectroscopie UV-visible) et a partir des données

microcalorimétriques et du modéle associé (SSIS).

- Lisotherme d’adsorption des protéines de levure sur les nanoparticules de silice a partir d’'un
extrait cellulaire est également bien décrite par le modele de Langmuir. L'identification des
protéines adsorbées et non adsorbées par électrophorese 2D fait apparaitre un fort effet
d’enrichissement ou d’appauvrissement des protéines a la surface de la silice, une
surreprésentation des protéines impliquées dans le cycle de vie des protéines et des

protéines chaperonnes parmi les protéines adsorbées.

- L’adsorption en seconde couronne pourrait étre expliqué par un « effet oligomere » et par

I'interaction entre protéines chaperonnes et protéines adsorbées partiellement dépliées

- L'analyse statistique des séquences primaires des protéines de levure adsorbées et non
adsorbées a permis de mettre en évidence des criteéres clés pour I'adsorption:
I’enrichissement en résidus basiques, arginine et lysine, regroupés en clusters de charges
positives, des protéines adsorbées permettant la formation d’interactions électrostatiques
avec les silanols ; I'enrichissement en résidus aromatiques et I'augmentation de la rigidité

des protéines non adsorbées a cause de la formation d’interactions rt-t.
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CHAPITRE 5
Structure des protéines adsorbées

Lorsque les protéines sont adsorbées sur une surface, leur structure, leur dynamique mais aussi leur
activité peuvent étre modifiés par cette interaction. Ces trois caractéristiques sont interdépendantes.
Pour comprendre la variation d’un de ces trois paramétres il devient alors nécessaire de connaitre les
deux autres. Les trois chapitres suivants présentent I'étude de la structure et de l'activité des
molécules de myoglobine et d’hémoglobine adsorbées sur les nanoparticules de silice et I'étude de la
dynamique de la myoglobine adsorbée. Le chapitre précédant s’intéressait au processus d’adsorption
et aux mécanismes conduisant a un état stable de protéine adsorbée. Plusieurs indices laissaient
penser que les structures de la myoglobine et de ’'hémoglobine pouvaient étre « réorganisées » lors
de [I'adsorption, ce qui pourrait expliquer lirréversibilité de [I'adsorption selon I'image
« d’étalement » de la protéine adsorbée. L'étude de la structure des protéines adsorbées peut

permettre de confirmer ou d’infirmer ce modéle d’adsorption.

De nombreux outils permettent de sonder la structure des protéines en fonction des informations
recherchées. Nous avons tout d’abord cherché a déterminer s’il y avait une modification de la
structure secondaire de I'hémoglobine et de la myoglobine lors de leur adsorption sur les
nanoparticules de silice (1). L’approche classique de I'étude de la structure des protéines en solution
par dichroisme circulaire et spectroscopie infrarouge a été utilisée pour I'analyse des structures
secondaires. La stabilité en température de la myoglobine adsorbée sur les NP de silice a été étudiée
par microcalorimétrie afin de déterminer si la protéine est plus ou moins stable en température
aprés adsorption. La fluorescence a été utilisée ponctuellement pour sonder localement I’exposition

des résidus tryptophane au solvant.

Nous nous sommes aussi intéressés a la structure du site actif de la myoglobine et de ’hémoglobine
adsorbées sur les nanoparticules de silice. Grace au fer de I'héme, il est possible de le sonder
directement par spectroscopie visible et par spectroscopie d’absorption X au seuil du fer - cette
derniere technique permet de s’affranchir du signal de tous les autres éléments présents, aussi bien

ceux de la protéine que ceux de la silice.

De plus, puisque la désorption de I'"hémoglobine et de la myoglobine est possible en conditions

douces a pH 9, la structure de I’hémoglobine et de la myoglobine aprées désorption des
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nanoparticules de silice a été étudiée a I'aide des mémes outils pour déterminer si les modifications

de structure observées sont réversibles ou non aprés désorption.

L’'ensemble de ces mesures permet de mieux comprendre quelle est la structure de la myoglobine et
de I’"hémoglobine adsorbées sur les nanoparticules de silice en évaluant les modifications au niveau
de la globine (structure globale) et du fer de I’'héme (site actif). Cependant, elles ne permettent pas
de déterminer quelles parties de la protéine peuvent étre directement en contact avec la surface ou
au contraire exposées librement au solvant. L'interaction avec la surface est-elle non spécifique ou
spécifique sur un ou plusieurs sites d’interaction ? Pour essayer de répondre a ces questions, une
technique de marquage par irradiation a été développée afin d’identifier des zones privilégiées

d’interaction entre myoglobine et surface de silice lors de I'adsorption.

Tout au long de ce chapitre, nous nous sommes focalisés sur deux systemes : notre premier modele,
I’'hnémoglobine adsorbée sur les NP de silice 20 nm, nous a servi de base pour I'étude de I'activité de
la protéine adsorbée (voir chap. 7). La metmyoglobine adsorbée sur les NP de silice 7 nm, a été utilisé
pour étudier la dynamique de la protéine adsorbée par diffusion incohérente de neutrons (voir chap.
6). Nous avons choisi une taille de NP plus petite car nous avions besoin d’une plus grande surface
disponible (et donc d’une plus grande quantité de protéine adsorbée) pour ce type d’expérience. Si
certaines mesures ont été croisées et montrent une assez grande similarité, les structures des

protéines adsorbées ont été étudiées indépendamment pour chacun de ces systemes.

1. Surface occupée par la myoglobine et 'hémoglobine sur les
nanoparticules de silice

On peut supposer que la surface occupée par une protéine a une interface est un premier indice de
la forme de la protéine (2). La surface occupée par une protéine peut étre calculée a partir de la
guantité maximale de protéine adsorbée par unité de surface. Pour la myoglobine et ’'hémoglobine,
cela correspond a leur adsorption sur les NP de silice 20 nm en tampon Phosphate a pH 6, soit 0,45
mg/m? de myoglobine et 0,50 mg/m? d’hémoglobine adsorbées a saturation. Cela correspond a une
surface occupée d’environ 63 nm? pour une molécule de myoglobine et 55 nm? par monomeére
d’hémoglobine, si I'on fait I’"hypothése que toute la surface est occupée par les protéines. Cela
représente 34 molécules de myoglobine ou 9 tétraméres d’hémoglobine adsorbés sur une NP de
silice dont le diametre réel mesuré est d’environ 26 nm (voir chap. 3, §2.2). Quelques nanoparticules
de silice suffisent alors pour transporter ou lier une centaine de protéines. Connaissant le rayon de
giration de la myoglobine et de I’'hémoglobine, la surface théorique qu’occuperait une protéine peut

étre calculée, soit par projection d’une sphére sur la surface (A = tR? avec R le rayon de giration de la

153



protéine), soit par projection de la maille cristallographique sur la surface (17), représentée par un

carré pour une protéine globulaire (A = 4R?). Méme s’il s’agit avant tout d’une estimation, la

différence est peu importante, nos calculs représentent donc des « carrés ». Le rayon de giration de

la myoglobine en solution déterminé par diffusion de neutrons est de 1,5 + 0,1 nm (3) et celui de

I’'hémoglobine de 2,4 + 0,1 nm (4). La surface correspondante est approximativement de 9 nm? pour

une molécule de myoglobine ou pour un monomere d’hémoglobine. Il apparait une différence tres

importante entre la surface théorique de 9 nm? occupée par une protéine et la surface de 60 nm?

calculée a partir de la quantité de protéine adsorbée. Cependant, deux paramétres importants ne

sont pas pris en compte : I’hétérogénéité de la surface d’une part (5), la modification de la structure

de la protéine adsorbée d’autre part (Fig. 5-1).

(a)

Mb native
=9 nm?

ﬁ‘

S

calc

En solution

Surface de la silice

Mb dénaturée Mb adsorbée

Scalc =50 nmz Sestimée =63 an

ﬁ

“'&\i < NP 26 nm @

Surface hétérogeéne

(b) Représentation de deux hypothéses
Toutes les situations intermédiaires sont également possibles.

Etalement de la

protéine adsorbée

Tl
<XxY
]

NP 26 nm @

Figure 5-1. Surface occupée par la myoglobine sur les nanoparticules de silice 20
nm a pH 6 : (a) surface théorique occupée par une molécule de myoglobine native
et dénaturée en solution (S..) comparée a la surface estimée a partir des
isothermes d’adsorption si la surface est homogéne et entiéerement recouverte par
la myoglobine (Sesimee), (b) hypothéses d’hétérogénéité de la surface et/ou
d’étalement de la protéine adsorbée permettant d’expliquer la grande surface

estimée
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L'hétérogénéité de la surface peut représenter deux situations assez différentes: si on assimile
I'hétérogénéité de surface a une rugosité, cette rugosité peut étre du méme ordre de grandeur que
les protéines et donc empécher leur adsorption dans certaines régions. La surface est alors
effectivement hétérogene a I'échelle des protéines, mais la rugosité peut aussi étre bien plus petite
gue les protéines et de méme ordre de grandeur que les molécules d’azote qui servent a mesurer la
surface spécifique des NP par BET. Dans ce cas, la rugosité n’affecte pas I'adsorption des protéines
pour lesquelles la surface apparait homogéne mais augmente par contre la surface accessible aux
molécules d’azote. La surface mesurée par adsorption d’azote peut alors étre largement surestimée
par rapport a la surface réellement accessible aux protéines. D’autre part, si la protéine peut
« s’étaler » sur la surface comme le suggérent les modéles d’adsorption, alors la surface qu’elle
occuperait serait plus grande que celle représentée par une protéine de structure native, en
particulier pour des protéines globulaires relativement compactes comme la myoglobine et

I’'hémoglobine.

Pour évaluer ce dernier paramétre, il est possible de faire un parallele avec la dénaturation de la
myoglobine en solution. Lorsqu’elle est dénaturée, la myoglobine a un rayon de giration bien plus
important que la protéine native qui peut atteindre 3,5 nm en solution (6). La surface représentée
par une myoglobine dénaturée est alors de 50 nm?, soit plus de 5 fois la surface calculée pour une
myoglobine native. Cette valeur peut servir de limite supérieure : il est peu probable qu’une protéine
puisse étre plus déstructurée que ne I’est une protéine dénaturée. Pourtant, la surface occupée par
une myoglobine a l'interface air-solution a été mesurée et les valeurs rapportées dans la littérature
peuvent atteindre 74 nm? (2). Les auteurs interprétent la surface occupée qui est plus de 8 fois
supérieure a la taille d’'une molécule de myoglobine par une déformation de la protéine a l'interface
(effet tensioactif). Les surfaces considérées sont cependant trés élevées comparées a la taille de la
molécule de myoglobine. Puisque la surface mesurée de 60 nm? est légérement supérieure a celle
d’une dénaturation de la protéine, il est probable qu’un effet d’hétérogénéité de surface a I'échelle
de la protéine ou de rugosité a I'échelle de la molécule d’azote s’ajoute a un possible effet de
structure. Seule la mesure directe de la structure de la myoglobine adsorbée pourra donc nous
renseigner sur le remaniement ou « I'étalement » de la protéine lors de I'adsorption. Pour évaluer la
dénaturation de la protéine adsorbée, nous avons analysé la structure secondaire de la myoglobine
adsorbée sur les nanoparticules de silice, afin de déterminer si la surface estimée correspond a la
surface occupée par une protéine entierement dénaturée ou a un effet de rugosité et

d’hétérogénéité de la surface.
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2. Structure secondaire des protéines adsorbées sur la silice

La structure secondaire des protéines en solution peut étre déterminée a I'aide de deux techniques,
le dichroisme circulaire et la spectroscopie infrarouge, dont les incertitudes sont dues a la
combinaison des incertitudes expérimentales puis de la déconvolution des spectres a partir de
structures de protéines connues (7, 8). De fait, les structures secondaires identifiées pour
I’'hnémoglobine (tableau 5-1) et la myoglobine (tableau 5-2) varient en fonction de I'étude et de la

méthode utilisée.

Technique (Hb) Hélice Feuillet Coude Désordonnée Références
Infrarouge 78 12 10 <5 (9)
Dichroisme 68-75 1-4 15-20 9-16 (10, 11)

Cristallographie 87 0 7 6 (12)

Tableau 5-1. Comparaison a partir de la littérature de la structure secondaire de
I’hémoglobine (% de structure) déterminées par spectroscopie infrarouge,

dichroisme circulaire et cristallographie des rayons X

Technique (Mb) Hélice Feuillet Coude Désordonnée Références
Infrarouge 85 7 8 <5 (9)
(7,8 10, 11,
Dichroisme 67-86 0-13 0-6 11-30
13, 14)
Cristallographie 85 0 8 7 (12)

Tableau 5-2. Comparaison a partir de la littérature de la structure secondaire de la
myoglobine (% de structure) déterminées par spectroscopie infrarouge, dichroisme
circulaire et cristallographie des rayons X

Plusieurs études par spectroscopie infrarouge et par dichroisme circulaire font apparaitre une
structure en feuillet, pourtant absente dans ces deux protéines (12). Les pourcentages d’hélicité, de
coudes et de structure désordonnée déterminée par dichroisme circulaire sur ’hémoglobine et la
myoglobine en solution sont proches des valeurs déterminées par cristallographie, mais entachés

d’une assez grande incertitude (10, 11).

Dans notre étude, nous cherchons simplement a comparer la structure secondaire d’'une protéine
libre et adsorbée sur les NP de silice. La quantification relative des structures secondaires est donc
suffisante. Lors de la these, une premiere étude de la structure secondaire de la myoglobine libre et
adsorbée sur les NP de silice a été réalisée par spectroscopie infrarouge, aprés mise en solution de la

protéine dans D,0O (voir chap. 2, §5.1), puis ces données ont été complétées par I'analyse par
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dichroisme circulaire des structures secondaires de la myoglobine et de I’'hémoglobine adsorbées sur
les NP de silice. Nous présenterons tout d’abord I’analyse de la structure de I’hémoglobine adsorbée

par dichroisme circulaire, puis celle de la myoglobine adsorbée.
2.1 Hémoglobine et nanoparticules de silice 20 nm

Les spectres en dichroisme circulaire de I’"hémoglobine libre et adsorbée sur les NP de silice 20 nm
ont été mesurés en tampon BisTris-HCl 10 mM a pH 6, en tampon Phosphate 10 mM a pH 7,4 et en
tampon Tris-HCI 10 mM a pH 8,7 (Fig. 5-2, page suivante). Les données ont été enregistrées sous la

forme de la différence de coefficient d’extinction molaire As (M™.cm™) (voir chap. 2, §5.2).

Le spectre de I’hémoglobine libre est caractéristique d’une protéine structurée majoritairement en
hélices avec un maximum a 192 nm et deux minima a 208 et 222 nm. Comme il a déja été rapporté,
la structure secondaire de I’hémoglobine est identique a pH 6, pH 7,4 et pH 8,7 dans les trois

tampons utilisés (4).

La concentration en hémoglobine adaptée aux mesures par dichroisme circulaire est de 10 uM dans
une solution tampon 10 mM pour limiter I'absorption dans I'UV. La quantité d’hémoglobine
adsorbée a été mesurée dans ces conditions pour différentes concentrations massiques en NP

(tableau 5-3).

Hb adsorbée (%)
Cnp (mg/mL)
pH 6 pH 7,4 pH 8,7
2,0 76 % 44 % <1%
4,0 96 % 72 % <1%
6,0 99 % 86 % <1%
6,8 99 % 90 % <1%

Tableau 5-3. Pourcentage d’hémoglobine adsorbée sur les nanoparticules de silice
20 nm en fonction de la concentration en NP et du pH de la solution en tampon 10
mM BisTris-HCl a pH 6, Phosphate a pH 7,4 et Tris-HCl a pH 8,7 pour une
concentration en hémoglobine de 10 uM

A une concentration en NP de 2 mg/mL, 'hémoglobine n’est adsorbée que partiellement a pH 6
(76%) et a pH 7,4 (44%) tandis qu’a une concentration de 6 mg/mL, la contribution de I’hémoglobine
libre est largement réduite avec 99% d’hémoglobine adsorbée a pH 6 et 86% d’hémoglobine
adsorbée a pH 7,4. A pH 8,7 la quantité d’hémoglobine adsorbée reste inférieure a 1%, ce qui permet

bien d’utiliser cette condition comme contréle négatif.
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Figure 5-2. Spectres de dichroisme circulaire de I’hémoglobine (Cy, = 10 uM) en
tampons 10 mM BisTris-HCl a pH 6 (a), Phosphate a pH 7,4 (b) et Tris-HCl a pH 8,7
(c) : Hb sans NP (en bleu) et en présence de NP de silice 20 nm a une concentration
de 2 mg/mlL (en vert), 4 mg/mlL (en orange) et 6 mg/mL (en rouge). L’hémoglobine
est partiellement a totalement adsorbée a pH 6 et pH 7,4 et non adsorbée a pH 8,7
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Lorsque des techniques de spectroscopie sont utilisées, la diffusion de la lumiére par les NP
présentes en solution peut altérer la mesure. Pour s’assurer qu’aucun effet de ce type n’affecte la
mesure par dichroisme circulaire, la solution contenant hémoglobine et NP de silice a pH 8,7 a été
analysée en tant que controle, puisque dans ces conditions I’"hémoglobine ne s’adsorbe pas sur les
NP de silice. Toute différence entre le spectre de I’hémoglobine en solution et de ’hémoglobine en
solution en présence de NP serait alors due a la diffusion de la lumiere par les NP. Aucune
modification des spectres n’est observée a pH 8,7 en présence de NP et sans adsorption de
I’'hnémoglobine. Cela montre que la présence des NP en solution n’induit pas de diminution de

I'intensité du signal ni de la valeur de A mesurée.

Les spectres en dichroisme circulaire de ’"hémoglobine adsorbée a pH 6 et a pH 7,4 sur les NP de
silice 20 nm présentent une diminution de |Ae| par rapport a la protéine libre en solution, ce qui
montre une modification importante de la structure de I’'hémoglobine adsorbée (Fig. 5-2). lls
conservent une forme relativement similaire a celle de I’'hémoglobine libre et I'intensité relative des
deux minima varie peu. Cela suggére qu’une partie de la structure en hélices de ’"hémoglobine est
désorganisée lors de I'adsorption, sans apparition d’'un nouveau type de structure secondaire, par
opposition a I’étude de Mahato qui conclut a la formation de feuillets-p au sein de ’"hémoglobine lors

de I'adsorption sur des NP d’argent (15).

La variation la plus importante de Ae est mesurée pour la concentration la plus élevée en NP, sans
gu’une relation linéaire entre perte d’hélicité et concentration en NP se dessine. L'incertitude sur les
spectres, qui augmente lorsque la concentration en NP augmente, ne permet cependant pas de
conclure. La plus grande variation de Ae a pH 6 qu’a pH 7,4 peut étre simplement due a une plus

grande fraction de I’'hémoglobine adsorbée a pH 6.

Pour mieux comprendre ces changements, la structure secondaire de I’'hémoglobine libre et
adsorbée a été calculée selon deux méthodes : une estimation de I'hélicité f, a partir de la valeur de
Ag 3222 nm (eq. 1) (16, 17) et par déconvolution des spectres a I'aide du logiciel CONN (18).

2340
30300

fn = A4e(222nm) - (eq. 1)

Les spectres analysés sont ceux de I’hémoglobine libre et adsorbée a une concentration en NP de 6

mg/mL pour laquelle I'hémoglobine est adsorbée a 99% a pH 6 et a 86% a pH 7,4 (tableau 5-4).
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Hb libre pH 6 et 7,4 80-82 %
Hb adsorbée pH 6 49 %
Hb adsorbée pH 7,4 65 %

Tableau 5-4. Pourcentage d’hélices de I’hémoglobine libre et adsorbée sur les NP

de silice 20 nm en tampon BisTris-HCl a pH 6 (C=6 mg/mL) calculée selon (16, 17)
La déconvolution des spectres de I’"hémoglobine libre par CDNN fait apparaitre des feuillets-p (>10%)
dans la structure de ’"hémoglobine. Cette déconvolution n’a donc pas été utilisée car elle n’est pas
représentative de la structure de ’"hémoglobine. A partir de la mesure de Ae a 222 nm, I'hélicité de
I’'hémoglobine libre est estimée a 80% et 82% a pH 6 et 7,4, ce qui est conforme aux valeurs
attendues pour I’hémoglobine (10-12). L’hélicité de I'hémoglobine adsorbée sur les NP de silice est

bien plus faible et n’est plus que de 49% a pH 6 et 65% a pH 7,4.

La diminution moins importante de I'hélicité a pH 7,4 peut étre liée a la plus faible quantité
d’hémoglobine adsorbée (86% a pH 7,4 contre 99% a pH 6). Cela signifie qu’il y a une contribution de
14% de I’'hémoglobine libre au signal mesuré a pH 7,4. Aprés correction, I’hélicité de ’hémoglobine
adsorbée a pH 7,4 peut étre estimée a 62%, ce qui reste supérieure a I'hélicité de I’"hémoglobine
adsorbée a pH 6. L’adsorption de I’hémoglobine étant moins importante a pH 7,4, il est possible que
les forces d’interaction entre protéine et surface, par exemple via les interactions électrostatiques
entre résidus basiques et groupements chargés a la surface de la silice, soient plus faibles a un pH
plus élevé. Le nombre ou la force des contraintes subies par ’hémoglobine adsorbée seraient alors

plus faibles, ce qui pourrait expliquer la perte de structure moins importante de I’'hémoglobine.

La perte d’hélicité lors de I'adsorption reste néanmoins moindre comparée a celle observée lors de la

dénaturation irréversible en température ou en milieu acide de la protéine (19).

Une partie des liaisons hydrogéne qui permettent la formation des hélices de I’"hémoglobine est donc
déstabilisée lors de I'adsorption. Cependant, la mesure globale par dichroisme circulaire ne nous
permet pas de savoir si la perte de structure est due uniquement a une interaction directe avec la
surface (interactions électrostatiques avec SiO’, liaisons hydrogéne) ou si un effet de déstabilisation
« a distance » peut étre impliqué (20). En effet, si I’'hémoglobine est « ancrée » sur la surface via des
interactions fortes entre résidus basiques et charges négatives de surface, alors une contrainte
mécanique peut étre générée sur des domaines de la protéine qui ne sont pas en interaction directe

avec la surface en « étirant » ou en distordant la structure de la protéine.

Cela signifie que les parties déstructurées de I’hémoglobine adsorbée ne correspondent pas

nécessairement aux seules zones d’interaction de la protéine avec la surface de silice.
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Une sous-unité d’hémoglobine de porc est formée de 141 acides aminés pour les sous-unités a
(structure P01965.pdb) et 147 pour les sous-unités B (structure P02067.pdb) (21). Si chaque
monomere est constitué de 80% d’hélices, alors 113 et 118 acides aminés de chacun des monomeres
se trouvent au sein d’une hélice. Si 'on suppose qu’il suffit qu’un résidu par tour d’hélice soit en
interaction avec la surface pour déstructurer une hélice (ici par effet direct), une perte d’hélicité de
40% de I’hémoglobine adsorbée correspondrait a I'interaction de 12 résidus au minimum avec la
surface et correspondrait a une interaction trés localisée. Il est probable que les deux effets, par
interaction directe et « a distance », soient impliqués dans la perte de structure de I’'hémoglobine

adsorbée.

L’hémoglobine perd ainsi une partie de sa structure secondaire lorsqu’elle est adsorbée sur les NP de
silice, mais également sur les NP CdS (quantum dots) (22) et sur les NP d’argent (15). Pour ces trois
types de nanoparticules, une diminution de I'hélicité de la protéine et une augmentation du
pourcentage de la structure désordonnée est observée, bien que I'apparition de feuillets-f soit

également proposée lors de I'adsorption de ’hémoglobine sur les NP d’argent (23).
Structure secondaire de I’lhémoglobine désorbée

La structure secondaire de I’"hémoglobine désorbée en tampon Tris-HCl 100 mM a pH 8,7 (voir chap.
4, §4) a été analysée par dichroisme circulaire et comparée a celle de ’lhémoglobine en solution au

méme pH (Fig. 5-3).

Hb désorbée

=15

200 210 220 230 240 250
Longueur d'onde (nm)

Figure 5-3. Spectre de dichroisme circulaire de I’hémoglobine libre (en bleu) et
désorbée des nanoparticules de silice 20 nm (en rose) en tampon Tris-HCl 10 mM a
pH 8,7 (Cyp = 10 uM). Désorption en tampon Tris-HClI 100 mM puis analyse en
tampon Tris-HCl 10 mM. Les spectres sont coupés a 200 nm en raison de la forte
absorbance du tampon.
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Le spectre de I'hémoglobine désorbée est identique a celui de ’hémoglobine libre. La perte partielle
d’hélicité de I'hémoglobine adsorbée sur les NP de silice est donc réversible aprés désorption.
L’adsorption permet de stabiliser I’'hémoglobine dans un nouvel état structural et la protéine peut

passer d’un état a I'autre de facon réversible (eq. 2).
Hblibre = Hbadsorbée (eq. 2)

L’adsorption peut également étre vue comme un nouveau « stress » pour la protéine avec résilience,
tout au moins du point de vue structural. La prochaine étape de cette étude est de déterminer si la
déstructuration de s’accompagne d’une dénaturation, c’est-a-dire d’une perte d’activité de
I’'hnémoglobine adsorbée (voir chap. 7). Seule une activité totalement native de la protéine désorbée

peut indiquer une totale réversibilité des modifications provoquées par I’adsorption.
2.2 Myoglobine et nanoparticules de silice 7 nm

Une premiére étude de la structure secondaire de la myoglobine adsorbée sur les NP de silice 7 nm a

été réalisée par spectroscopie infrarouge a 25°C (Fig. 5-4).
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Figure 5-4. Spectres infrarouge de la myoglobine libre (bleu) et adsorbée (rouge)
sur les nanoparticules de silice 7 nm, dans une solution de D,0, aprés soustraction
du spectre du tampon et des nanoparticules en solution. Les spectres sont
normalisés & 1456 cm™, dont la composante principale est la vibration de D,0. La
myoglobine est adsorbée a 95% sur les NP de silice.

Les solutions ont été préparées dans D,0 pour s’affranchir du signal de 'eau légére, situé dans la

méme région que celle de la bande amide | caractéristique de la structure secondaire de la protéine
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située entre 1600 et 1700 cm™. Les solutions trés concentrées en protéine (Cyy, = 5 mM) sont
analysées dans D,0, contrairement aux solutions diluées analysées par dichroisme circulaire (Cyp =
10 uM). Cependant, les constantes d’adsorption de la myoglobine sur les NP de silice en tampon
Phosphate et dans l'eau sont similaires: le systeme étudié est donc équivalent en premiére

approximation.

Les solutions de myoglobine, avec et sans NP, ont la méme concentration en protéine dans |’eau,
mais le trajet optique de la suspension de NP n’est pas connu. Pour permettre la comparaison des

spectres, ceux-ci ont été normalisés a la bande de vibration de D,0 a 1456 cm™.

Le spectre infrarouge de la myoglobine adsorbée sur les NP de silice présente une diminution
d’intensité et un élargissement de la bande amide I’ entre 1600 et 1700 cm™. Les différentes
composantes de la bande amide peuvent étre identifiées a partir de la dérivée seconde de

I’'absorbance (Fig. 5-5) (9).
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Figure 5-5. Dérivée seconde de la bande amide I’ de la myoglobine libre (rose) et
adsorbée sur les nanoparticules de silice 7 nm (orange). Le type de structure
secondaire associé aux composantes principales est indiqué d’aprés (24)
La composante principale de la bande amide I’ de la myoglobine libre se situe & 1651 cm™, ce qui est
cohérent pour une protéine dont la structure secondaire est composée de 7 hélices-a dont la
position moyenne se trouve a 1653 cm™ (la contribution de I'hélice 33, de I’hémoglobine se situe
quant a elle 3 1641 cm™) (24). La composante secondaire située a 1668 cm™ peut &tre attribuée aux
coudes. La composante située a 1658 cm™ est probablement aussi liée a la structure en hélices, car la
composante associée aux hélices dépend de la longueur et de la courbure de celles-ci et peut

s’étendre jusqu’a 1660 cm™ (25).
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Les composantes principale et secondaire de la bande amide I’ de la myoglobine adsorbée se situent
aux mémes positions 3 1651 cm™ et a 1668 cm™, ce qui indique que la structure de la myoglobine
adsorbée est également composée d’hélices et de coudes. Une nouvelle composante secondaire
apparait cependant a 1645 cm™ et peut étre attribuée a la structure désordonnée (24) au sein de la
protéine adsorbée. D’autre part, I'aire relative des différentes composantes montre une diminution
de la structure en hélices et une apparition de la structure désordonnée pour la myoglobine

adsorbée.

Il est toutefois difficile de quantifier la perte de structure avec cette approche car la normalisation
n’est pas parfaite. De plus, la mise en place d’une suspension de NP de silice entre deux fenétres trés

fragiles de CaF, est délicate. La longueur des trajets optiques est donc peu reproductible.

Pour valider ces premieres données, nous avons analysé la structure secondaire de la myoglobine
adsorbée par dichroisme circulaire. Les mesures ont été réalisées sur la myoglobine libre et adsorbée
sur les NP de silice 7 nm en tampon BisTris-HCl 10 mM a pH 6 et en tampon Phosphate 10 mM a pH

7,4 (Fig. 5-6, page suivante).

Dans les conditions de mesure du dichroisme, a une concentration en myoglobine de 10 uM et une
concentration en NP de 6 mg/mL, la quantité de myoglobine adsorbée est de 97% a pH 6 et de 69% a

pH 7,4 (tableau 5-5).

Mb adsorbée (%)
Cnp (Mmg/mL)
pH 7,4 pH 8,7
2,0 77 % 36 % 3%
4,0 91 % 56 % 9%
6,0 97 % 69 % 12%

Tableau 5-5. Pourcentage de myoglobine adsorbée sur les nanoparticules de silice
7 nm en fonction de la concentration en NP et du pH de la solution en tampon 10
mM BisTris-HCl a pH 6, Phosphate a pH 7,4 et Tris-HCl a pH 8,7 pour une
concentration en myoglobine de 10 uM

L'analyse a pH 6 permet une mesure directe du spectre de la myoglobine adsorbée, tandis que le
spectre mesuré a pH 7,4 est la somme de deux contributions, celle de la myoglobine libre en solution
et celle de la myoglobine adsorbée sur les NP de silice. En tampon Tris-HCl 10 mM a pH 8,7, la
guantité de myoglobine non adsorbée reste trés majoritaire (88%). Cette solution reste un témoin

négatif correct pour notre systéme.
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Figure 5-6. Spectres de dichroisme circulaire de la myoglobine a 10 uM en tampon
10 mM BisTris-HCl a pH 6 (a), Phosphate a pH 7,4 (b) et Tris-HCl a pH 8,7 (c) : seule
(en bleu) et en présence des nanoparticules de silice 7 nm a une concentration de 2
mg/mL (en vert), 4 mg/mL (en orange) et 6 mg/mL (en rouge). Le spectre de la
myoglobine a pH 8,7 est tronqué de 190 a 200 nm en raison de la plus forte
absorption du tampon Tris-HCl dans I'UV.
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Le spectre de la myoglobine libre, tout comme celui de I’"hémoglobine, est caractéristique d’une
protéine structurée en hélices. Les spectres de la myoglobine adsorbée sur les NP de silice a pH 6 et
7,4 présentent une variation trés importante de Ae sans modification de la forme du spectre, ce qui
indique une diminution de I’hélicité de la myoglobine adsorbée sur la surface de silice, cohérente
avec I'observation réalisée en spectroscopie infrarouge. L’évolution de Ag avec la concentration en
NP n’est pas linéaire : cela pourrait indiquer que la perte de structure dépend de la couverture en

myoglobine de la surface (26).

L’hélicité calculée a partir de la mesure a 222 nm est reportée ci-dessous (17) (tableau 5-6). La
déconvolution des spectres par le logiciel CDSSTR (27) n’est pas présentée car I’hélicité calculée pour

la myoglobine libre n’est pas cohérente avec la structure connue de la protéine.

21s P Hélices *
o,
pH Hélices % Mb adsorbée sorbé

pH 6 85 % - -
pH 6 46 % 97 % 45 %
Mb + NP SiO, 7 nm pH 7,4 54 % 69 % 40 %
pH 8,7 80 % 12% 43%

Tableau 5-6. Pourcentage d’hélices de la myoglobine libre et adsorbée sur les NP de

silice 7 nm (Cyp = 6 mg/mL) en tampon 100 mM BisTris-HCI a pH 6, Phosphate a pH

7,4 et Tris-HCl a pH 8,7 calculée selon (16, 17). L’hélicité (*) est calculée pour la

myoglobine 100% adsorbée en fonction de la quantité de myoglobine adsorbée.
L’hélicité mesurée pour la myoglobine libre en solution est conforme a la structure de la myoglobine
(28), dans la limite des incertitudes liées a la mesure (7, 8 10, 11, 13, 14). La légere diminution de
I’hélicité mesurée a pH 8,7 est parfaitement compensée par une contribution de 12% au signal de la
myoglobine adsorbée, égale a la quantité de myoglobine adsorbée dans ces conditions. Aprés

soustraction du signal de la myoglobine adsorbée, le spectre de la myoglobine libre en présence des

NP n’est donc pas altéré lors de la mesure.

L'hélicité mesurée est pondérée par la quantité de myoglobine adsorbée pour permettre la
comparaison de la structure secondaire de la myoglobine adsorbée seule, sans contribution de la
protéine libre en solution : I'hélicité calculée est comprise entre 40 et 45% quelles que soient les
conditions de pH et de tampon. Si la quantité de myoglobine adsorbée et la constante d’adsorption
varient en fonction du pH (voir chap. 4, §3), la structure secondaire de la myoglobine adsorbée

semble identique quelles que soient les conditions et est caractérisée par une diminution de I'ordre
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de 50% de I’hélicité de la myoglobine. Une diminution de I’hélicité de la myoglobine a également été

observée lors de I'adsorption sur des NP d’oxyde de zirconium (29).

La perte d’hélicité de la myoglobine adsorbée est comparée a la perte de structure de la myoglobine
dénaturée rapporté dans la littérature : la perte d’hélicité est de 71% a 70°C et de 85% a pH 2 (30). La
perte d’hélicité lors de I'adsorption est moindre que celle observée lors de la dénaturation
irréversible de la myoglobine, ce qui rejoint les résultats obtenus sur I’'hémoglobine (voir §2.1).
Cependant, un surfactant, le SDS, occasionne une perte d’hélicité de 50% de la myoglobine lors de la
dénaturation (31). L’adsorption de la myoglobine sur les NP de silice a donc, en moyenne, un impact
équivalent au SDS en termes de déstructuration. La perte partielle de structure de la myoglobine
adsorbée rejoint I'hypothése d’'un « étalement » de la myoglobine sur la surface de silice lors de
I’adsorption, ce qui conduit a une plus grande surface occupée que celle estimée pour une protéine
native (voir §1). Toutefois, la myoglobine n’étant pas totalement déstructurée, cela suggére qu’une
certaine hétérogénéité de la surface prévaut également lors de I'adsorption, la NP n’étant pas

totalement couverte par les protéines (voir §1, Fig. 1-1).

Dans la myoglobine native, 112 des 153 acides aminés de la protéine se trouvent impliqués dans une
des huit hélices. Lors de I'adsorption, il y a donc de I'ordre de 56 acides aminés qui ne forment plus

d’hélices.

Du point de vue thermodynamique, I’enthalpie de formation d’une hélice est en moyenne de 2,8
kl.mol™ par acide aminé (pour la myoglobine) (32). La formation des hélices de la myoglobine est
ainsi favorisée par la diminution de ’enthalpie globale de la protéine d’environ 315 kJ.mol™ lors du
repliement. La perte de 50% des hélices correspondrait a une augmentation défavorable de
I’enthalpie de la protéine adsorbée d’environ 160 kl.mol™. Or I'adsorption de la myoglobine sur les
NP est caractérisée par une contribution enthalpique globalement favorable (réaction exothermique)
(voir chap. 4, §5), ce qui signifie que d’autres contributions favorables a I’adsorption contrebalancent
I"augmentation de I'enthalpie liée a la perte de structure, par exemple par formation d’interactions

électrostatiques entre myoglobine (Arg, Lys) et silice (SiO’).
Structure secondaire de la myoglobine désorbée

Afin de déterminer si la myoglobine, comme I’"hémoglobine, peut retrouver une structure native
apres désorption, la solution de myoglobine adsorbée sur les NP de silice 7 nm en tampon BisTris-HCl
a pH 6 a été dialysée contre un tampon Tris-HCl a pH 8,7 pour permettre sa désorption et I'étude de

sa structure.
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Contrairement a I’hémoglobine adsorbée sur les NP de silice 20 nm, la désorption de la myoglobine
des NP de silice 7 nm est partielle et dépend de la concentration du tampon. La myoglobine est
désorbée a 69% en tampon Tris-HCI 10 mM et a 87% en tampon 100 mM a pH 8,7. La myoglobine
désorbée dans ces deux conditions a été analysée par dichroisme circulaire aprées centrifugation des

NP et dilution des solutions en tampon Tris-HCI 10 mM pour I’analyse (Fig. 5-7).

Mb désorbée
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Figure 5-7. Spectres de dichroisme circulaire de la myoglobine libre (bleu) et

désorbée des nanoparticules de silice 7 nm en tampon Tris-HCl 10 mM (vert) et

Tris-HCl 100 mM (rose) a pH 8,7 (Cyy, = 10 uM)
La myoglobine désorbée en tampon Tris-HCl 100 mM retrouve une structure native, son spectre est
identique a celui de la myoglobine de référence. Au contraire, la myoglobine désorbée en tampon
Tris-HCI 10 mM présente une diminution de 12% de son hélicité aprés désorption : la protéine n’est
donc pas totalement restructurée aprés désorption. Le méme effet a été observé apres adsorption et
désorption de la myoglobine des NP de silice 20 nm dans ces deux conditions de tampon (perte
d’hélicité de 9% apres désorption en tampon 10 mM). Il semble qu’une désorption de la myoglobine
dans des conditions moins efficaces, ici une force ionique plus faible, ne permette pas une

restructuration compléte de la protéine.

Les spectres UV-visible de la myoglobine désorbée ont également été comparés (voir §4.2). Cette
observation ayant été faite en fin de thése, nous n’avons pas eu le temps de poursuivre cette étude a
I'aide d’autres techniques pour identifier si différentes populations de myoglobine plus ou moins
déstructurées étaient présentes (électrophoréese en conditions non dénaturantes, centrifugation
pour séparer les agrégats des protéines peu dénaturées) et quelles sont les régions de la myoglobine

désorbée qui restent déstructurées (par cartographie de surface ou par échange H/D par exemple).
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L’analyse de la structure secondaire de la myoglobine adsorbée par dichroisme circulaire ne permet
pas d’aller plus loin dans I'analyse de la structure de la protéine adsorbée, c’est-a-dire de déterminer
guels sont les résidus qui ne participent plus a la structure en hélice. Pour identifier les résidus en
interaction directe avec la surface et ceux qui ne forment plus d’hélice apres adsorption, d’autres
techniques d’analyse sont nécessaires afin de passer d’une analyse globale de la protéine adsorbée a
une analyse par acide aminé, telles que la RMN a deux dimensions (33), la mesure des échanges H/D
(34, 35), la digestion enzymatique (36) ou le marquage des surfaces d’interaction entre protéines au
sein d’un complexe par irradiation (37). C'est cette derniere méthode que nous avons développée

pour identifier les zones d’interactions de la myoglobine avec la surface de silice (voir §6).

2.3 Comparaison avec d’autres systemes d’adsorption protéine-silice

L’évolution de la structure secondaire de I’'hémoglobine adsorbée sur les NP de silice 20 nm et de la
myoglobine adsorbée sur les NP de silice 7 nm est similaire et caractérisée par une diminution
importante de I'hélicité de la protéine adsorbée de 40% pour I’hémoglobine et de 50% pour la
myoglobine. Les mécanismes d’adsorption des deux protéines semblent proches, en termes de
modifications de la structure secondaire de la protéine adsorbée. Ces observations sont en accord
avec un modele d’étalement de la protéine sur la surface lors de I'adsorption, a I’origine d’une perte
partielle de sa structure, méme si cela n‘implique pas nécessairement que toutes les régions

déstructurées de la protéine soient en interaction directe avec la surface.

Une perte partielle de la structure des protéines lors de I'adsorption sur la silice a également été
observée pour d’autres protéines, par exemple le lysozyme (16, 38), I'anhydrase carbonique (39), la
BSA (40, 41) ou I'immunoglobuline G (42). Or la structure secondaire de ces protéines est tres
différente : si la myoglobine, I’'hémoglobine, la BSA et le lysozyme sont des protéines globulaires
structurés principalement en hélices, I'immunoglobuline G et I'anhydrase sont quant a elles
structurées principalement en feuillets-B. Pourtant dans les deux cas, la structure secondaire de la
protéine est altérée apres adsorption sur la silice. L'organisation d’une protéine en hélices ou en

feuillets n’est donc pas un frein a I'adsorption sur une surface de silice.

Toutefois, un phénoméne exactement opposé peut étre observé lors de I'adsorption d’un peptide
synthétique (YARQQRAEARQQRAHARQKRAEARQQRA) dont la séquence a été élaborée de facon a
conduire a la formation d’hélice lors de I'adsorption, grace aux interactions entre arginine et silice
(43). Cette étude montre que les résidus arginine peuvent étre de véritables points d’ancrage du

peptide sur la silice, ici a I'origine de sa structuration.
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Pour expliquer la perte de structure observée ici, on peut rappeler que I'étude de I'adsorption des
protéines de levure sur les NP de silice (voir chap. 4, §7.2) a montré que les résidus basiques jouaient
un réle important lors de I'adsorption en permettant la formation d’interactions électrostatiques
entre la charge positive des résidus et la charge négative des silanols de la surface. Les interactions
électrostatiques entre acides aminés basiques et silice pourraient également expliquer I'absence
d’adsorption et la désorption a pH 9 (les résidus basiques sont en partie déprotonés et la protéine se
« décroche » plus facilement de la surface) et la réversibilité des modifications observées avec le
repliement en structure native de la protéine apres désorption. Il est donc probable que les résidus
basiques de la myoglobine jouent le méme role de point d’ancrage sur les NP de silice, ce qui peut
générer des forces de tension sur la structure secondaire et une distorsion de celle-ci lors de

I’adsorption.

2.4 Quellien entre résidus basiques, adsorption et perte d’hélicité ?

Dans cette discussion, nous faisons I'hypothese qu’il existe un lien entre adsorption sur la silice par

les résidus basiques et déstructuration d’une partie de la myoglobine adsorbée.

La myoglobine compte 19 résidus lysine et 2 résidus arginine. La répartition de ces résidus dans la

myoglobine est présentée ci-dessous (tableau 5-7).

‘ Structure Lysine Arginine ‘
Hélice-a A K16
Hélice-a B R31
Hélice-3,, C K42
Coude 3,,CD K45, K47, K50
Hélice-a D K56
Hélice-a E K62, K63
Coude B EF K77, K78, K79
Hélice-a F K87, K96
Hélice-a G K102, K118
Coude B GH
Hélice-a H K133, K145, K147 R139
Désordonnée K98

Tableau 5-7. Répartition des acides aminés basiques, lysine et arginine, au sein de
la structure secondaire de la myoglobine (28, 44). L’histidine qui n’est par chargée
a pH 6 et 7,4 n’est pas prise en compte dans les acides aminés basiques.
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Lors de I'adsorption sur les NP de silice 7 nm, la myoglobine perd 50% de sa structure en hélice, sans
qgue I'on puisse dire si I'ensemble des hélices est partiellement déstabilisée ou si quelques hélices
sont plus affectées que d’autres. Si 'on se base sur les interactions électrostatiques entre résidus
basiques et silice, il est logique de penser que les hélices les plus riches en résidus basiques sont

celles qui interagissent le plus avec la surface, telles que les hélices E, G et H (Fig. 5-8).

Figure 5-8. Représentation des 19 résidus lysine (rouge) et des
(jaune) au sein de la structure de la metmyoglobine de cceur de cheval, d’aprés
1YMB.pdb (28). L’héeme est représenté en vert (Pymol).

Un autre site favorable a I'adsorption est composé des résidus lysine K77, K78 et K79 (coude EF) qui
forment un groupe de trois résidus chargés positivement et pourraient interagir fortement avec la
silice du fait de cette concentration de charge. Lundqvist a montré que lors de I'adsorption de
I’'anhydrase carbonique sur des NP de silice, une région contenant trois lysine successives était
directement impliquée dans I'adsorption de la protéine sur la surface (la protéine adsorbée est
digérée par une enzyme et les fragments manquants sont supposés étre en interaction avec la
surface) (36). D’autre part, lors de I"adsorption du lysozyme sur I’hydroxyapatite, un site de fixation
comprenant deux arginine et deux lysine a été identifié, ces acides aminés jouant un réle important
au cours de l'adsorption de la protéine sur la surface (33). Enfin, les protéines de levure
préférentiellement adsorbées sur les NP de silice sont plus riches en clusters de charges que les
protéines non adsorbées (voir chap. 4, §7.2). De méme, au sein de I'hélice H les quatre résidus
basiques sont séparés seulement par un a cinq autres résidus. Si plusieurs de ces résidus

interagissent avec la surface, alors I’hélice les contenant pourrait étre déstabilisée.
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Les résultats de protéomique (voir chap. 4, §7.3) suggérent que les sites hydrophobes bien structurés
sont peu favorables a I'adsorption. On peut se demander si la cavité hydrophobe contenant I’heme
serait moins déformable et moins sensible a I'adsorption sur la silice que d’autres régions de la

myoglobine.

La poche hydrophobe de I’'heme est formée par les hélices B, C, G et ses parois sont formées par les
hélices E et F (45). Certains résidus de I’hélice C et des coudes CD et FG sont liés a I’héme via leurs
chaines latérales (4). Les hélices A, G et H forment de facon plus générale le coeur hydrophobe
compact de la myoglobine (46). L'heme contient également deux groupements propionate chargés
négativement : le premier est tourné vers I'extérieur et forme un pont salin avec le résidu lysine K45
situé sur le coude CD, tandis que le second forme des liaisons hydrogene avec les résidus sérine S92
et histidine H97 situés sur I'hélice F. Les hélices entourant ’héme sont-elles désorganisées lors de
I’adsorption ou au contraire préservées ? Buijs a montré par échange H/D que la structure de la
myoglobine autour de ’heme n’était pas ou peu déstabilisée lors de I'adsorption sur les NP de silice
(fumée de silice de 11 nm), contrairement aux hélices A et H, et a une partie des hélices B et G, qui
perdent en stabilité structurale (47). Cependant, leurs résultats indiquent également qu’une zone
plus large, comprenant les hélices C, D et une partie de I'hélice E (I'étude ne permet pas d’étudier
individuellement les hélices), qui forment bel et bien une partie de la cavité hydrophobe de I'héme,
présentent une forte augmentation de I’'hétérogénéité de structure lors de I'adsorption. Or le coude
CD et le coude EF sont particulierement riches en acides aminés basiques : une adsorption non
spécifique et multisite, ou plusieurs régions riches en résidus basiques peuvent interagir avec la
surface de silice, pourrait expliquer la plus grande hétérogénéité de conformation de cette région

aprés adsorption.

On peut noter que nous n’avons pas observé de relargage de I’héme lors de I'adsorption de la
myoglobine et de I’hémoglobine sur les NP de silice, ce qui montre que l'intégrité des protéines est

conservée.

3. Stabilité de la myoglobine adsorbée sur la silice

3.1 Température et enthalpie de dénaturation

La stabilité en température de la myoglobine adsorbée sur la silice a été comparée a celle de la
myoglobine libre en solution. La température et I'enthalpie de dénaturation de la myoglobine libre et
adsorbée sur les NP de silice 7 nm ont été mesurées par microcalorimétrie DSC au laboratoire PAPC

de I'Université de Bourgogne. La microcalorimétrie requiert une concentration élevée en protéine
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(plusieurs mM) ce qui nécessiterait des concentrations trés élevées en tampon et perturberait notre

systeme. Nous avons choisi de travailler sans tampon pour ne pas perturber la mesure.

Ces mesures sont complémentaires de I'analyse de la dynamique de la myoglobine adsorbée,
réalisée par diffusion incohérente de neutrons (voir chap. 6) sur une solution concentrée en
myoglobine et préparée dans D,0. Par soucis d’homogénéité, les mesures par microcalorimétrie DSC
et par diffusion de neutrons ont été réalisées sur les mémes échantillons : myoglobine libre et
myoglobine adsorbée sur les NP de silice 7 nm en solution dans D,0. L’adsorption de la myoglobine

n’est par ailleurs pas modifiée dans D,0.

Les thermogrammes de dénaturation en température de la myoglobine libre et adsorbée sur les NP

de silice 7 nm dans D,0 ont été mesurés de 20 a 100°C (Fig. 5-9).

Flux de chaleur (W/g, )

réaction
endothermique

40 60 80 100
Température (°C)
Figure 5-9. Thermogrammes de la myoglobine libre (bleu) et adsorbée sur les
nanoparticules de silice 7 nm (rouge) dans une solution de D,0. Les lignes de base

utilisées pour l'intégration des thermogrammes et le calcul de I'enthalpie de
dénaturation sont représentées en pointillés.

La dénaturation de la myoglobine libre s’Taccompagne d’un pic étroit de transition de 66 a 82 °C avec
une température de dénaturation Ty = 73,6 £ 0,2 °C, tandis que la dénaturation de la myoglobine
adsorbée sur la silice s’"accompagne d’une transition beaucoup plus large de 35 a 100°C avec un pic
de dénaturation peu marqué a Ty = 70,1 + 1,0 °C. Les transitions observées sont irréversibles dans les
deux cas. Interpréter des données thermodynamiques hors équilibre est possible si I'on fait

I’'hypothese que la variation de chaleur mesurée est due principalement aux effets de dénaturation
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de la protéine, c’est-a-dire que les variations de chaleur liées aux modifications irréversibles de la

protéine dénaturée, tels que I'agrégation, sont mineures comparées a la dénaturation (48).

La température de dénaturation de la myoglobine adsorbée sur les NP de silice est en moyenne plus
faible de 3,5°C par rapport a celle de la myoglobine libre, ce qui montre une diminution de la stabilité
de la myoglobine adsorbée, et s"accompagne d’un étalement important de la zone de transition.
Pour évaluer la différence d’énergie nécessaire pour dénaturer la myoglobine libre et adsorbée, la
variation d’enthalpie associée a la dénaturation est calculée a partir de l'intégration du pic de

dénaturation, ce qui permet de prendre en compte I’'ensemble des conformations (tableau 5-8).

T4 (°C) ‘ AH, (k)/mol)
Mb libre 73,6 £0,2 440+ 30
Mb adsorbée 70,1+1,0 290 + 30

Tableau 5-8. Température et enthalpie de dénaturation de la myoglobine libre et
adsorbée sur les nanoparticules de silice 7 nm en solution D,0 calculées a partir de
trois expériences indépendantes

L’enthalpie de dénaturation de la myoglobine adsorbée est une fois et demie plus faible que celle de
la myoglobine libre. Un apport d’énergie plus faible permet de dénaturer I'ensemble des molécules
de myoglobine adsorbées sur les NP de silice. Une diminution aussi importante de I’'enthalpie de

dénaturation a aussi été rapportée pour le lysozyme adsorbé sur une surface de silice (49).

La diminution de I’enthalpie de dénaturation de la myoglobine adsorbée peut étre expliquée soit par
une diminution de la stabilité de I'état initial (a 25°C), soit par une augmentation de la stabilité de
I'état final (a 73°C) (50). Ces deux hypothéses correspondent a deux mécanismes distincts: la
déstabilisation de la myoglobine adsorbée a 25°C comparée a la myoglobine libre native d’une part,
I'augmentation de la stabilité de la myoglobine adsorbée dénaturée et donc une différence de

structure entre myoglobine dénaturée libre et adsorbée d’autre part (Fig. 5-10).
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Figure 5-10. Schéma représentant les deux mécanismes possibles pouvant
expliquer la diminution de I'enthalpie de dénaturation de la myoglobine adsorbée
sur les NP de silice 7 nm

La perte importante d’hélicité de la myoglobine adsorbée sur les NP de silice mesurée par dichroisme
circulaire, qui correspond a une rupture de liaisons hydrogene intramoléculaires, peut expliquer la
diminution de la stabilité de la myoglobine adsorbée a 25°C, confirmée par la diminution de la
température de dénaturation de la myoglobine, et conduire a la diminution de I'enthalpie de
dénaturation. Un comportement intermédiaire, dans lequel la myoglobine adsorbée dénaturée est

stabilisée, est également possible.

Des comportements assez différents sont toutefois observés en fonction du type de protéine et de
surface. La stabilité thermique de la RNase, du lysozyme, de la B-lactoglobuline, de I'a-lactalbumine,
de I'a-chymotrypsine et de la cutinase diminue effectivement aprés adsorption sur la silice (51, 52) et
cela peut étre associé a une diminution de la structuration des protéines adsorbées (48). Au
contraire, la stabilité thermique de la BSA adsorbée sur la silice semble nettement augmentée et
aucune transition liée a la dénaturation n’est observée jusqu’a une température de 90°C (41).
Pourtant la BSA perd également une fraction de ses hélices-a lors de I'adsorption. D’aprés Giacomelli
et Norde, I'adsorption de la BSA sur la silice se traduit a la fois par une perturbation de sa structure
(la perte d’hélicité) et par I'apparition d’interactions intermoléculaires entre molécules adsorbées sur
la surface (un gain d’enthalpie), interactions qui renforceraient la stabilité de la protéine. Enfin, lors

de I'adsorption de I'a-chymotrypsine sur une surface hydrophobe de Téflon, la protéine gagne en
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structure (augmentation de I’hélicité) et gagne en stabilité thermique, aucune transition n’étant
visible jusqu’a une température de 100°C (48). Cela suggére que l'augmentation des interactions
intramoléculaires liée a la réorganisation de la protéine lors de I'adsorption peut également conduire

a une plus grande stabilité thermique.

L’élargissement important de la zone de dénaturation en température de la myoglobine montre que
plusieurs conformations coexistent (48, 51, 52) et sont plus ou moins stables, certaines devenant
sensibles a la dénaturation dés 35°C, alors que d’autres persistent jusqu’a 80°C. Alors que les
mesures par dichroisme circulaire ou par spectroscopie donnent un spectre moyen de la protéine
adsorbée, cette observation est la premiere a montrer une hétérogénéité de conformations de la
myoglobine adsorbée sur les NP de silice. Ce résultat montre également la limite des mesures
moyennes de structure dans le cas des protéines adsorbées sur une surface, qui peuvent masquer
une hétérogénéité de population. La structure de la myoglobine adsorbée sur la silice ne peut donc
pas étre représentée par une image figée, mais correspond a un ensemble de conformations de la

protéine.

L'hétérogénéité des conformations pourrait laisser penser a une interaction plutét non spécifique
entre myoglobine et silice, ou les sites d’interaction de la protéine avec la surface peuvent varier (par
exemple via des clusters de résidus basiques), mais pourrait également correspondre a une
adsorption spécifique sur une surface hétérogene, ou les sites d’adsorption varient. Il est trés difficile
de travailler sur une surface parfaitement homogene pour s’affranchir de cet effet de surface, et
guasi impossible dans le cas des nanoparticules, qui présentent des défauts et des inhomogénéités a

leur surface.

Une diminution de la stabilité en température associée a une augmentation du nombre d’états ou de
conformations de la protéine adsorbée a également été observée lors de I'adsorption de la
myoglobine sur une surface de silice (51) et des NP d’oxyde de zirconium (29), de la chymotrypsine
sur une surface de silice (48), du lysozyme et de la RNase sur des NP de silice (52) et de la BSA sur une

surface d’hydroxyde d’aluminium (53).

3.2 Quelle relation entre adsorption, perte de structure et
dénaturation ?

La microcalorimétrie ITC, la microcalorimétrie DSC et le dichroisme circulaire nous ont permis
d’observer indépendamment : 1) une adsorption favorisée de la myoglobine sur les NP de silice, 2)
une perte partielle de structure, 3) une diminution de la stabilité en température de la myoglobine

adsorbée. Quel lien peut-on faire entre perte d’hélicité et adsorption exothermique de la
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myoglobine, qui correspondent a des variations d’enthalpie a priori opposées ? L’adsorption et la

dénaturation de la myoglobine sont-elles comparables ou s’agit-il de mécanismes différents ?

Nous pouvons comparer les variations d’enthalpie d’adsorption, de dénaturation et de
déstructuration de la myoglobine adsorbée sur les NP de silice a partir des mesures ITC (voir chap. 4,

§5), DSC (voir §3.1) et de dichroisme circulaire (voir §2.2).

Déstructuration de la myoglobine et enthalpie d’adsorption favorable

La déstructuration de la myoglobine lors de I'adsorption s’accompagne de la rupture de liaisons
hydrogene intramoléculaires et génere une contribution enthalpique défavorable a I'adsorption.
Nous avons calculé précédemment que la perte d’hélicité de 50% de la myoglobine adsorbée
correspondait & une contribution enthalpique défavorable de 160 kJ.mol™, tandis que la variation

globale d’enthalpie lors de I’adsorption, mesurée par ITC, est de -16,1 kJ.mol™.

Pour définir quels types d’interaction entre protéine et silice peuvent contrebalancer la variation
enthalpique défavorable induite par la perte d’hélicité, nous nous sommes intéressés aux enthalpies
de liaison des acides aminés avec la silice estimées par Gromovoy pour tous les résidus sauf basiques
(54). L'enthalpie de liaison de la lysine avec la silice a été estimée par simulation numérique par

Latour (55) (tableau 5-9).
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Enthalpie de

Composition Mb

Résidu liaison résidu-silice
& (k).mol™) (54, 55)

Ala 9,8 -1,4

Arg 1,3 nd

Asn 1,3 -0,97

Asp 5,2 -4,4

Cys 0 -1,5

Gln 3,9 -2,1

Glu 8,5 -1,6

Gly 9,8 2,2

His 7,2 nd

lle 5,9 nd

Leu 11,1 -2,5

Lys 12,4 -25,1

Met 1,3 -3,2

Phe 4,6 -6,0

Pro 2,6 -5,8

Ser 3,2 -0,55

Thr 4,6 -1,5

Trp 1,3 -2,9

Tyr 1,3 -1,66

Val 4,6 -3,1

-2,5 kl.mol*
Moyenne pondérée (Mb) par résidu
(sans Arg et Lys)

Tableau 5-9. Enthalpie de ligison des acides aminés sur une surface de silice
d’apres (54) pour tous les résidus sauf basiques et d’aprés (55) pour la lysine

L'enthalpie de liaison des résidus basiques sur la silice est un ordre de grandeur supérieure a celle
des autres résidus grace a la formation d’interactions électrostatiques fortes. L'enthalpie de liaison
de la myoglobine avec la silice peut étre estimée en suivant deux hypotheéses : i) une adsorption non
spécifique dans laquelle de nombreux résidus de surface interagissent avec la silice, par exemple via
des liaisons hydrogéne, ii) une adsorption pilotée par les interactions entre quelques résidus

basiques et silice, via la formation d’interactions électrostatiques fortes (56-60).

Dans le premier cas, la contribution moyenne pondérée par la composition de la myoglobine est de

-2,5 kJ.mol™ par résidu. Le nombre de résidus en interaction avec la silice est estimé a 30, grace a la
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mesure de la densité d’état vibrationnelle de la myoglobine adsorbée par diffusion incohérente de
neutrons, présentée dans le chapitre suivant (voir chap. 6, §3). Si 30 résidus sont impliqués, cela
représente une contribution favorable 3 I'adsorption de I'ordre de -75 kl.mol™. Dans le cas d’une
interaction non spécifique entre myoglobine et silice, la contribution enthalpique favorable ne

permet de compenser la variation défavorable de 160 kJ.mol™ liée a la perte d’hélicité.

Au contraire, l'interaction de 7 lysine avec la silice sur les 19 lysine de la myoglobine, permet de
rendre compte de la variation totale d’enthalpie, c’est-a-dire de compenser la variation défavorable
de 160 kJ.mol™ et de permettre une contribution favorable de -16,1 kJ.mol™. Cette estimation est
réalisée pour la lysine car son enthalpie de liaison avec la silice est connue. L’enthalpie de liaison de
I'arginine avec la silice est probablement du méme ordre de grandeur par analogie, et on peut
estimer que la fixation de 7 résidus basiques sur la surface de silice peut rendre compte de la

variation d’enthalpie favorable de la myoglobine sur les NP de silice.

Enthalpie d’adsorption de la myoglobine dénaturée

La comparaison de I'enthalpie d’adsorption de la myoglobine native et de 'enthalpie de dénaturation
de la myoglobine libre et adsorbée nous permet d’estimer I'enthalpie d’adsorption de la myoglobine

dénaturée (Fig. 5-11).

Adsorption Mb
dénaturée
Mb dénaturée

- 166 ki/mol
N \
Mb adsorbée
dénaturée
N
dénaturation
+ 440 kJ/mol
dénaturation
+ 290 ki/mol
. adsorption B
Mb libre > Mb adsorbée

-16,1 kJ/mol

Figure 5-11. Estimation de I'enthalpie d’adsorption a 70°C de la myoglobine
dénaturée en fonction de I'’enthalpie d’adsorption de la myoglobine native et de
I’enthalpie de dénaturation de la myoglobine libre et adsorbée sur les NP de silice
7 nm

Alors que I'enthalpie d’adsorption de la myoglobine native est de -16,1 ki.mol™ (3 25°C), 'enthalpie

d’adsorption de la myoglobine dénaturée est estimée a -166 kJ.mol™ (& 74°C). l’adsorption de la
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myoglobine dénaturée serait donc fortement favorisée. Une mesure de |'isotherme d’adsorption de
la myoglobine dénaturée sur la silice permettrait de confirmer ou non cette hypotheése et de mesurer
la constante d’adsorption K dans ces conditions. De plus, une quantité de protéine adsorbée
beaucoup plus importante a 70°C qu’a 20°C a été rapportée lors de I'adsorption de la SNase et du

lysozyme sur une surface de silice (49).

Un dernier point de discussion concerne la différence ou la ressemblance entre I'état dénaturé (en
température) et I'état adsorbée de la myoglobine. Notre étude a montré que : 1) la perte d’hélicité
de la myoglobine adsorbée est moins importante que celle associée a la dénaturation, 2) I'héme n’est
pas affecté par I'adsorption, 3) la modification de structure est hétérogene au sein de la myoglobine
adsorbée et entre molécules de myoglobine avec une plus grande distribution de populations, 4) la
stabilité de la myoglobine adsorbée dénaturée pourrait différer de celle de la myoglobine libre
dénaturée. Du point de vue structural, I’état adsorbé de la myoglobine montre plusieurs différences

avec I'état dénaturé, auquel il est pourtant souvent assimilé.

Nous allons maintenant nous intéresser plus spécifiquement a ’heme et étudier sa structure et ses

propriétés électroniques apres adsorption des hémoprotéines sur les NP de silice.

4. L’héme, site actif de la myoglobine et de 'hémoglobine

L'heme, formé d’une porphyrine et d’un atome de fer, constitue le site actif des hémoprotéines (Fig.

5-12).

(CHZ).CO,H

(CH2),CO,H

Figure 5-12. Structure de I’heme de la metmyoglobine, complexe entre une
protoporphyrine IX et un atome de fer (61). Fe*" est coordiné aux 4 atomes d’azote
des noyaux pyrroles, a un azote du résidu histidine H93 et a une molécule d’eau ou
un groupement hydroxyle en fonction du pH de la solution
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Une modification de la structure de I’héme ou de son environnement peut entrainer une variation de
I'activité de fixation de I'oxygene de I’"hémoglobine ou de ligands de la metmyoglobine. Grace a la
présence d’un atome de fer, physico-chimie et structure de I’héme peuvent étre sondés
spécifiqguement afin de déterminer si le site actif de la myoglobine et de ’hémoglobine est modifié

lors de I'adsorption de ces protéines sur les NP de silice.

4.1 Hémoglobine et nanoparticules de silice 20 nm

Les nanoparticules de silice n’absorbent pas la lumiere mais la diffusent, ce qui entraine une perte
d’information spectroscopique. Les mesures par spectroscopie UV-visible de ’'hémoglobine adsorbée
sur les NP de silice deviennent ainsi de plus en plus bruitées lorsque la concentration en NP de la
solution augmente. Pour améliorer la qualité des spectres, nous avons utilisé une sphere
d’intégration qui permet de collecter toute la lumiere diffusée par I'échantillon (voir chap. 2, §4.1).
Les spectres UV-visible de I'oxyhémoglobine libre et adsorbée sur les NP de silice 20 nm ont de cette

facon pu étre mesurés avec une bonne résolution de 250 a 700 nm (Fig. 5-13, page suivante).

Les spectres UV-visible de I'oxyhémoglobine libre et de I'oxyhémoglobine adsorbée sur les NP de
silice 20 nm présentent les mémes bandes d’absorption de la lumiére : a 273 nm, 345 nm, 414 nm,
541 nm et 576 nm. Aucun décalage en longueur d’onde des pics caractéristiques d’absorption de
I’oxyhémoglobine n’est observé. L'intensité des pics est identique dans la région de 520 a 700 nm et
est légérement supérieure pour I'oxyhémoglobine adsorbée comparée a I'oxyhémoglobine libre de
250 a 520 nm. La différence d’absorbance est observée sur 'ensemble du domaine et est d’autant
plus importante que la longueur d’onde est proche de I'UV et que la concentration en NP est

importante.

Par ailleurs, les différences d’absorbance observées sont identiques a pH 6, pH 7,4 et pH 8,7. Puisque
I’'hémoglobine n’est pas adsorbée sur la silice a pH 8,7, les différences d’absorbance observées sont
un artefact de mesure d{ aux NP en solution. Une partie de la lumiere diffusée par les NP n’est pas
collectée par la sphére d’intégration et est donc « perdue », ce qui explique la Iégére augmentation
de I'absorbance mesurée, en particulier dans la région proche de I'UV ou la diffusion est plus

importante.
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Figure 5-13. Spectres UV-visible de I'oxyhémoglobine libre (bleu) (Cy, = 10 uM) et
adsorbée sur les nanoparticules de silice 20 nm a une concentration de 4 mg/mL
(orange) et de 7 mg/mL (rouge) en tampon 10 mM BisTris-HCl a pH 6 (a), en
tampon Phosphate a pH 7,4 (b) et en tampon Tris-HClI a pH 8,7 (c).
L’oxyhémoglobine n’est adsorbée sur la silice qu’a pH 6 et a pH 7,4. Les spectres
sont normalisés a 576 nm pour corriger des différences de concentration.
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La position des pics (en particulier le pic du Soret) est particulierement sensible a la structure
électronique de I’'héme (62). Les bandes d’absorption a 414 nm, 541 nm et 576 nm sont dues aux
transitions électroniques de I’héme. Aucun décalage en longueur d’onde du pic du Soret n’est
observé. Le rapport d’intensité entre les bandes d’absorption a 541 et 576 nm est identique etil n’y a
aucune augmentation de I'absorption a 630 nm ce qui signifie qu’il n’y a pas d’oxydation lors de
I’adsorption sur la silice (63). Le pic d’absorption centré a 275 nm est associé aux transitions
électroniques 1t - mt* des résidus aromatiques de la globine. Le pic d’absorption a 345 nm est associé
aux liaisons héme-histidine. Dans les deux cas, aucune modification du spectre n’est associée a
I’adsorption : les liaisons entre héme et globine ne semblent pas affectées par I'adsorption sur la

silice.

Hémoglobine désorbée

Le spectre d’absorption UV-visible de I"oxyhémoglobine aprés désorption en tampon Tris-HCI 100

mM a pH 8,7 a été mesuré (Fig. 5-14).

1,0
Hb désorbée
0,8 -
0,6 -

0,4

Absorbance (ua)

0.2

0,0 T T T 7
300 400 500 600 700

Longueur d'onde (nm)

Figure 5-14. Spectres UV-visible de I'oxyhémoglobine libre (bleu) et désorbée des
nanoparticules de silice 20 nm (vert) en tampon Tris-HCl 100 mM a pH 8,7. Les
spectres sont normalisés a 576 nm pour corriger de légers effets de concentration.

Aucune différence entre oxyhémoglobine désorbée et oxyhémoglobine native n’est observée,
quelles que soient les conditions initiales d’adsorption, c’est-a-dire en tampon BisTris-HCI, en tampon
Phosphate ou dans I'eau. Les conditions de désorption n’induisent donc pas de modification ou
d’oxydation de I’'héme et préservent également la structure secondaire de I'oxyhémoglobine (voir

§2.1).
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La spectroscopie UV-visible ne montre pas de modification de la structure électronique de I’héme
lors de I'adsorption de I'oxyhémoglobine sur les nanoparticules de silice. Nous n’avons pas non plus
observé de différence entre les spectres de la déoxyhémoglobine libre et adsorbée sur les NP de
silice (voir chap. 2, §6.2). Cependant, cela ne signifie pas que I'activité de I'hémoglobine reste
inchangée aprés adsorption, en particulier compte-tenu des importantes modifications de structure

observées. L’étude de I'activité de I’"hémoglobine adsorbée sur les NP de silice est présentée dans le

chapitre 7.

4.2 Myoglobine et nanoparticules de silice 7 nm

Nous travaillons sur la metmyoglobine, dont I'activité sera testée par la fixation de deux ligands,
azoture et imidazole (voir chap. 7, §1), car la forme native de la myoglobine purifiée est trés instable
et le fer est oxydé de facon irréversible pendant la purification. Le spectre visible de la

metmyoglobine dépend du pH de la solution, notamment dans le domaine 450-700 nm (Fig. 5-15).

0,6

aquometMb +
hydroxymetMb

Absorbance (ua)
o
w

aquometMb
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Figure 5-15. Spectres visible de la metmyoglobine en tampon 100 mM BisTris-HCI

a pH 6 (vert), Phosphate a pH 7,4 (bleu) et Tris-HCl a pH 8,7 (rouge) (Cy, = 50 uM).

Les formes aquometMb (ligand H,0) et hydroxymetMb (ligand HO’) sont en

équilibre
La metmyoglobine peut étre sous forme aquometMb (ligand H,0) ou hydroxymetMb (ligand HO").
L’équilibre associé a un pKa de 9,04 + 0,03 a 20°C (metmyoglobine de coeur de cheval) (64). A pH 6 et
a pH 7,4, la metmyoglobine est majoritairement sous forme aquometMb, tandis qu’a pH 8,7 les

formes aquometMb (66%) et hydroxymetMb (33%) sont toutes deux présentes (voir chap. 2, §4.1).
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Les spectres UV-visibles de la metmyoglobine libre et adsorbée sur les NP de silice 7 nm a pH 6 et a

pH 7,4 ainsi que celui de la metmyoglobine majoritairement non adsorbée en présence des NP de

silice a pH 8,7 ont été mesurés a I'aide de la sphére d’intégration (Fig. 5-16).
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Figure 5-16. Spectres UV-visible de la metmyoglobine libre (bleu) (Cyy, = 10 uM) et
adsorbée sur les nanoparticules de silice 7 nm a une concentration de 7 mg/mL
(rouge) en tampon 100 mM BisTris-HCI a pH 6 (a), en tampon Phosphate a pH 7,4
(b) et en tampon Tris-HCIl a pH 8,7 (c). La myoglobine est adsorbée a 90% sur la
silice a pH 6 et 7,4 et n’est pas adsorbée a pH 8,7.
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Les spectres de la metmyoglobine adsorbée a pH 6 et a pH 7,4 ne présentent aucun décalage en
longueur d’onde des bandes d’absorption, situées a 277, 409, 503 et 630 nm. De méme aucun
décalage en longueur d’onde des bandes d’absorption n’est observé en présence des NP a pH 8,7.
Cela montre clairement que I'équilibre entre aqguometMb et hydroxymetMb n’est pas modifié lors de

I’adsorption.

Une augmentation de I'absorbance dans la région proche UV est par contre visible sur I'ensemble des
spectres de la myoglobine en présence de NP. Cette augmentation est identique a pH 7,4
(metmyoglobine adsorbée) et a pH 8,7 (metmyoglobine adsorbée), elle ne provient donc pas d’'une
modification du spectre de la metmyoglobine adsorbée. Comme pour I’'hémoglobine, 'augmentation
de I'absorbance dans la région proche UV est certainement liée a la diffusion de la lumiere par les NP

de silice en suspension (voir §3.1).

Le spectre de la metmyoglobine adsorbée a pH 6 présente toutefois une nette augmentation de
I’absorbance a 277 nm, plus importante qu’a pH 7,4 ou a pH 8,7 (Fig. 5-13a). Cette absorbance peut
étre due soit a la diffusion de la lumiere par des agrégats a pH 6, soit a une modification du spectre
de la metmyoglobine adsorbée. En effet, I'absorption a 277 nm est associée aux transitions
électroniques m = 1* des résidus aromatiques de la myoglobine et des modifications structurales de
de la metmyoglobine peuvent s’accompagner d’une augmentation de I'absorption des résidus
aromatiques (65). La perte d’hélicité de la metmyoglobine lors de I'adsorption pourrait ainsi se
traduire par un changement de I'environnement des résidus aromatiques, de leur exposition et donc

de leur absorption.

La diffusion de la lumiére est caractérisée par une dépendance en longueur d’onde de type 1/A°,
tandis que I'absorbance des résidus aromatiques est centrée a 277 nm dans nos conditions. Pour
déterminer quel effet est en jeu, les spectres de la metmyoglobine libre et adsorbée a pH 6 ont été
soustraits : la composante principale est dépendante en longueur d’onde, ce qui indique que
I"augmentation d’absorbance observée est due a la diffusion de la lumiere, et probablement a une
plus grande agrégation des NP en suspension en tampon BisTris-HCl a pH 6. Une agrégation de la
myoglobine semble peu probable car la protéine adsorbée est toujours capable de fixer un ligand

(voir chap. 7).

Comme pour I'"hémoglobine, I'adsorption de la metmyoglobine sur les NP de silice ne semble pas
affecter les ligands du fer et la configuration électronique de I’'héme. A la vue de ces résultats, le site

actif de la metmyoglobine ne semble pas altéré par I'adsorption sur les NP de silice 7 nm.
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Myoglobine désorbée

Le spectre d’absorption UV-visible de la metmyoglobine a été mesuré apres désorption partielle des
NP de silice 7 nm a pH 8,7 en tampon Tris-HCl a une concentration de 10 mM (69% de myoglobine

désorbée) et de 100 mM (87% de myoglobine désorbée) (Fig. 5-17).
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Figure 5-17. Spectres UV-visible de la metmyoglobine libre (bleu) et désorbée des

nanoparticules de silice 7 nm (vert) en tampon Tris-HCl 10 mM (a) et 100 mM (b) a

pH 8,7
Une légere diffusion, marquée par une augmentation de I'absorption vers I'UV, est observée pour la
solution de myoglobine désorbée en tampon Tris-HCl 10 mM, tandis qu’aucune différence avec la
myoglobine native n’est observée pour la myoglobine désorbée en tampon Tris-HCI 100 mM. Puisque
les solutions ne contiennent plus de NP, la diffusion est probablement due a I'agrégation de certaines
molécules de myoglobine aprés désorption en tampon 10 mM. Une augmentation similaire de
I"absorbance de la myoglobine dans I'UV a été observée aprés la dénaturation de la myoglobine
entre 75 et 95°C (31), ce qui renforce I’'hypothése d’une agrégation de certaines protéines liées a une

modification irréversible de leur structure.
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Cette observation est cohérente avec la mesure en dichroisme circulaire, qui montrait une perte
d’hélicité de 12% de la myoglobine désorbée en tampon 10 mM. L’observation d’'une modification en
partie irréversible de la myoglobine demanderait a étre étudiée plus avant, ce qui n’a pas pu étre

réalisé pendant la these. De plus, une modification aussi faible peut étre délicate a analyser.

Les configurations électroniques du fer de la metmyoglobine et de I’"hémoglobine semblent peu
affectées par I'adsorption des protéines sur les NP de silice. Cependant, certaines incertitudes
demeurent, liées a la diffusion de la lumiere par les solutions analysées. D’autres techniques
spectroscopiques peuvent permettre de sonder les propriétés du fer, tout en s’affranchissant d’un
effet optique de diffusion de la lumiére, comme la spectroscopie Mdssbauer du °’Fe, ou la
spectroscopie d’absorption X au seuil du fer qui permet de mesurer les propriétés électroniques du
fer plus finement que la spectroscopie UV-visible. Nous avons testé la possibilité d’appliquer la

spectroscopie XANES a I'étude des hémoprotéines adsorbées sur les NP de silice.

4.3 Application de la spectroscopie d’absorption X aux hémoprotéines
adsorbées

La spectroscopie d’absorption X autour de I'énergie du seuil K d’absorption du fer (7112 eV) excite
spécifiquement les électrons de la couche K du fer : seul I'environnement local du fer est sondé, et

non celui des atomes de silice, de carbone, d’oxygene, d’azote et de soufre également présents.

XANES au seuil du fer

Nous avons analysé la partie XANES (X-ray Absorption Near Edge Structure) des spectres, qui permet
de sonder les propriétés électroniques du fer des hémoprotéines (Fig. 5-18), notamment son état

d’oxydation et son état de spin (66, 67), ainsi que la géométrie locale de son site.

Nous n’avons pas étudié la partie EXAFS (Extended X-ray Absorption Fine Structure) associée aux
interactions entre I'atome de fer et ses proches voisins car le signal mesuré était trop bruité pour ce

type d’étude.
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Figure 5-18. Représentation schématique des transitions électroniques observées
au seuil K d’absorption du fer. La transition 1s = 4p est la plus intense et
correspond a la créte des spectres XANES. Les transitions 1s - 3d et 1s - 4s
correspondent au pré-seuil et a I’épaulement de la créte respectivement.

La structure électronique du fer dans son état fondamental est 1s22522p®3s23p°4s523d°. La transition la
plus intense des spectres XANES (créte) correspond a la transition 1s = 4p d’un électron de coeur
vers une couche périphérique, autorisée dans I'approximation dipolaire électrique. Deux transitions
interdites pour un seuil K d’absorption, qui sont partiellement levées et visibles sur les spectres
XANES, sont les transitions 1s = 3d visible au niveau du pré-pic et 1s = 4s qui peut représenter un

épaulement de la raie blanche.

La technique de détection du signal d’absorption la plus sensible est la mesure par fluorescence (68).
Lors de la désexcitation du fer, différentes émissions de fluorescence sont possibles depuis les
orbitales les plus énergétiques jusqu’a 'orbitale K de cceur. Cependant, les raies d’émission les plus
probables sont Kal (L;>K) et Ka2 (L,~>K), trés proches en énergie et qui représentent plus de la
moitié de I'émission de fluorescence. Les émissions de plus faible probabilité sont, par ordre

décroissant, KB1 (M3;—>K), KB3 (M,—>K), KB5 (M4s—>K) et Ka3 (L;—>K).

Un spectre XANES typique mesuré par fluorescence sur la metmyoglobine en tampon Phosphate 100

mM a pH 7,4 pour deux ligands différents (H,0 et N3) est présenté ci-dessous (Fig. 5-19).
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Figure 5-19. Spectre XANES au seuil K du fer de la metmyoglobine (Cyy, = 2 mM)
sous forme aquometMb et ligandée a 'azoture en tampon Phosphate 100 mM a
pH 7,4. L’énergie du pré-seuil et de la créte est indiquée pour I'aquometMb.

L’énergie du pré-seuil et de la créte du spectre de la metmyoglobine montrent bien la dépendance
du spectre XANES en fonction de la nature du ligand avec un déplacement de 2 eV de la créte entre la

forme aquometMb et la forme ligandée a I'azoture (69).

Conditions expérimentales et limites pour notre systéme d’étude

Les mesures ont été réalisées sur la ligne FAME a I'ESRF (voir chap. 2, §5.4). Au cours de ces
expériences, plusieurs problémes ont été identifiés lors de nos mesures. Nous avons cherché a

évaluer en particulier :

i) le rapport signal sur bruit pour notre systeme
i) I’évolution de la protéine sous irradiation

iii) la reproductibilité des mesures en présence des nanoparticules

i) Le rapport signal sur bruit dépend de la concentration en protéine, de I'intensité du faisceau et de

la pollution en fer de I'environnement échantillon.

Concentration en protéine
Dans notre systéme, la quantité de protéine fixée est limitée par la surface disponible. La
concentration « idéale » en protéines (10 mM, soit 170 mg/mL de myoglobine ou d’hémoglobine) est
supérieure a la quantité maximale de protéine qui peut étre adsorbée sur la surface, pour la quantité
de NP de cet échantillon. La concentration en myoglobine et en hémoglobine des échantillons a été

ramenée a 2 mM pour permettre une adsorption suffisante sur les NP de silice (Cyp = 90 mg/mL),
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mais qui diminue l'intensité du signal mesuré. En tampon BisTris-HCl 100 mM a pH 6, 61% de
I’'hémoglobine est adsorbée sur les NP de silice 20 nm et 50% de la myoglobine sur les NP de silice 7
nm. En tampon Tris-HCI 100 mM a pH 8,7, qui nous sert de témoin négatif, 98% de I'hémoglobine et
73% de la myoglobine restent libres en présence des NP. Ces conditions sont relativement
satisfaisantes et les spectres mesurés a pH 6 seront corrigés par soustraction du spectre de la

protéine libre pour obtenir un spectre de la protéine « 100% adsorbée ».

Faisceau X
L'intensité du faisceau et le temps d’acquisition sont limités par la durée de I'expérience et par le
mode de remplissage de I'anneau en électrons, qui était pendant nos mesures un mode 4-bunch
moins intense que le mode habituel de remplissage 7/8 quasi continu de I'anneau (I'intensité du

courant dans I'anneau étant respectivement de 90 mA et de 200 mA).

Pollution en fer
Le tampon ainsi que les suspensions de NP ont été analysées pour évaluer le bruit de fond, causé par
une éventuelle contamination en fer des échantillons. Les spectres bruts sont représentés sous la
forme du coefficient d’absorption W(E) des rayons X par |'échantillon qui est directement

proportionnel a I'intensité de fluorescence mesurée (Fig. 5-20).
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Figure 5-20. Spectres bruts représentant le coefficient d’absorption u des rayons X
par I’échantillon en fonction de I'énergie : spectres du tampon BisTris-HCl a pH 6
(rouge), de la suspension de NP de silice 20 nm & pH 6 (bleu), de la suspension de
NP de silice 7 nm a pH 6 (jaune), de I’hémoglobine adsorbée sur les NP de silice 20
nm (noir) et la myoglobine adsorbée sur les NP de silice 7 nm (vert)
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L'intensité de fluorescence mesurée sur le tampon BisTris-HCl et les suspensions de NP est de 'ordre
de 3 000 a 5 000 coups/s a 7130 eV contre 18 000 coups/s environ pour les solutions contenant 2
mM de protéine, ce qui est surprenant car le tampon et les NP ne sont pas censés contenir de fer.
Tous les autres parametres d’acquisition étant identiques, I'amplitude relative des spectres
correspond bien au rapport signal utile/signal « polluant ». En réalité, un signal de fluorescence est
mesuré sans échantillon et sans support. Il ne s’agit donc pas d’'une contamination de I’échantillon

par du fer mais d’une pollution de I'’environnement échantillon.

D’apres les scientifiques travaillant sur cette ligne, la pollution en fer viendrait de la fenétre en
béryllium du détecteur de fluorescence (le béryllium contient de nombreuses impuretés métalliques)
: des atomes de fer sont excités par les rayons X diffusés par I’échantillon, ce qui génére un signal de
fluorescence au niveau du détecteur, traité comme une fluorescence de I’échantillon. Ce bruit de
fond est habituellement négligeable lorsque la concentration en fer de I’échantillon est élevée, mais
devient non négligeable pour nos échantillons car la faible concentration en protéine impose de
rapprocher le détecteur de I'’échantillon. Au final, ce signal parasite représente 15 a 30% du signal
mesuré. Il ne peut pas étre soustrait car il n’est pas lié a I'échantillon (tampon, NP) et présente des

fluctuations.

De plus, le faible nombre de coups mesuré est di a la concentration limitée en protéine de nos
échantillons. C’est la raison pour laquelle les spectres apparaissent bruités avec un rapport signal sur
bruit défavorable. Il faut toutefois noter que les spectres XANES présentent des éléments tres
caractéristiques de chaque spéciation, suffisamment nets pour étre interprétés. Pour améliorer le

rapport signal sur bruit, il faudrait (idéalement) travailler avec une plus grande intensité de faisceau.

ii) La durée d’acquisition d’un spectre était de 15 minutes, durée pendant laquelle la protéine est
irradiée par le faisceau X. Habituellement, plusieurs spectres sont enregistrés au méme point et
moyennés pour une meilleure statistique. La tenue a l'irradiation de I’oxyhémoglobine (a priori moins
stable que la metmyoglobine) a été évaluée en réalisant 5 mesures successives au méme point, sur
un échantillon contenant la protéine adsorbée sur les NP de silice 20 nm (car moins stable que la

protéine libre en température, voir §3.1) en tampon BisTris-HCl 100 mM a pH 6 (Fig. 5-21).
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Figure 5-21. Evolution des spectres XANES de I’hémoglobine sous irradiation en
présence de NP de silice 20 nm (61% Hb adsorbée) en tampon BisTris-HCIl a pH 6
lors de la mesure de 5 spectres au méme point de I’échantillon, soit 5 irradiations
successives de I’hémoglobine par le faisceau X. Les spectres sont normalisés.

La créte des spectres XANES de ’"hémoglobine se décale progressivement en énergie sous irradiation,
avec un décalage de 1 eV aprés 5 mesures ce qui indique une oxydation partielle du fer (67). La
forme du premier spectre apparait également différente des suivants. Les spectres individuels sont
trop bruités pour une analyse fine du pré-seuil, particulierement sensible a I'état d’oxydation du fer.
Nous ne pouvons donc pas étudier la distribution électronique du fer de I'oxyhémoglobine apres
irradiation. Ces mesures indiquent qu’il ne faut pas mesurer plusieurs spectres XANES en un méme
point de I’échantillon pour éviter toute altération de la protéine sous faisceau. Augmenter I'intensité

du faisceau pour améliorer le rapport signal sur bruit peut se révéler dommageable pour la protéine.

iii) Nous avons choisi de mesurer chaque spectre en un point différent de I'échantillon, puis de
moyenner les spectres mesurés. Pour vérifier la reproductibilité des mesures dans ces conditions, en
particulier en présence de NP, les 4 spectres mesurés sont comparés apres normalisation (pour

s’affranchir des différences d’intensité) avant de réaliser la moyenne (Fig. 5-22).
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Figure 5-22. Reproductibilité des spectres XANES mesurés en quatre points différents de
I’échantillon aprés normalisation : hémoglobine libre (a) et adsorbée sur les NP de silice
20 nm (b), myoglobine libre sous forme Mb-N; (c) et adsorbée sur les NP de silice 7 nm
(d) en tampon BisTris-HCl 100 mM a pH 6
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Les quatre spectres de I'hémoglobine mesurés en quatre points de I’échantillon ne sont pas
superposables, aussi bien pour I'hémoglobine libre (a) que pour ’hémoglobine adsorbée sur les NP
(b). Au contraire, les spectres de la myoglobine liée a I'azoture présentent une bonne
reproductibilité, que ce soit pour la myoglobine libre (c) ou adsorbée sur les NP de silice (d). Les
spectres mesurés sur Mb-N; sont donc exploitables et peuvent étre moyennés, ce qui n’est pas le cas
pour I’hémoglobine (ci-dessus) et pour I'aquometmyoglobine (non présenté). Les différences
observées peuvent étre dues a une certaine hétérogénéité des échantillons et/ou a des effets de

concentration (70).

Un autre effet peut venir du décalage entre le point ou la mesure est effectuée et celui ou le signal
est optimum (c’est-a-dire au maximum de fluorescence de I’échantillon), ce qui est inévitable
lorsqu’on se déplace sur I’échantillon, soit parce que le capillaire est légérement incliné, soit parce
gue son épaisseur n’est pas constante. Or la fluorescence décroit tres vite par réabsorption lorsqu’on
se déplace vers l'intérieur de I’échantillon. Mesurer les spectres en différents points de I’échantillon
augmente l'incertitude sur la mesure et ne semble pas étre la méthode la plus adaptée a ce type de

systeme.

Une autre solution pour limiter I'évolution de la protéine sous faisceau serait de réaliser les mesures
en un méme point de I’échantillon a trés basse température dans un cryostat. Un inconvénient, outre
I’étude d’un échantillon gelé plutét que d’une solution, est I'ajout de plusieurs fenétres sur le trajet

des photons de fluorescence et donc le risque de diminuer le signal mesuré.

Résultats

Méme si de nouvelles mesures s’averent nécessaires pour améliorer la qualité des spectres mesurés,
une assez bonne reproductibilité a été obtenue sur les solutions de myoglobine ligandée a I'azoture,
libre et adsorbée sur les NP de silice 7 nm. Les résultats obtenus en tampon BisTris-HCI 100 mM a pH

6 sont présentés (Fig. 5-23, page suivante).

Les spectres XANES de la myoglobine ligandée a I'azoture, libre et adsorbée, ne présentent pas de
différence dans la limite d’incertitude de nos mesures, que ce soit au niveau du pré-seuil ou du seuil,
ce qui indique qu’il n'y a pas ou peu de modification de la configuration électronique du fer lors de
I'adsorption de la metmyoglobine ligandée a I'azoture. Ce résultat rejoint nos observations en
spectroscopie UV-visible sur I'aguometmyoglobine libre et adsorbée sur les NP de silice qui ne
montrent pas de modification de la distribution électronique du fer et suggerent que I’"heme est

préservé lors de I'adsorption.
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Figure 5-23. Spectres XANES au seuil du fer de la myoglobine (Cy, = 2 mM) sous

forme Mb-Nj; libre (bleu) et adsorbée (rouge) sur les nanoparticules de silice 7 nm

(Cnp = 90 mg/mL) en tampon BisTris-HCl 100 mM & pH 6. Les spectres sont corrigés

et correspondent a 100% de myoglobine adsorbée.
L'étude par spectroscopie d’absorption X des hémoprotéines adsorbées sur une surface se révéle
intéressante, et pourrait étre approfondie en jouant sur les parametres permettant d’améliorer la

qualité des données. Ces mesures pourraient étre couplées a une étude dynamique centrée sur le fer

(°’Fe) par spectroscopie Mdssbauer (71).

5. Environnement des résidus tryptophane de I'apomyoglobine

adsorbée sur la silice

Pour étudier la structure des hémoprotéines adsorbées sur les NP de silice, nous avons tout d’abord
réalisé une mesure globale a travers I'analyse de la structure secondaire moyenne de la protéine par
dichroisme circulaire et spectroscopie infrarouge, puis nous avons utilisé une sonde locale, le fer,
pour étudier les modifications de structure et de configuration électronique de I’"héme au cours de
I'adsorption. Nous nous proposons maintenant d’utiliser une autre sonde locale, cette fois spécifique
de la globine, les résidus tryptophane qui sont particulierement sensibles a leur environnement (72).
Mesurer la fluorescence des deux résidus tryptophane de la myoglobine serait un bon indicateur de
la plus ou moins grande exposition au solvant de ces résidus lors de I'adsorption et nous donnerait
une information locale supplémentaire dans une autre région de la protéine. Cependant, la
fluorescence des tryptophane est presque totalement éteinte par I’'heme par transfert d’énergie et

ne peut étre mesurée directement qu’en spectroscopie ultra-rapide car I'émission résiduelle de
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fluorescence des tryptophane de la myoglobine est associée a des durées de vie trés courtes

comprises entre 20 et 110 ps (73).

Pour contourner cette difficulté, nous avons choisi d’analyser la fluorescence des résidus
tryptophane de I"'apomyoglobine, libre et adsorbée sur les NP de silice, car il est connu que les deux
protéines ont une structure trés proche (74). L'isotherme d’adsorption de I'apomyoglobine sur les NP
de silice 7 nm a été mesurée (voir chap. 4, §3) : I'apomyoglobine s’adsorbe en plus grande quantité
(m = 0,81 mg/m?) et avec une plus grande affinité (K, = 6,5.10° M™) que la myoglobine, leur

comportement lors de I'adsorption n’est donc pas identique.

Nous n’avons pas pu analyser la structure de I'apomyoglobine adsorbée par dichroisme circulaire car
la solution contenant apomyoglobine et NP de silice est plus instable et décante rapidement,
probablement par un effet d’agrégation. La fluorescence parait donc une technique adaptée pour

étudier localement la structure de I'apomyoglobine adsorbée sur les NP de silice.

Les deux résidus tryptophane de I'apomyoglobine se trouvent au sein de I’hélice A et sont séparés

par un peu moins de deux tours d’hélice : W7 et W14 (Fig. 5-24).

Y

C

b

Figure 5-24. Représentation des résidus tryptophane W7 et W14 situés sur I’hélice
A de la myoglobine, d’aprés 1YMB.pdb. L’héme n’est pas représenté.

Outre les deux résidus tryptophane, I'apomyoglobine compte également deux tyrosine et sept
phénylalanine. Ces acides aminés aromatiques absorbent la lumiére a 257 nm (Phe), 274 nm (Tyr) et
280 nm (Trp) et leurs maxima d’émission en solution a pH 7 se situent a 282 nm (Phe), 303 nm (Tyr)
et 348 nm (Trp) (75). Le rendement quantique de fluorescence est 5 fois plus grand pour les

tryptophane et tyrosine comparés aux phénylalanine: la fluorescence de la protéine est donc
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dominée par la fluorescence des résidus tryptophane (W7, W14) et tyrosine (Y103, Y146). Une facon
simple de séparer la fluorescence des tryptophane de celle des tyrosine est de mesurer I’émission de
fluorescence apres excitation a 295 nm, longueur d’onde a laquelle les résidus tyrosine ne sont

quasiment plus excités, le signal mesuré provenant alors a plus de 95% des résidus tryptophane.

La fluorescence de I'apomyoglobine libre et adsorbée sur les NP de silice 7 nm a été mesurée apres

excitation a 295 nm en tampon BisTris-HCl 10 mM a pH 6 (Fig. 5-25).
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Figure 5-25. Spectre d’émission de fluorescence aprés excitation a 295 nm de
I"apomyoglobine libre (bleu) (Capomy = 10 M) et adsorbée sur les NP de silice 7 nm
a une concentration de 9 mg/mL (rouge) et aux concentrations intermédiaires de 1
a 8 mg/mL (gris) en tampon BisTris-HCl 10 mM & pH 6 et 20°C. La fleche indique le
déplacement de la longueur d’onde du maximum d’émission lors de I’adsorption.

Le maximum d’émission des résidus tryptophane de I'apomyoglobine libre se situe a 337 + 1 nm, en

accord avec les valeurs de la littérature (76).

La fluorescence de I"'apomyoglobine adsorbée sur les NP de silice 20 nm a également été mesurée

(Fig. 5-26).
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Figure 5-26. Spectre d’émission de fluorescence aprés excitation a 295 nm de

I’'apomyoglobine libre (bleu) et adsorbée sur les nanoparticules de silice 20 nm a

une concentration de 9 mg/mL (rouge) et aux concentrations intermédiaires de 1 a

8 mg/mL (gris) en tampon BisTris-HCl 10 mM a pH 6 et 20°C. La longueur d’onde

du maximum d’émission de la protéine libre et adsorbée est indiquée.
Les spectres d’émission de fluorescence de I'apomyoglobine adsorbée sur les NP de silice 7
présentent une augmentation de l'intensité de fluorescence croissante avec la concentration en NP
de la solution. L'augmentation de l'intensité est probablement liée en partie a la diffusion de la

lumiere par les NP en solution, aussi bien lors de I'excitation que de I’émission, et ne peut pas étre

distinguée d’un changement du rendement quantique de fluorescence des tryptophane.

L’évolution de la fluorescence de I'apomyoglobine adsorbée sur les NP de silice est trés similaire
entre NP de 7 nm et NP de 20 nm. Le maximum d’émission de fluorescence se déplace de 337 a 342
+ 1 nm, soit un déplacement vers le rouge de 6 nm. Cela suggere une modification de
I’environnement de I'un ou des deux résidus de I'apomyoglobine lors de I'adsorption sur les NP de
silice. En effet, le maximum d’émission du tryptophane est trés sensible a la polarité du milieu
environnant et classé en trois catégories selon la longueur d’onde du maximum d’émission au sein
d’une protéine (77) : la classe | est associée a un maximum d’émission vers 330-332 nm et
correspond a un environnement apolaire, la classe Il est associée a un maximum d’émission vers 340-
342 nm et correspond a un environnement partiellement polaire, et donc a une exposition partielle
des résidus a I'eau, enfin la classe Il est définie pour un maximum d’émission vers 350-353 nm et

correspond a un environnement polaire et une exposition des résidus a I'eau.
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Les résidus tryptophane de I'apomyoglobine adsorbée semblent donc se trouver dans un
environnement plus polaire (78), ce qui peut correspondre a une plus grande exposition au solvant
des résidus W7 et/ou W14 comme a une interaction de ces résidus avec la surface de silice, celle-ci
étant également polaire (voir chap. 3, §2). Dans I’hypothése d’une exposition a la surface polaire de
silice, on pourrait noter que les résidus tryptophane sont proches de trois résidus lysine K77, K78 et

K79 situés sur le coude EF. Ce site pourrait alors étre un site d’interaction avec la surface de silice.

Pour faire le parallele entre apomyoglobine et myoglobine, une mesure de la fluorescence des
résidus tryptophane de la myoglobine par spectroscopie de comptage de photons, appareil qui

n’était pas disponible jusqu’a présent, est en cours (collaboration avec Thomas Gustavsson).

6. Cartographie des surfaces d’interaction entre myoglobine et

silice par irradiation

Une des rares méthodes utilisées pour identifier les sites d’interaction entre protéine et surface est la
mesure de I"’échange H-D des amides (34, 35). Lorsque ces groupements se trouvent dans la zone
d’interaction entre protéine et surface, ils sont préservés de I'’échange isotopique par la surface et ne
s’échangent que lors de la désorption de la protéine, ce qui correspond a la mesure d’un temps long.
La cartographie de surface par irradiation (ou footprinting) est basée sur le méme principe (79): lors
de l'irradiation de la solution contenant la protéine, les radicaux formés par radiolyse de I'eau
oxydent les résidus de la protéine qui leur sont accessibles. Lorsque la protéine est adsorbée sur une

surface, les résidus de la zone d’adsorption sont protégés de l'irradiation.

Cette technique permet par comparaison des résidus oxydés, dans la protéine libre et dans la
protéine adsorbée, d’identifier les résidus situés dans la zone d’interaction entre protéine et surface

(Fig. 5-27).
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Figure 5-27. Représentation de la cartographie de la surface d’interaction entre

une protéine et une nanoparticule : l'irradiation provoque la radiolyse de I'eau et
la formation de radicaux hydroxyles HO" qui créent des oxydations & la surface de
la protéine, telles que I’hydroxylation de certains acides aminés. Les résidus qui se
trouvent a l'interface entre la protéine et la nanoparticule sont protégés de
I'attaque radicalaire et donc non oxydés, ce qui permet d’identifier la zone
d’interaction du complexe.

De plus, d’autres résidus non accessibles au sein de la protéine native pourraient également le
devenir suite aux modifications de structure de la protéine adsorbée. Cela se traduirait par une
augmentation de I'oxydation. A la différence des échanges H-D, nous analysons la présence ou non
d’une oxydation dans la séquence de la protéine et non un degré d’échange. Cette méthode devrait
théoriquement étre plus facile a interpréter que celle des échanges H-D qui peut se révéler complexe

(33).

Les solutions de myoglobine libre et adsorbée sur les NP de silice 20 nm ont été irradiées par des
rayons gamma (**’Cs) & des doses de 12 a 2200 Gy, ce qui correspond a la production de radicaux
hydroxyles HO® par radiolyse de I'eau a une concentration de 3 & 600 uM (voir chap. 2, §4.3). Les
dommages causés par l'irradiation directe de la protéine sont négligeables comparés a I'oxydation
par les radicaux hydroxyles, compte-tenu de la faible concentration en protéine. L’oxydation par les
radicaux peut affecter aussi bien la chaine principale de la protéine que les chaines latérales des
résidus. Lors de I'attaque par les radicaux hydroxyles, un radical carbocentré peut étre formé soit sur
le carbone a de la chaine carbonée soit sur le carbone d’une chaine latérale aliphatique. Ce radical
carbocentré peut réagir a son tour en plusieurs étapes jusqu’a former un hydroperoxide RCOOH, un
hydroxyde RCHOH ou un composé carbonyle C=0, aldéhyde ou cétone. La décarboxylation et la
déamination de la protéine par les radicaux peut également créer des composés de type aldéhyde.
L’hydroxylation et la formation de composés carbonyles peut ainsi affecter I'ensemble des acides

aminés aliphatiques (80).
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Les radicaux hydroxyles peuvent également réagir avec les cycles aromatiques des résidus
phénylalanine, tyrosine, histidine et tryptophane. L’oxydation des cycles aromatiques se traduit par
une hydroxylation dont les produits sont le 2-oxohistidine, la méta et ortho-tyrosine avec la
possibilité de former une dityrosine et la N-formylkynurénine et kynurénine par hydroxylation du
tryptophane. Les radicaux hydroxyles peuvent également oxyder le soufre de la méthionine et de la
cystéine pour former la méthionine sulfoxyde (S=0) et la cystine (S-S) par liaison de deux cystéines
entre elles. Les résidus aromatiques et soufrés sont les plus sensibles a I'attaque radicalaire. Enfin,

d’autres modifications telles que des coupures de chaines sont également possibles (81).

Chacune de ces oxydations se traduit par un changement de masse du résidu concerné, par exemple
M+16 pour une hydroxylation (plus un atome d’oxygéne), M+16 et M+32 pour |'oxydation et la
dioxydation d’une méthionine (plus un ou deux atomes d’oxygene), M+4 pour I'hydroxylation d’un
tryptophane en kynurénine (plus un atome d’oxygene, moins un atome de carbone). Elles sont pour
la plupart identifiables en spectrométrie de masse. Apres irradiation, la myoglobine adsorbée sur les
NP de silice est désorbée, coupée en fragments par digestion trypsique puis analysée sur un
spectrometre de masse tandem couplé a une colonne de chromatographie liquide, qui permet de
séparer les fragments préalablement a 'analyse (LC-MS/MS) (voir chap. 2, §4.3). Nous avons réalisé
les mesures au LAMBE a I'Université d’Evry. Le traitement des données, qui s’est avéré assez long
sans logiciel de traitement adapté, a été effectué en grande partie par Christelle Mathé au cours de

son postdoctorat.

Les solutions de myoglobine libre et adsorbée sur les NP de silice ont été analysées avant et aprés
irradiation. Quelques résidus, notamment les tryptophane W7 et W14, apparaissent comme oxydés

dans les solutions de protéine non irradiées (tableau 5-10).

Mb libre Mb adsorbée

Auto-oxydation W7, L11, W14, A84, L86 W7, W14

Tableau 5-10. Acides aminés oxydés sans irradiation de la myoglobine. L’analyse

par spectrométrie de masse n’est pas quantitative : I'auto-oxydation peut

représenter un nombre trés faible d’acides aminés effectivement oxydés. Les

résidus oxydés sont situés sur I’hélice A (W7, L11, W14) et sur I’hélice F (A84, L86).
Il s’agit donc d’une auto-oxydation de la myoglobine qui pourrait paraitre surprenante dans les
conditions habituelles de manipulation de la protéine au laboratoire. Cependant, I'identification des
acides aminés oxydés par spectrométrie de masse est trés sensible. Cela signifie qu’un nombre trés
faible d’acides aminés oxydés peut ainsi étre détecté, jusqu’a des fractions de 1 pour 10 000. Il est

probable que cette auto-oxydation, qui se produit naturellement dans les protéines a des niveaux
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trés bas, ne représente qu’une trés faible fraction des acides aminés analysés. Par ailleurs, il faut
noter que les résidus L11, A84 et L86 sont auto-oxydés sur la myoglobine libre mais ne le sont pas sur
la myoglobine adsorbée. Il est possible qu’ils ne soient pas visibles lors de I'analyse, qu’il y ait un effet
protecteur des NP ou au contraire qu’ils soient trop oxydés pour étre identifiés (aprés coupure par

exemple).

L'analyse des solutions de myoglobine irradiées permet d’identifier différents fragments avec un
certain nombre d’oxydations dues a l'irradiation. Pour obtenir une image la plus compléte possible
de la séquence de la myoglobine, il est nécessaire de cumuler plusieurs analyses car tous les
fragments ne sont pas toujours analysables, soit du fait de la digestion trypsique — le fragment situé
entre les lysine K41 et K49, sites de coupure de la trypsine, contient également deux autres lysine en
position 44 et 46 et n’est jamais analysé — soit par fragmentation de la chaine sous irradiation ou
agrégation des fragments entre eux. Si le nombre d’oxydations détectées tend a augmenter avec la
dose recgue par la solution, le nombre de fragments identifiables diminue de fagon identique pour la
myoglobine libre ou pour la myoglobine adsorbée sur les NP. Nous avons donc choisi de combiner les

résidus oxydés aux différentes doses utilisées.

Les oxydations communes a la myoglobine libre et adsorbées d’une part, et spécifiques de la

protéine libre ou adsorbée d’autre part, sont recensées dans le tableau 5-11.

Structure (28) M::‘::::;Mb Mb libre uniquement “:;:::::::
Hélice-a A V10, L11 Al19 V13
Hélice-a B 121, H24, V28, F33 E27,L129, 130

Hélice-3,5 C L40 H36

Coude 3,,CD
Hélice-a D M55 A53
Hélice-a E L61 E59
Coude B EF
Hélice-a F H82, A84, L86, P88, L89
Hélice-a G

Coude B GH D122
Hélice-a H M131, F151 A130

Tableau 5-11. Résidus oxydés de la myoglobine aprés irradiation de la solution de 12 a
2200 Gy par rayons y. Oxydations communes a la protéine libre et adsorbée sur les NP de
silice 20 nm, spécifiques de la myoglobine libre et spécifiques de la myoglobine adsorbée
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Au total, 23 oxydations sont identifiées sur la myoglobine libre et 14 sur la myoglobine adsorbée,
dont 11 oxydations communes entre protéine libre et adsorbée. Parmi les acides aminés oxydés
communs, on retrouve deux phénylalanine, deux méthionine et une histidine, qui sont connus
comme particulierement sensibles aux radicaux, ainsi que trois leucine, deux valine et une isoleucine
qui sont parmi les acides aminés aliphatiques les plus réactifs aprés les acides aminés aromatiques et
soufrés. L'oxydation de certains acides aminés moins sensibles a I'oxydation, tels que glutamate,

proline et alanine, apparait cependant dans I'irradiation de la myoglobine libre.

Apreés irradiation a des doses importantes de la solution, seuls 23 acides aminés sur 153 sont oxydés,
soit 15% des résidus. De plus, les acides aminés les plus représentés — acides aminés aromatiques et
soufrés ainsi que valine, leucine et isoleucine — sont bien les plus réactifs vis-a-vis des radicaux
hydroxyles. Il est intéressant de constater que parmi les acides aminés oxydés spécifiquement dans la
myoglobine libre, et donc protégés de I'oxydation par I'adsorption de la myoglobine sur la silice, on
retrouve a la fois des acides aminés plus sensibles a I'oxydation, tels que histidine, phénylalanine,
leucine et isoleucine, et des acides aminés moins sensibles a I'oxydation, tels que alanine, proline et
glutamate. De plus, le nombre d’acides aminés différents oxydés dans la myoglobine adsorbée, avant
et apres irradiation, est plus faible que dans la myoglobine libre : la silice ne favorise donc pas

I’oxydation de la protéine via les réactions radicalaires.

L'étude de I'adsorption des protéines de levure puis celle de la myoglobine sur la silice a montré
I'importance de deux acides aminés basiques, lysine et arginine, lors de I'adsorption des protéines
sur la surface de silice. Arginine et lysine sont toutefois « invisibles » par cette technique car aucune
oxydation de ces résidus n’est visible sur la myoglobine libre. De plus, les sites de coupure de la

trypsine sont conservés.

Les résidus oxydés communs a la myoglobine libre et adsorbée et donc non protégés lors de
I'adsorption de la myoglobine sur la silice se situent préférentiellement autour de I’heme, sur les
hélices B, C, D et E. Seuls trois acides aminés situés sur les hélices A, H et sur I'extrémité C terminale

de la protéine sont plus éloignés du site actif (Fig. 5-28).

204



Figure 5-28. Représentation des acides aminés oxydés dans la myoglobine
adsorbée et non protégés de I'oxydation par I’adsorption sur la surface (en jaune),
d’apreés la structure 1YMB.pdb

Le site de I’héme semble préservé lors de I'adsorption sur les NP de silice, ce qui est cohérent avec
les observations par spectroscopie UV-visible (voir §4.2) et par spectroscopie d’absorption X (voir
§4.3). Il est possible que ce soit le caractére « cluster hydrophobe » qui protége la poche de I'"héme

de la déstructuration lors de I'adsorption.

De plus, les trois acides aminés oxydés spécifiquement dans la myoglobine adsorbée, et donc
exposés a |’oxydation du fait de I’adsorption, sont situés a I'opposé du site actif, sur I’'hélice A, I'hélice
H et le coude GH. La désorganisation des hélices lors de I'adsorption pourrait conduire a une plus
grande exposition de la valine et de I'alanine situées sur chacune des hélices. Sans interagir
directement avec la surface, cette partie de la protéine pourrait étre désorganisée indirectement par

I’adsorption sur la silice.

Les acides aminés protégés par I'adsorption de la myoglobine sur la surface et oxydés spécifiguement

sur la myoglobine libre sont représentés (Fig. 5-29).
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Figure 5-29. Représentation des acides aminés protégés (orange) et exposés (vert)

a 'oxydation lors de I'adsorption de la myoglobine sur les nanoparticules de silice

20 nm, dans la structure de la myoglobine d’aprés 1YMB.pdb. Deux sites possibles

d’interaction avec la surface de silice sont dessinés par les acides aminés préservés

de I'oxydation : a gauche sur I’hélice F et a droite sur les hélices B,C,D ,E
Ces résidus qui pourraient étre impliqués dans les sites d’interaction entre myoglobine et silice
semblent se partager en deux péles : le premier comprend 5 acides aminés oxydés situés sur I’hélice
F et tous tres proches, le second comprend 6 acides aminés oxydés situés sur une zone plus large
comprenant les hélices B, C, D et E et se retrouvent proches dans la structure tertiaire de la

myoglobine (Fig. 5-30).

Dans le premier site, il est intéressant de noter que I’hélice F contient deux lysine (K87, K96) et que le
coude EF contient un cluster de trois lysine (K77, K78, K79). Or les résidus protégés de I'oxydation se
situent en position 82 a 89, soit entre le coude EF et la lysine K96. Cette zone formée par le coude EF

et I’hélice F pourrait ainsi constituer un site d’interaction entre la myoglobine et la surface de silice.

Le second site, formé par les zones proches dans la structure tertiaire des hélices B, C, D et E,
comporte également plusieurs résidus basiques proches des résidus protégés de I'oxydation : une
arginine sur I'hélice B (R31), une lysine sur I’hélice C (K42), D (K56) et deux lysine sur I'hélice E (K62,
K63) ainsi qu’un cluster de trois lysine sur le coude CD (K45, K47, K50). Plusieurs de ces résidus
basiques pourraient servir de point d’ancrage de la myoglobine sur la silice (a I’exception probable du

résidu K45 qui stabilise I'héme).

L’'hélice G ne présente aucune oxydation, que ce soit sur la myoglobine libre ou adsorbée ; nous ne
pouvons donc pas conclure quant a lI'implication de cette hélice lors de I'adsorption de la protéine

puisqu’elle est « invisible » par cette technique.

206



Cette étude doit encore étre complétée: il nous manque notamment une information
supplémentaire, qui est le degré d’oxydation de chaque acide aminé identifié pour I’ensemble des
protéines, autrement dit la quantification des données de spectrométrie de masse. En effet,
I'interprétation est pour I'instant basée sur une image oxydé/non oxydé pour un acide aminé donné.
Un degré supplémentaire de finesse pourrait étre apporté aux données. Un logiciel spécifique de
traitement des données de spectrométrie de masse permettant cette analyse est en cours

d’acquisition dans le cadre d’une collaboration entre le LAMBE et le Laboratoire de Radiolyse (CEA).
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Les points clés

Les points clés de I'étude de la structure de la myoglobine, de I'apomyoglobine et de I’'hémoglobine

adsorbées sur les nanoparticules de silice 7 et 20 nm peuvent étre résumés :

e L'étude par dichroisme circulaire a montré que I'adsorption sur la silice conduisait a une
perte importante de la structure secondaire des hémoprotéines. La perte partielle de la
structure en hélice atteint 40% pour I’hémoglobine adsorbée sur les NP de silice 20 nm et
50% pour la myoglobine adsorbée sur les NP de silice 7 nm. L'étude par spectroscopie
infrarouge a permis de confirmer la perte partielle de structure secondaire de la myoglobine
adsorbée sur les NP de silice 7 nm. Toutefois, cette déstructuration n’est pas aussi
importante que celle associée a une dénaturation en température et ne peut expliquer a elle
seule la tres grande surface calculée pour une protéine adsorbée a partir des isothermes
d’adsorption. Il y a donc également un effet de la rugosité ou de I’hétérogénéité de la surface
de silice lors de I'adsorption. La principale limitation de cette approche est de ne s’appliquer
gu’a un niveau global, sans pouvoir discerner quelles hélices sont désorganisées au sein de la

protéine adsorbée.

e L'étude de la dénaturation en température de la myoglobine adsorbée sur les NP de silice 7
nm par microcalorimétrie ITC a indiqué une diminution de la stabilité en température et de
I’enthalpie de dénaturation de la protéine, ce qui suggére que la déstructuration de la
protéine lors de I'adsorption conduit a sa déstabilisation. Cette étude a permis d’apporter
une information supplémentaire d’intérét: I'élargissement trés important de la zone de
transition de la myoglobine adsorbée peut étre associée a un plus grand nombre de
conformations de la protéine, il n’y a donc pas une structure de myoglobine adsorbée, mais
vraisemblablement un ensemble de conformations dont le niveau de déstructuration varie

également.

e L’étude de la désorption des hémoprotéines des NP de silice a montré une désorption et une
restructuration compléte de I’'hémoglobine des NP de silice 20 nm, soit une réversibilité
totale des modifications de structure de I’'hémoglobine adsorbée sur les NP de silice 20 nm.
La désorption de la myoglobine des NP de silice 7 et 20 nm dans les mémes conditions n’est
qgue partielle et dépend de la force molaire du tampon Tris-HCI. Elle s"accompagne d’une
restructuration compléte de la myoglobine dans les conditions les plus fortes et d’une
restructuration partielle de la myoglobine lors de la désorption dans les conditions les plus

faibles.
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L’étude par spectroscopie UV-visible a montré que les propriétés électroniques du fer étaient
conservées lors de l'adsorption de I'hémoglobine sur les NP de silice 20 nm et de la
myoglobine sur les NP de silice 7 nm. Le site actif de ’'hémoglobine et de la metmyoglobine
ne semblent donc pas directement affecté par I'adsorption, hypothése qui dépend en grande
partie des résultats de la mesure directe de I'activité de I'hémoglobine et de la
metmyoglobine aprés adsorption. Bien qu’adaptées a la mesure sur des solutions colloidales
grace a la sphére d’intégration, ces mesures restent toutefois sensibles a la diffusion de la

lumiere par les NP de silice, en particulier dans I'UV.

La cartographie des surfaces d’interaction entre myoglobine et NP de silice 20 nm par
irradiation a montré de nettes différences de position des résidus oxydés par attaque
radicalaire de la myoglobine libre et de la myoglobine adsorbée. L’absence de quantification
de I'oxydation est néanmoins restrictive. La protection de certains résidus de I’oxydation
aprés adsorption et la présence de clusters de résidus basiques, impliqués dans I'adsorption
des protéines sur la silice, ont permis d’identifier deux sites d’interactions possibles avec la
surface de silice : le premier est formé par I'hélice F et le coude EF, le second est formé par
une partie des hélices B, C, D et E. Ces deux sites d’interactions possibles sont représentés ci-

dessous (Fig. 5-30).

Figure 5-30. Représentation de deux sites d’interaction possibles entre myoglobine
et nanoparticules de silice. Le premier site est formé par I’hélice F et le coude EF
(en rouge), le second est formé par une partie des hélices B, C, D et E (en jaune).
Structure d’aprés 1YMB.pdb
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L'étude de la fluorescence des résidus tryptophane a été réalisée sur I'apomyoglobine,
adsorbée sur les NP de silice 7 nm, car leur fluorescence est éteinte par I’héme dans la
myoglobine. L’adsorption de I'apomyoglobine s’accompagne d’un décalage vers le rouge de 5
nm de la longueur d’onde d’émission, ce qui correspond a un environnement plus polaire des
résidus tryptophane apres adsorption de I'apomyoglobine. Cela pourrait s’expliquer par une

plus grande exposition au solvant ou par une interaction par la surface polaire de la silice.

Une autre approche expérimentale par spectroscopie d’absorption X a été testée. Les
premieres mesures ont permis d’identifier les parametres qui permettraient d’améliorer

sensiblement la qualité des données obtenues sur ce type de systéme.
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CHAPITRE 6
Dynamique des protéines adsorbées

Alors que la structure des protéines adsorbées est beaucoup étudiée, leur dynamique reste en
grande partie inconnue. Pourtant la dynamique des protéines peut étre déterminante dans de
nombreux processus biologiques, tels que I'activité des protéines (1, 2), les interactions protéine-
protéine et protéine-ligand (3) et les processus d’agrégation (4). Il est également suspecté depuis
longtemps que I'augmentation de la stabilité des enzymes immobilisées soit directement liée a leur

plus faible flexibilité (5).

La dynamique des protéines regroupe des processus biologiques bien différents, caractérisés par leur
échelle de temps et d’espace qui varient du dixieme d’angstrom au micrometre et de la
femtoseconde a la seconde pour les processus a I'échelle moléculaire (6). Il s’agit d’un paysage

complexe qui regroupe des processus distincts (Fig. 6-1).

fs

thi Transferts de protons
e . _ Vibrations locales

Dynamique de la
structure secondaire

Temps

Interactions avec les

ns Py molécules d’eau
e
Dynamique de la structure
IS tertiaire et quaternaire
nm A
Espace *

Figure 6-1. Principales échelle de temps et d’espace de la dynamique des protéines

d’apres (7) modifié
Une protéine en solution présente a température ambiante une grande dynamique interne, depuis
les fluctuations atomiques locales (A) et treés rapides (ps), la dynamique de la structure secondaire,
les interactions avec le solvant par collision et diffusion, jusqu’aux mouvements de plus grande

amplitude de la structure tertiaire et quaternaire (6). Ces mouvements de domaines sont
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directement impliqués dans la fonction de certaines enzymes (8). Or les mouvements observés a une
échelle plus large, qui permettent a la protéine d’assurer sa fonction, sont dus a un ensemble de
mouvements locaux plus rapides (9, 10): la dynamique locale et rapide donne a la protéine sa
flexibilité et lui permet d’explorer des mouvements collectifs de grande amplitude (6). Les

mouvements observés sur des échelles de temps et d’espace trés différentes sont donc liés.
Techniques d’étude de la dynamique des protéines

La dynamique des protéines peut étre étudiée expérimentalement a différentes échelles de temps,

localement ou globalement.

Les résidus tryptophane constituent une sonde locale qui peut étre utilisée pour évaluer la
dynamique globale de rotation de la protéine par anisotropie de fluorescence a I'échelle de la ns a la
us (mesure de la réorientation des cycles aromatiques des résidus) (11). La durée de vie de I’émission
de fluorescence peut aussi étre utilisée pour étudier les processus d’extinction de fluorescence de
I’échelle de la fs pour les techniques de spectroscopie ultra-rapide jusqu’a la ns (5). Elle est sensible a

la dynamique mais aussi aux modifications de structure de la protéine.

Autre sonde locale, I'atome de fer des hémoprotéines peut étre sondé par spectroscopie Mossbauer
pour étudier sa dynamique, ainsi que celle de I'heme et de son environnement proche, a I'échelle de
la ps (mesure du déplacement carré moyen de I'atome de fer) (12). Un autre moyen d’étudier
spécifiquement la dynamique des hémoprotéines, cette-fois ci a I'échelle de la ns a la s, est la
photodissociation du CO par laser (13). Aprés photolyse, la vitesse et le taux de recombinaison

géminée du CO sur le méme atome de fer dépend de la dynamique de la protéine (14).

La RMN est un outil d’étude plus global de la structure et de la dynamique des protéines sur des
échelles de temps allant de la ps a la seconde (mesure de la relaxation du °C ou *N) (15, 16). La
cristallographie des rayons X en température peut également étre utilisée pour mesurer le facteur B
indicateur de la rigidité locale de la protéine et le déplacement carré moyen de tous les atomes sauf

hydrogene a I’échelle de la picoseconde (9).

Les cinétiques d’échange H/D des atomes d’hydrogéne des amides donnent des informations a la fois
sur la dynamique et sur la structure de la protéine (17). La cinétique d’échange des atomes
d’hydrogene des amides est beaucoup plus lente lorsque ceux-ci sont impliqués dans une liaison

hydrogene, par exemple dans une hélice (18).

216



Les mouvements de vibration a I'échelle de la ps peuvent étre sondés par spectroscopie infrarouge,
Raman (mesure des modes de vibration) (6) ou par diffusion incohérente de neutrons (mesure du

déplacement carré moyen des atomes d’hydrogéne) (19).

Les études de dynamique des protéines adsorbées et immobilisées

Malgré un large éventail de techniques, toutes ne sont pas applicables a des systémes
protéine/surface et il existe peu de données sur la dynamique des protéines adsorbées, que ce soit
sur des surfaces planes ou sur des nanomatériaux. Le modele de Norde fait I’'hypothése que la perte
de structure des protéines adsorbées s’accompagne d’'une augmentation de leur dynamique et d’un
gain important d’entropie pour le systéme (20). Pourtant, quelques études récentes de la dynamique
des protéines adsorbées appliquées a quelques systemes semblent indiquer une tendance opposée.
Des mesures d’anisotropie de fluorescence (11) et de RMN du solide (16) indiquent une diminution
de la dynamique de la SNase et du lysozyme adsorbés sur une surface de silice (a I’échelle de la ns),
et de la stathérine adsorbée sur I’hydroxyapatite (a I’échelle de la ms). D’autres études sont donc

nécessaires pour conclure quant a la dynamique des protéines adsorbées.

Des systemes proches d’enzymes immobilisées par pontage ou encapsulées dans des matrices se
réveélent en effet peu comparables. L’étude de la dynamique de la glucose oxydase immobilisée par
pontage par le glutaraldéhyde par fluorescence montre une plus grande rigidité de I'enzyme
immobilisée, a I'échelle de la ns (5). Cependant, la protéine immobilisée présente a la fois une
structure native et une plus grande stabilité, a la différence de la plupart des protéines adsorbées sur
une surface dont la structure est modifiée par I'adsorption. Le lysozyme encapsulé dans une matrice
sol-gel de silice conserve la méme conformation que la protéine libre en solution et sa dynamique

présente certaines différences par rapport au lysozyme adsorbé sur une surface de silice (11, 21).

L’étude par fluorescence de la dynamique d’une chimére de myoglobine (protoporphyrine a
magnésium) encapsulée dans une matrice sol-gel de silice montre que la mobilité de la protéine est
limitée dans la matrice, a I'échelle de la ps (22). De plus, le taux de recombinaison géminée de MbCO
encapsulée est beaucoup plus grand que celui de la protéine libre en solution, ce qui indique une
diminution de la dynamique de la myoglobine encapsulée, a I’échelle de la ns a la us (23). Cependant,
contrairement a I'adsorption, I'encapsulation d’une protéine dans une matrice sol-gel ne
s’accompagne généralement pas d’une perte de structure secondaire. Les protéines encapsulées et
immobilisées par lien covalent ne permettent donc pas d’étudier la relation entre modifications de

structure et évolution de la dynamique des protéines adsorbées.
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Notre approche expérimentale

Nous avons étudié précédemment l'influence de la flexibilité des protéines sur leur adsorption sur les
NP de silice : les protéines les plus flexibles sont ainsi les plus a méne de s’adsorber (voir chap. 4,
§7.3). Nous nous intéressons maintenant a la dynamique de la protéine apres I'adsorption : quelles

modifications de la dynamique de la protéine adsorbée et quelles conséquences pour son activité ?

Nous avons choisi la diffusion incohérente de neutrons comme technique d’étude car elle permet i)
de s’affranchir totalement des importantes modifications de structure de la protéine adsorbée, a la
différence de la fluorescence, ii) de sonder de facon globale la dynamique de la protéine adsorbée a
I’échelle de la picoseconde et iii) ce n’est pas un technique optique et elle peut s’appliquer a
n’importe quel matériau pourvu qu’il ne contienne pas d’hydrogéne et que la protéine et le matériau
soient en solution dans D,0 (voir chap. 2, §7). De plus, cette technique peut étre appliquée a tres
basse température, ce qui permet d’étudier la transition dynamique de la protéine adsorbée sur les
NP de silice, ce qui n’a jamais été fait jusqu’a présent. La diffusion incohérente de neutrons

appliquée aux protéines est présentée brievement en introduction de ce chapitre (voir §1).

Le systéme choisi pour cette étude est celui de la myoglobine, protéine modéle la plus simple,
adsorbée sur les nanoparticules de silice 7 nm qui ont une surface spécifique suffisamment grande
pour permettre la préparation de ce type d’expérience ou la concentration en protéine est trés
élevée. Il s’agit par ailleurs d’'une expérience sur Trés Grand Instrument pour laguelle nous avons fait
une demande d’expérience longtemps a I'avance. Les mesures ont été réalisées avant d’obtenir les
résultats sur I'activité de 'hémoglobine adsorbée (voir chap. 7, §2), ce qui explique que nous n’ayons

pas choisi ce systéeme pour une premiére étude.

Deux types de mesure ont été réalisés, par diffusion incohérente élastique et inélastique de
neutrons. La diffusion élastique de neutrons nous a permis de comparer la mobilité de la myoglobine
libre et adsorbée via la mesure du déplacement carré moyen des atomes d’hydrogene de la protéine,

ce qui permet de visualiser la transition dynamique de la protéine en solution, libre et adsorbée.

La diffusion inélastique de neutrons est une mesure par spectroscopie vibrationnelle, utilisée pour
analyser la densité d’états vibrationnels de la myoglobine adsorbée sur les NP de silice, c’est-a-dire la
distribution en énergie des modes de vibration de la protéine. Cette analyse permet également
d’évaluer la contribution entropique de I'adsorption et de discuter des mécanismes impliqués a

I’échelle moléculaire lors de I'adsorption.
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1. Introduction a la diffusion incohérente de neutrons

Nous avons analysé la dynamique de la myoglobine a I'échelle de la picoseconde et pour un
déplacement de quelques A associée aux fluctuations de la structure de la protéine. La diffusion de
neutrons thermiques est adaptée a ce type d’étude car I'énergie des neutrons (E = 25 meV) permet

de sonder les mouvements atomiques sur des temps caractéristiques de la dizaine picosecondes.

Les deux grandeurs caractéristiques de la diffusion des neutrons par les noyaux de |’échantillon sont
I'angle de diffusion 26 et I'énergie du neutron diffusé E = hw avec h la constante de Planck et w la
fréquence de vibration. La diffusion est élastique s’il n’y a pas de transfert d’énergie entre le neutron
et I'échantillon (dw = 0) et inélastique s’il y a transfert d’énergie entre le neutron et I’échantillon (dw
> 0, dw < 0). Lors d’'une expérience de diffusion de neutrons, le nombre de neutrons diffusés par
unité d’angle solide dQ et par unité de transfert d’énergie dw est mesuré : c’est la section efficace
différentielle de diffusion. Concretement, la mesure est celle d’un gain en énergie du neutron diffusé
(perte d’énergie de I'’échantillon) car la perte en énergie du neutron est limitée par sa propre énergie

incidente.

Lorsque les neutrons diffusés (ondes diffusées) interférent entre eux, la diffusion est dite cohérente
et permet d’obtenir des informations sur les propriétés d’ensemble du systeme, comme sa structure.
Cependant, l'interaction entre un neutron et un noyau diffuseur dépend également du spin du
neutron (s = = %) et de la composition isotopique de I’échantillon. Ces deux effets créent des
différences entre ondes diffusées qui ne peuvent plus interférer : la diffusion devient incohérente et
permet d’obtenir des informations sur les mouvements atomiques. La diffusion incohérente permet

de sonder la dynamique des polyméres ou des protéines par exemple.

L'intensité diffusée, cohérente et incohérente, dépend de la section efficace de diffusion de chacun
des atomes de I'échantillon. La section efficace de diffusion des atomes présents dans notre

échantillon est indiquée ci-dessous pour une longueur d’onde incidente de 1,8 A (tableau 7-1).
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Ocohérente (barn) Gincohérente (barn)

C 5,55 0,001
11,01 0,50
0 4,23 0,0008
S 1,02 0,007
H 1,76 80,27
D 5,59 2,05
Fe 11,22 0,4
Si 2,13 0,004

Tableau 6-1. Sections efficaces de diffusion cohérente et incohérente des

différents atomes de I'échantillon pour une longueur d’onde incidente de 1,8 A

(24)
La section efficace de diffusion incohérente de I'hydrogéne (Oinconerente = 80,27 barn) est nettement
supérieure aux sections efficaces de diffusion cohérente (o < 11 barn) et incohérente (o < 2 barn) des
autres atomes présents et du deutérium (24). Lorsque la myoglobine est en solution dans D,0, la
diffusion incohérente des atomes d’hydrogene de la protéine est la principale contribution a
I'intensité diffusée par I’échantillon, les contributions cohérente et incohérente des autres atomes
devenant négligeables. La diffusion incohérente de la myoglobine en solution est donc directement
liée a la dynamique des atomes d’hydrogéne répartis uniformément dans la protéine et dont les

mouvements sont associés a ceux des chaines principales et latérales auxquelles ils sont liés.

Dans nos conditions expérimentales, méme si la dynamique mesurée est celle des fluctuations
rapides et locales des atomes d’hydrogéne a une échelle de temps comprise entre 0,2 et 20 ps (voir

chap. 2, §7), elles permettent d’étudier la dynamique globale de la myoglobine en solution (9, 10).

La myoglobine est composée de 1200 atomes d’hydrogene pour un total de 2400 atomes, soit 72 mg
d’hydrogene par gramme de myoglobine. Lorsque la myoglobine est mise en solution dans D,0,
certains atomes d’hydrogéne peuvent s’échanger avec le deutérium de I'eau lourde. A partir du
nombre d’hydrogene échangeables par acide aminé, la fraction maximale d’hydrogene échangeables
pour une molécule de myoglobine peut étre évaluée a 21% (voir chap. 2, §7). Plusieurs dialyses dans
D,0 sont réalisées pour échanger et éliminer tous les atomes d’hydrogéne échangeables de la

protéine.

Les mesures ont été réalisées sur le spectrométre a temps de vol MIBEMOL au Laboratoire Léon

Brillouin (CEA-CNRS) en collaboration avec Jean-Marc Zanotti. Nos mesures ont d’ailleurs été les
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dernieres sur MIBEMOL qui a été démonté depuis. L'énergie des neutrons incidents est sélectionnée
grace a plusieurs hacheurs (des disques en rotation dans le faisceau continu pourvus de fentes dont
la vitesse détermine le temps d’ouverture du faisceau) qui permettent de créer un faisceau pulsé,

puis I'énergie des neutrons diffusée est déterminée grace a leur temps de vol.

2. Mobilité de la myoglobine adsorbée

Le déplacement carré moyen <u?> des atomes d’hydrogéne de la myoglobine libre et adsorbée sur
les nanoparticules de silice 7 nm dans une solution de D,0 a été mesuré par diffusion incohérente

élastique de neutrons de 4 K a 298 K (Fig. 6-2) (voir chap. 2, §7.1).

300

Température (K)

Figure 6-2. Evolution du déplacement carré moyen <u?> avec la température de la

myoglobine libre (@) et adsorbée (8) sur les NP de silice 7 nm dans une solution de

D,0 (13% en masse Mb, 30% en masse NP), mesurée par diffusion incohérente de

neutrons. Les pointillés marquent la transition dynamique de la myoglobine libre

que I’on observe peu aprés 200 K.
Le déplacement carré moyen de la myoglobine libre augmente linéairement avec la température de
4 a 200 K, puis une augmentation progressive de la pente de <u?> (T) est observée pour T > 200 K.
Cette transition marque un changement de la dynamique de la myoglobine a une température de
200 K. Elle est appelée transition dynamique des protéines et est commune a toutes les protéines en
solution (25). Elle a été observée par diffusion inélastique de neutrons (19) mais également par
d’autres techniques : spectroscopie infrarouge (26), photolyse laser (27), cristallographie (28) et
spectroscopie Mossbauer (12). La transition dynamique de la myoglobine en solution est comprise

entre 180 K et 240 K d’apres ces études.
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Selon l'interprétation de Doster (19), a une température inférieure a 200 K, les atomes d’hydrogene
de la myoglobine sont piégés et vibrent autour de leur position d’équilibre. Leur dynamique est
harmonique et <u?> évolue linéairement en fonction de la température. Lorsque la température est
supérieure a 200 K, les atomes d’hydrogene ont suffisamment d’énergie pour sauter d’une position a

une autre, leur dynamique devient anharmonique (Fig. 6-3).

D’autres interprétations ont été proposées et sont basées sur la coincidence entre I'échelle de temps

du processus de relaxation et la fenétre temporelle d’observation du spectrometre (29).

Energie potentielle

Position d’équilibre

Coordonnées des particules

Figure 6-3. Courbe d’énergie potentielle d’une protéine. Par analogie avec la

transition vitreuse, la vibration des atomes autour de la position d’équilibre en-

dessous de la température de transition correspond aux transitions B entre minima

locaux tandis que les transitions a grande distance au-dessus de la température de

transition sont associées aux relaxations o (adapté d’apreés (7))
A I’échelle de la protéine, la transition dynamique correspondrait au passage d’une distribution figée
de conformations a un ensemble de conformations pouvant étre explorées. Il faut noter que seules
les protéines hydratées présentent cette augmentation de la dynamique par diffusion au-dela de la
température de transition (30, 31) et qu’elle parait liée a une variation de la mobilité des molécules
du solvant. Par ailleurs, les échanges entre conformations semblent nécessaires a l'activité : la
bactériorhodospine par exemple est inactive en-dessous de la température de transition (32). Des
études plus anciennes avaient également montré que les enzymes pouvaient étre actives a basse

température (33).

Les transitions entre minima a I’échelle atomique donnent a une protéine sa flexibilité, qui lui permet
d’explorer des mouvements collectifs de grande amplitude, indispensables pour assurer sa fonction

(9, 10).
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Le déplacement carré moyen de la myoglobine adsorbée sur les NP de silice évolue linéairement avec
la température sans que la transition dynamique ne soit observée. Malgré I'augmentation de la
température, la vibration des atomes d’hydrogéne reste harmonique et confinée autour de leur
position d’équilibre, la distribution de conformations de la myoglobine adsorbée est donc limitée par
I’adsorption. L’augmentation de <u?> visible sur le graphe est associée a la fusion de la glace et non a
la dynamique de la protéine. Ce résultat démontre que la flexibilité de la myoglobine diminue
globalement lors de I'adsorption sur les NP de silice. L’adsorption de la myoglobine sur la surface de
silice n’a donc pas seulement un effet local sur les résidus en interaction directe avec la surface mais
un effet global sur la dynamique de la protéine. Les interactions entre myoglobine et NP de silice, a
I'origine de la perte partielle de structure de la protéine, conduisent aussi a une diminution de la

dynamique de la protéine.

3. Densité d’états vibrationnels de la myoglobine adsorbée

Nous nous intéressons ici a la distribution en énergie des modes de vibration de la myoglobine
adsorbée sur les NP de silice. Les neutrons sondent les mouvements des atomes d’hydrogene de la
protéine, qui oscillent autour de leur position d’équilibre a une certaine fréquence. Chacune de ces
fréquences correspond a un mode normal de vibration et I'ensemble des fréquences auxquelles
vibrent les atomes décrivent les modes normaux de vibration caractéristiques de la protéine. La
distribution en énergie (ou en fréquence) des modes de vibration est appelée densité d’états

vibrationnels.

Il est possible de sonder la densité d’état vibrationnelle d’une protéine par diffusion inélastique de
neutron, par spectroscopie infrarouge ou par spectroscopie Raman. L'avantage de la diffusion de
neutrons par rapport aux spectroscopies infrarouge et Raman est la quasi absence de régles de
sélections et le grand pouvoir pénétrant des neutrons, ce qui permet de « voir » tous les modes de
vibration et de couvrir I'ensemble du spectre vibrationnel, en particulier a basse fréquence (de 1 a
300 cm™) et donc de faire une mesure beaucoup plus représentative de la densité d’états

vibrationnels de la protéine.

De plus, lorsqu’une perturbation locale se propage a I’'ensemble d’une protéine, il semble que les
modes de vibration a basse fréquence, c’est-a-dire de basse énergie (hw < 40 meV), permettent de
reproduire en grande partie les mouvements observés (34). Les modes normaux de vibration a basse

fréquence qui correspondent a des mouvements collectifs de grande amplitude des atomes
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d’hydrogene sont en quelque sorte les « voies de communication » a I'intérieur de la protéine, tandis

que les modes de haute fréquence sont plus restreints et plus localisés dans la protéine.

Ainsi, d’apres certains modeles, les modes normaux de basse fréquence pourraient étre liés aux
mouvements de domaines au sein des protéines et a leur activité (8). Dans ce cas, la vibration des
atomes selon les modes collectifs serait directement liée aux mouvements de domaines (par
exemple lorsqu’une enzyme change de conformation lors de la fixation d’un ligand) et a I'activité

biologique de la protéine (35, 36).

La densité d’états vibrationnels de la myoglobine libre et adsorbée sur les nanoparticules de silice 7
nm dans une solution de D,0 a été mesurée de 1 a 400 cm™ par diffusion inélastique de neutrons a

240 K et a 298 K (Fig. 6-4) (voir chap. 2, §7.2).
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Figure 6-4. Densité d’états vibrationnels g(w) de la myoglobine libre (B) et adsorbée (@) sur les
NP de silice 7 nm dans une solution de D,0 (13% en masse Mb, 30% en masse NP) a 240 K (a) et
a 298 K (b) mesurée par diffusion inélastique de neutrons et normalisée a la masse de la protéine
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La densité d’état vibrationnelle de la myoglobine adsorbée présente une diminution trés importante
des modes de vibration de basse fréquence a 240 K et a 298 K, sans modification de la forme des

spectres. Les données sont superposables aprés normalisation (Fig. 6-5).

La diminution de la densité d’états de la myoglobine adsorbée est similaire a 240 K et a 298 K, ce qui
montre une bonne reproductibilité des mesures a une température supérieure a la température de
transition de la myoglobine et indique que les mécanismes impliqués dans la diminution du nombre

de modes de vibration sont relativement indépendants de la température.

1 aprés superposition

(o) (u.a.)

l”‘ITO o ’”“1.60
Fréquence (cm'1)
Figure 6-5. Comparaison de la densité d’états vibrationnels g(w) de la myoglobine
libre (m) et adsorbée (®) sur les NP de silice 7 nm a 298 K apres normalisation
L’adsorption ne modifie donc pas la forme des densités d’états dans la fenétre étudiée mais induit un
appauvrissement de 20% en modes de basse fréquence calculé en intégrant la courbe, ce qui est bien
supérieur aux modifications observées lors de la liaison de ligands de petite taille sur des protéines

(généralement de quelques %) (37).

Cette diminution du nombre de modes de vibration est par contre comparable a celle prédite par
simulation pour I'immobilisation des molécules d’eau a la surface d’une protéine observée a des

faibles niveaux d’hydratation de la protéine (38) (Fig. 6-6).
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Figure 6-6. Densité d’états vibrationnels g(w) de la dihydrofolate réductase

calculée par analyse des modes normaux lorsque les molécules d’eau a sa surface

sont libres (bleu) ou immobilisées (rouge), d’aprés (38)
Lorsque les molécules d’eau sont immobilisées sur une surface, le nombre de modes de vibration de
basse énergie est limité. De la méme facon, la surface de silice pourrait immobiliser les résidus a son
contact et diminuer la densité d’états vibrationnels de la protéine adsorbée. Les atomes d’hydrogéne
de ces résidus n’auraient plus qu’une participation limitée aux modes collectifs de vibration a basse
fréquence. Puisque le nombre de modes de vibration est proportionnel a la taille de la protéine (39),
une diminution de 20% de la densité d’états vibrationnels de la myoglobine correspondrait a une

diminution de 20% du nombre de résidus mobiles, soit 30 acides aminés sur 153.

Pour aller plus loin, on peut essayer d’extraire des informations sur les variations d’entropie liées a
I’adsorption a partir des densités d’états vibrationnels en utilisant des relations de thermodynamique
statistique. Nos mesures ne nous donnent accés qu’aux modes de basse fréquence (0-400 cm™), mais
des études par simulation ont montré que seule cette partie de la densité d’états déterminait les
modifications de conformation de la protéine (3). Une grande partie de I'entropie vibrationnelle des

protéines est ainsi associée aux modes normaux de basse fréquence (w < 400 cm™) (40, 41).

D’aprés McQuarrie, I’entropie vibrationnelle S peut étre reliée a la densité d’états vibrationnels (eq.

1) (42).
S=kg [, dw.E(@W(w) (eq. 1)

avec kg la constant de Boltzmann, E(w) la densité des modes normaux a la fréquence w et W(w) une

fonction de pondération.
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Dans le cas d’un systéme harmonique, W(w) s’écrit en fonction de B = 1/kgT (eq. 2) :

BLhw

w (w) - exp(fhw)—1

— In[1 — exp(—phw)] (eq. 2)
Dans notre cas, l'intégration est trés simple car la forme des densités d’états E(w) est inchangée lors

de I'adsorption (eq. 3 et 4).
Emb adsorbée (0)) = 0,8 * Eyp tibre (w) (eq. 3)

Sub adsorbée = 0,8 * Syp ripre (eq. 4)

La variation de I'entropie vibrationnelle de la myoglobine doit donc étre proportionnelle a la
diminution de 20% du nombre de modes de vibration a basse fréquence. Cependant, ces mesures ne
donnent pas accés a la valeur absolue de I’entropie de la protéine libre Sy jibre. L'€ntropie
vibrationnelle moyenne d’une protéine est connue et la valeur rapportée dans la littérature est de 35
cal.K™.mol™ par résidu (6). La variation de I'entropie vibrationnelle de la myoglobine adsorbée peut

8tre évaluée a AS = 35 x 30 résidus immobilisés = -1.10% cal.K*.mol™.

La mesure de I'énergie d’adsorption de la myoglobine sur les NP de silice par microcalorimétrie a
montré que la variation d’entropie était favorable a I'adsorption (voir chap. 4). Il existe donc un
mécanisme qui compense la diminution de I'entropie vibrationnelle observée lors de I'adsorption de
la myoglobine sur la silice. Lorsque les nanoparticules sont en solution, une couche d’eau est
adsorbée a leur surface. Or I'eau adsorbée est presque immobile a la surface de la silice (43). Si les
molécules d’eau se désorbent lors de I'adsorption de la myoglobine, alors elles devraient gagner en
entropie. La variation d’entropie liée a la désorption des molécules d’eau de la silice peut étre
estimée a partir de I'entropie de désorption de la vapeur d’eau d’une surface de silice évaluée dans
la littérature a 40-45 cal.K*.mol™ (44) (Fig. 6-7). L'entropie de I'eau liquide et de la vapeur d’eau

utilisées sont de 16,72 et 45,11 cal.K*.mol™ respectivement.

30 cal K'.mol!
H,O liquide » H,O vapeur

10-15 cal. K''.mol" 40-45 cal K-!'.mol!

H,O adsorbée

Figure 6-7. Calcul de I’entropie de désorption des molécules d’eau de la surface de
silice a partir de I’entropie de désorption de la vapeur d’eau de la silice (44)
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L’entropie liée a la désorption des molécules d’eau de la surface de silice est de I'ordre de 10 a 15
cal.K™.mol™ par molécule d’eau. La désorption de 70 a 100 molécules d’eau de la surface serait donc
suffisante pour compenser la diminution de I'entropie vibrationnelle d’une molécule de myoglobine
adsorbée. La surface occupée par une molécule d’eau est de 0,1 nm?, soit une surface totale de 7 a
10 nm? pour 70 a 100 molécules d’eau (44). Compte-tenu de sa taille, la surface occupée par la
myoglobine est au minimum de 7 nm2. On peut donc tout a fait envisager une désorption de I’eau sur

une surface équivalente lors de I’adsorption de la protéine.

L’adsorption de la myoglobine reste toutefois un processus associé a un gain d’entropie (voir chap. 4,
§5). Si toute la variation d’entropie est compensée par la désorption des molécules d’eau, cela
représente 300 molécules d’eau, soit une surface de 20 a 30 nm?2. Cela reste inférieur a la surface
maximale de 50 nm? calculée pour une myoglobine totalement déstructurée (voir chap. 5, §1). Une
surface occupée par la myoglobine de 20 a 30 nm? serait tout a fait cohérente au vu de la perte
partielle de structure de la protéine adsorbée. Pour aller plus loin, une étude AFM avec une grande

résolution pourrait peut-étre permettre de voir un « pavage » de la myoglobine sur la surface.

L'analyse de la densité d’états vibrationnels de la myoglobine adsorbée sur les NP de silice montre

que:

i) le nombre de modes de vibration a basse fréquence de la myoglobine diminue de 20%
lors de I'adsorption,

ii) I'interaction entre les résidus et la silice conduit a une diminution de I’entropie
vibrationnelle de la myoglobine de I'ordre de -1.10° cal.K*.mol ™,

iii) la désorption des molécules d’eau adsorbées sur la silice par la myoglobine peut

compenser la variation d’entropie de la protéine.

L’étude des modes de vibration de la myoglobine adsorbée nous renseigne ainsi de maniere indirecte
sur les mécanismes d’interaction entre myoglobine et surface : le nombre de modes de vibration a
basse fréquence de la protéine diminue et serait compensé par la désorption des molécules d’eau de
la surface de la silice lors de I'adsorption de la myoglobine, sur une surface égale a celle occupée par

la protéine.

4. Discussion

Ces résultats montrent trés clairement que la dynamique de la myoglobine est fortement modifiée
lors de I'adsorption : la transition dynamique de la protéine semble totalement supprimée et les

modes de vibration a basse fréquence sont réduits de 20%. Une disparition de la transition
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dynamique d’une protéine en solution est trés rare, ce phénoméne étant habituellement restreint
aux protéines totalement déshydratées. Cela montre que I'adsorption immobilise une partie de la
protéine sur la surface et bloque les mouvements de diffusion intramoléculaire qui permettent la

transition.

Ces résultats sont cohérents avec les quelques études d’autres systémes réalisées par fluorescence
et par RMN qui indiquaient une diminution de la dynamique des protéines adsorbées (11, 16). Cette
étude permet de confirmer cette tendance sur un autre systéme et a I'aide d’une autre technique

expérimentale.

L’explication d’un gain d’entropie par augmentation du nombre de degrés de liberté de la protéine
adsorbée du modeéle de Norde n’est donc pas valable. La perte de structure de la protéine permet
d’établir plus de points de contact avec la surface par étalement mais s’accompagne d’une
diminution de la mobilité de la protéine. Le gain d’entropie mesuré lors de I'adsorption pourrait étre
lié a la déshydratation de la surface hydrophile sur laquelle des molécules d’eau sont elles aussi
immobilisées. Il serait intéressant d’étudier la dynamique de protéines adsorbées pour des systémes
trés différents ou des pertes trés importantes d’entropie sont mesurées lors de I'adsorption (voir

chap. 4, Fig. 4-16).

De plus, les protéines les plus flexibles et riches en résidus basiques sont celles qui ont le plus
d’affinité pour I'adsorption, tandis que les protéines rigides pauvres en résidus basiques ne
s’adsorbent pas ou seulement de maniere transitoire. Les contributions enthalpiques restent une
contribution défavorable par rupture de liaisons faibles s’il y a perte de structure et une contribution
favorable lorsqu’'un maximum d’interactions est établi avec la surface. Les protéines rigides
perdraient moins d’entropie lors de I'adsorption que les protéines plus flexibles, leur non adsorption
est donc probablement enthalpique, liée a un nombre insuffisant d’interactions avec la surface du
fait d’un faible nombre de résidus basiques et d’une structure peu déformable qui ne permet pas un
étalement de la protéine sur la surface. Au contraire, les protéines flexibles peuvent s’étaler sur la
surface, ce qui permet un gain important d’entropie par désorption des molécules d’eau, et une

augmentation des interactions entre résidus basiques et surface.

Pourtant, la myoglobine n’est pas totalement « étalée » sur la surface puisqu’elle conserve une partie
de sa structure secondaire, peut-étre du fait de régions plus rigides et peu propices a interagir avec la

surface, comme I’"heme.

Pourrait-on inverser le raisonnement en faisant I’"hypothése qu’une surface qui n’adsorbe pas de

molécules d’eau n’adsorbera pas de protéines ? Pour augmenter la biocompatibilité des matériaux, il
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est courant de fonctionnaliser les surfaces avec des polymeres (PEG), ce qui empéche I'adsorption
des protéines. Cet effet est-il purement stérique (c’est I'image du polymére dont les longues chaines
« balayent » la solution) ou d’autres mécanismes peuvent-ils jouer ? La fonctionnalisation pourrait
supprimer les sites d’adsorption des protéines en supprimant a la fois les molécules d’eau
immobilisées (et la compensation entropique) et les sites chargés (et la composante enthalpique)

pour rendre I'adsorption défavorable du point de vue thermodynamique.

D’autre part, du point de vue de |'état de la protéine adsorbée, les modifications de dynamique de la
myoglobine sont au moins aussi importantes que les modifications de structure. Cela montre que
I’état de la protéine adsorbée est tres différent, du point de vue dynamique, de celui d’une protéine

dénaturée.

Il serait intéressant de poursuivre cette étude a d’autres échelles de temps, pour voir si le processus
observé a I'échelle de la picoseconde se propage a des échelles de temps supérieures (Fig. 6-1). Une
étude par RMN du solide peut étre bien adaptée a ce type de systeme. La dynamique des résidus
tryptophane, étudiée par anisotropie de fluorescence, apporterait aussi des informations sur une

large gamme de temps caractéristiques.

Des sondes encore plus locales pourraient aussi étre utilisées afin de voir si la modification de la
dynamique a I’échelle globale de la protéine a des répercussions sur la dynamique locale d’éléments
« clés » comme le fer de I'heme, qui pourrait étre sondé par spectroscopie Mossbauer. En effet, la
dynamique globale de la protéine est, selon certains auteurs, liée a la dynamique locale de I'atome
de fer, grace a la liaison entre I'atome de fer et I'histidine proximale (45). Une perturbation
extérieure de la dynamique globale de la myoglobine (puisque I'héme ne semble pas affecté
directement par I'adsorption) peut-elle conduire par couplage a une modification de la dynamique

du fer ?
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Les points clés

Les résultats obtenus lors de I'étude de la dynamique de la myoglobine et des protéines de levure

adsorbées sur les nanoparticules de silice peuvent étre résumés :

- La dynamique de la myoglobine adsorbée sur les nanoparticules de silice a I'échelle de la
picoseconde a la dizaine de picoseconde, associée aux fluctuations de la structure de la
protéine de quelques A, peut étre sondée par diffusion incohérente élastique et inélastique

de neutrons en solution.

- Le déplacement carré moyen des atomes d’hydrogéne de la myoglobine adsorbée ne
présente pas de transition dynamique a 200 K caractéristique de la myoglobine libre en
solution, ce qui n’a jamais été observé pour une protéine en solution. La distribution de
conformations de la myoglobine adsorbée serait limitée par rapport a la myoglobine en
solution. La dynamique de la myoglobine diminue lors de I'adsorption sur les nanoparticules

de silice.

- L’adsorption sur les nanoparticules a un effet global sur la dynamique de la myoglobine et ne

touche pas seulement les résidus en interaction directe avec la surface.

- Le nombre de modes de vibration a basse fréquence et I'entropie vibrationnelle de la

myoglobine diminue de 20% lors de I'adsorption

- L’analyse thermodynamique de I'adsorption suggére que la perte d’hélicité et la diminution
de la dynamique de la protéine défavorables a l'adsorption sont compensées par la
formation d’interactions électrostatiques entre résidus basiques et surface de silice et par la

désorption des molécules d’eau de la surface par la myoglobine.
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CHAPITRE 7
Activité des protéines adsorbées

Relativement peu d’études de l'activité des protéines adsorbées portent sur des systémes non
enzymatiques. La plupart des études se rapportent a des enzymes immobilisées sur une surface,
domaine d’étude bien documenté et qui a récemment été étendu aux nanomatériaux (1, 2). Lors de
I'adsorption d’une enzyme sur un matériau nanostructuré, son activité peut étre conservée (3),
inhibée (4-6) ou au contraire augmentée (7, 8). La réponse de chaque systéme dépend a la fois de
I’'enzyme considérée et du type de nanomatériau (9, 10). Si I'activité du lysozyme est partiellement
inhibée sur les NP de silice (11), il reste cependant difficile de prédire I'activité d’autres protéines,

méme lorsque celles-ci sont adsorbées sur une méme surface (3).

La mesure de I'activité d’enzymes adsorbées sur des NP peut poser un probléme d’interférence : le
substrat ainsi que les cofacteurs nécessaires a I'activité enzymatique peuvent interagir tout comme la
protéine avec les NP et interférer avec le protocole de mesure (12, 13). Pour minimiser ce type
d’interférences lors des mesures d’activité, nous avons mesuré une activité de fixation de gaz,
I’oxygénation de I’hémoglobine. Une étude a en effet montré que I'oxygéne n’interagissait pas avec
la silice colloidale (14). L’activité de I'hémoglobine aprés désorption est également étudiée pour

évaluer la réversibilité du systéme.

Notre étude de l'activité des protéines adsorbées sur les nanoparticules de silice est centrée sur
I’'hémoglobine. Cependant, nous avons également voulu déterminer I'activité de fixation de deux
petites molécules en solution, azoture et imidazole, de notre seconde protéine modele, la
metmyoglobine. En effet, une étude a montré que la metmyoglobine adsorbée sur des NP d’or et
d’argent peut fixer I'azoture (15), mais ne rapporte pas I'affinité de la protéine pour son ligand dans
ces conditions. Nous avons mesuré |'affinité de la metmyoglobine adsorbée pour deux ligands
différents. Pour prendre en compte de possibles interférences pour ce systéme, les interactions
entre azoture et nanoparticules de silice ont été testées. Cette étude est rapportée dans la premiere

partie de ce chapitre.

L'activité de I’'hémoglobine est étroitement liée a sa structure tétramérique : la dissociation des sous-
unités en dimeres ou monomeres conduit a la disparition de la coopérativité (16). Pour déterminer si
I’'hémoglobine conserve sa structure tétramérique lors de I'adsorption sur les nanoparticules de

silice, nous avons mesuré la coopérativité de I’hémoglobine adsorbée. L’affinité de ’hémoglobine est
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sensible aux effecteurs, tels que protons, 2,3-diphosphoglycérate (DPG) et inositol hexaphosphate
(IHP). Les modifications d’activité de 'hémoglobine adsorbée dans différentes conditions de pH et en
présence de DPG et d’'IHP ont été étudiées. De plus, le DPG et I'lHP sont spécifiques du tétramere
d’hémoglobine et ne peuvent se lier a I'hémoglobine adsorbée qui si leur site de fixation est
préservé. Nous avons également étudié I'adsorption et I'oxygénation d’une hémoglobine pontée Hb
DCL dont les sous-unités sont liées. Ces résultats sont présentés dans la deuxiéme partie de ce

chapitre.

Une fois le protocole expérimental bien établi pour la mesure d’oxygénation de I’hémoglobine
adsorbée, nous avons cherché a déterminer si nos observations sur I’hémoglobine de porc étaient
généralisables a d’autres systemes. Suite a une discussion avec Frédéric Galactéros du CHU Henri
Mondor a Créteil, et avec Véronique Baudin-Creuza, Laurent Kiger et Michael Marden (INSERM
U779) du CHU du Kremlin-Bicétre, nous avons choisi d’étendre notre étude a I’hémoglobine
humaine, a I’'hémoglobine pontée Hb DCL et a une hémoglobine anormale, HbS. Cette étude nous a
permis de valider le modele choisi au cours de la thése (Hb de porc) et d’étudier un effet de
variabilité ou de sensibilité particuliere de certains variants de ’"hémoglobine a I'adsorption sur les
NP de silice. Les résultats obtenus sur la protéine purifiée ont également été comparés a ceux
réalisés a partir d’'un hémolysat, environnement plus complexe mais plus pertinent du point de vue

biologique.

Enfin, les modifications d’activité de I'hémoglobine adsorbée sont discutées a partir des principaux

modeles de coopérativité de la littérature.

1. Fixation de ligands de la metmyoglobine

Sous sa forme native, la myoglobine peut fixer une molécule d’oxygéne. Cependant, I'oxymyoglobine
est instable des la purification et s’oxyde trés rapidement en metmyoglobine. Il est difficile de
travailler avec une solution contenant 100% d’oxyMb sans contamination par la metMb. De plus, si
nous voulons mesurer la fixation d’oxygene de la myoglobine adsorbée sur les NP de silice, il est
nécessaire d’agiter longtemps la solution sous un flux d’argon pour désoxygéner la suspension, ce qui
risquerait de conduire a une formation tres importante de metMb. Plutot que de travailler sur une
solution instable d’oxyMb, nous avons préféré travailler directement sur la forme stable et

controlable de la metMb.

La metmyoglobine peut fixer d’autres ligands, tels que le cyanure CN’, I'azoture N3, I'ion nitrite NO,,

I'ion fluorure F" ou I'imidazole C3H;N,. L'azoture N3 est un ligand chargé de petite taille qui a une
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forte affinité pour la metmyoglobine (K, = 1,5.10° M™ a pH 7,1 (17)), tandis que I'imidazole est un

cycle aromatique de taille plus importante et d’affinité nettement plus faible pour la myoglobine (K,

= 0,6.10° M (17)). Etudier la fixation de 'azoture et de I'imidazole sur la metmyoglobine adsorbée

sur des nanoparticules de silice permet ainsi de comparer la fixation de deux ligands aux propriétés

bien différentes.

1.1 Azoture

La fixation de l'azoture sur la metmyoglobine libre et adsorbée sur les NP de silice 7 nm a été

mesurée en tampon Phosphate 100 mM a pH 7,4 a 25°C (Fig. 7-1).

Mb-N, (%)

log [Y/(1-Y)]

Figure 7-1. (a) Fixation de I'azoture sur la metmyoglobine libre () et adsorbée sur
les nanoparticules de silice 7 nm (®) en tampon Phosphate 100 mM a pH 7,4
(Cup=10 uM, Cyp=15 mg/mL). (b) Diagramme de Hill et régression linéaire de pente
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Dans les conditions expérimentales, 90 % de la metmyoglobine est adsorbée sur les NP de silice.
L’ajout d’azoture ne provoque pas de désorption de la protéine. La metmyoglobine adsorbée peut
étre saturée au méme niveau que la metMb libre par I'azoture comme le montre la figure 6-1a,

I’'heme reste donc accessible au ligand apres adsorption.

La mesure de fixation de |'azoture est représentée sous la forme d’un diagramme de Hill (Fig. 7-1b).
Une régression linéaire de pente 1, définie pour un systéme non coopératif, permet de déterminer la
constante d’association K, de la metmyoglobine pour I'azoture et donc I’affinité de la metmyoglobine

libre et adsorbée pour I'azoture (voir chap. 2, §6.1) (tableau 7-1).

Conditions Ka Mb libre (Ml) Ka Mb adsorbée (Ml)

Tampon Phosphate pH 7,4 1,9 +0,1.10° 0,8+0,1.10*

Tampon BisTris-HCl pH 6 3,5+0,2.10° 2,9+0,7.10°

Tableau 7-1. Constantes d’association de 'azoture avec la metmyoglobine libre et
adsorbée sur les nanoparticules de silice 7 nm a pH 6 et a pH 7,4

A pH 8,7 ol moins de 20 % de la metmyoglobine est adsorbée, aucune différence significative n’est
observée entre la constante de fixation de la metmyoglobine libre sans NP (K, = 1,6 £ 0,2.10° M) et
de la metmyoglobine libre en présence de NP (K, = 1,3 + 0,3.10* M™). Il n’y a donc pas d’artefact ou
d’interaction avec la silice lors de la mesure de fixation de |'azoture en présence de NP. Nous avons
montré qu’il n’y avait pas d’interférence entre azoture et NP lors de la mesure d’activité de la

metmyoglobine adsorbée.

A pH 7,4, la constante d’association de la metmyoglobine libre correspond a la valeur de la littérature
(17). La constante d’association de la metmyoglobine adsorbée pour I'azoture (K, = 0,8 + 0,1.10* M™)
est divisée par deux par rapport a celle de la metmyoglobine libre (K, = 1,9 + 0,1.10* M"). On observe
une diminution de I'affinité de la metmyoglobine pour I'azoture lorsque la protéine est adsorbée sur
les NP de silice, mais cette diminution reste faible comparée aux variations de plusieurs ordres de

grandeur observées lorsque le ligand change (17).

L’affinité de la metmyoglobine pour I'azoture dépend du pH de la solution : plus la solution est acide,
plus I'affinité est grande (17). La constante d’association mesurée a pH 6 en tampon BisTris-HC| est
plus grande que la constante a pH 7,4 en tampon Phosphate (notre mesure), mais aussi plus grande
que la valeur de la littérature a pH 6 en tampon Phosphate (K, = 2,5.10* M™ (17)), par effet conjoint

du tampon et du pH.
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A pH 6 ou 100 % de la metmyoglobine est adsorbée sur les NP de silice, la constante d’association de
la metmyoglobine libre pour I'azoture (K, = 3,5 + 0,2.10* M) n’est pas significativement supérieure a
celle de la metmyoglobine adsorbée (K, = 2,9 + 0,7.10° M™). Pourtant la perte d’hélicité de la
metmyoglobine adsorbée est similaire a pH 6 et a pH 7,4 (voir chap. 5, §2.2). Aucune modification
des propriétés électroniques n’a par ailleurs été observée lors de I'adsorption (voir chap. 5, §4.2). La
perte d’hélicité, qui représente pourtant une diminution de 50% de la structure de la protéine,

n’affecte donc pas ou peu la fixation d’un ligand de la metmyoglobine.

La différence de la modification de I'affinité lors de I'adsorption a pH 6 et a pH 7,4 pourrait étre
expliquée par un effet de charge. Une étude a montré que des anions en solution, tels que CIO,, I’ ou
Br’, pouvaient diminuer I'affinité de la myoglobine pour I'azoture (18), grace a un site d’interaction
proche de I’'héme impliquant notamment les résidus histidine (E7), thréonine (E10) et arginine (CD3).
La fixation d’un anion sur ce site diminuerait la densité de charge positive de I’'héme et I'affinité de la
protéine pour I'azoture. Méme si cette région trés proche de I'héme n’est probablement pas en
interaction directe avec la surface de silice, un des sites potentiels d’adsorption implique des résidus
des hélices E et F (voir chap. 5, §6). Il est possible que la surface chargée négativement de la silice ait
un effet similaire a celui des anions en solution et induise une diminution de la densité de charge
positive au niveau de I’"héme. Le potentiel T, qui est un indicateur de cette charge de surface, est de
-4,2 mV en tampon BisTris-HC| a pH 6 et de -20,4 mV en tampon Phosphate a pH 7,4 (voir chap. 3,
§2.4). La surface des NP de silice est donc peu chargée a pH 6 comparée a pH 7,4, ce qui pourrait

expliquer le plus faible effet de I'adsorption de la metmyoglobine sur la fixation de I'azoture a pH 6.

La mesure de I'affinité pour I'azoture de la myoglobine adsorbée sur des NP non chargées pourrait
permettre de confirmer ou non I'hypothése d’un effet de charge. Nous avons étudié la fixation d’un

ligand non chargé sur la metmyoglobine adsorbée sur les NP de silice : I'imidazole.

1.2 Imidazole

La fixation de I'imidazole sur la metmyoglobine libre et adsorbée sur les NP de silice 20 nm a été
mesurée en tampon Phosphate a pH 7,4 a 25°C, conditions dans lesquelles I'imidazole est a 71% sous

sa forme déprotonée de charge nulle (pKa = 7,0 a 25°C) (Fig. 7-2)(19).

238



100- ..* { ;.i % "

Mb-Im (%)

12

0,5
< 004
.
o
]
= 40,81
b
-1,0— . :
25 2,0 1.5
log C

Figure 7-2. (a) Fixation de I'imidazole sur la metmyoglobine libre () et adsorbée

sur les nanoparticules de silice 7 nm (8) en tampon Phosphate 100 mM a pH 7,4

(Cvp=10 uM, Cyp=15 mg/mL). (b) Diagramme de Hill et régression linéaire de pente

1 avec Y la fraction de metmyoglobine liée a I'imidazole
La mesure de la fixation de I'azoture ne montre aucune différence entre myoglobine libre et
adsorbée : fixation et affinité de la myoglobine libre et adsorbée pour I'imidazole sont identiques. Par
contre, la désorption d’une partie de la myoglobine adsorbée (18 %) est observée aux concentrations
les plus élevées en imidazole. En effet, la myoglobine ayant une affinité beaucoup plus faible pour
I'imidazole que pour I'azoture, une concentration bien plus élevée d’imidazole doit étre utilisée pour
lier 100 % de la protéine : jusqu’a 100 mM d’imidazole (6,8 g/L) pour 10 uM de myoglobine (0,2 g/L).
A cette concentration, le tampon Phosphate 100 mM ne permet plus de fixer le pH a 7,4. Le pH de la
solution atteint 8,2 ce qui explique la désorption partielle de la myoglobine aux concentrations les

plus élevées en imidazole. Il n'y a cependant pas de désorption a des concentrations moyennes en
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imidazole et aucune différence n’est observée entre les courbes de fixation de la myoglobine libre et

adsorbée.

La mesure de fixation de I'imidazole sur la metmyoglobine adsorbée a pH 6 n’a pas pu étre réalisée
car des concentrations encore plus élevées en imidazole sont nécessaires, |’affinité étant plus faible a
pH 6 (17), ce qui conduit a la désorption de la myoglobine. De méme, nous n’avons pas réalisé la
mesure en tampon Tris-HCl car le pH de la solution est supérieur a 9, ce qui risque de déstabiliser la

surface de silice (voir chap. 3, §2.1). Le systéme n’est alors plus comparable a celui étudié a pH 7,4.

Le diagramme de Hill (Fig. 7-2) permet de calculer la constante d’association de I'imidazole avec la

metmyoglobine (tableau 7-2).

Conditions Ka Mb libre (Ml) Ka Mb adsorbée (Ml)

‘ Tampon Phosphate pH 7,4 ‘ 1,7 £0,2.10° | 1,5 +0,4.10

Tableau 7-2. Constantes d’association de I'imidazole avec la metmyoglobine libre
et adsorbée sur les nanoparticules de silice 7 nm a pH 7,4

La constante mesurée a pH 7,4 est supérieure a la valeur rapportée dans la littérature a pH 7,1 (K, =
0,6.10° M™) (17) ce qui est trés probablement lié aux différentes conditions de mesure utilisées (pH,
température et tampon). Les constantes d’association de I'imidazole avec la metmyoglobine libre (K,
=1,7 +0,2.10> M) et adsorbée sur les NP de silice 7 nm (K, = 1,5 + 0,4.10> M) sont équivalentes a
I'incertitude pres. L’héme reste donc accessible et disponible pour lier une molécule d’imidazole
lorsque la myoglobine est adsorbée sur les NP de silice 7 nm. Aucune modification de I'affinité de la

metmyoglobine adsorbée pour I'imidazole n’est observée.

Au-dela de la constante d’association, il serait intéressant de poursuivre cette étude par la mesure
par microcalorimétrie ITC des variations d’enthalpie et d’entropie de fixation des ligands de Ia
metmyoglobine adsorbée sur les NP de silice. Une autre approche, par mesure des vitesses d’entrée
et de sortie des ligands pourrait également étre intéressante. En effet, la constante d’association K,
est égale au rapport de la vitesse d’entrée k,, sur la vitesse de sortie du ligand k.. Or nous ne savons

pas si ko, et ko sont identiques avant et aprés adsorption, ou si seul le rapport kon/kos reste constant.

D’une facon plus générale, il est surprenant de constater que la metmyoglobine adsorbée, bien qu’en
partie déstructurée conserve presque intégralement son activité. La perte d’hélicité ne modifie pas
(imidazole) ou peu (azoture) I'affinité de la protéine pour son ligand, alors qu’il est généralement
admis que la perte de structure d’une protéine s’accompagne de la perte de son activité.

Contrairement aux études de dénaturation en température ou en milieu dénaturant, I'étude de la
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myoglobine adsorbée sur les NP de silice permet de mesurer I'affinité de la myoglobine lorsque la
protéine est en partie déstructurée, sans perte d’heme (voir chap. 5). L’adsorption des protéines sur
les nanomatériaux représente un nouveau stress pour les protéines (comme la température ou la
pression) et pourrait permettre de nouvelles études sur la relation entre structure et activité d'une

protéine sous contrainte.

L'activité de la metmyoglobine semble dominée par la formation de la liaison ligand-héme et peu
sensible aux modifications structurales de la globine, ce qui pourrait étre lié a la présence d’un Fe**
plutdt que d’un Fe*". Une mesure de Iactivité de fixation du CO par le Fe** de la myoglobine pourrait
apporter une plus grande sensibilité a des modifications au niveau de la globine mais est délicate a

mettre en ceuvre. |l est plus simple de travailler directement sur I'oxygénation de I’hémoglobine.

2. Oxygénation de notre protéine modele, 'hémoglobine de porc

L’étude de I'activité de I'hémoglobine adsorbée sur les nanoparticules de silice a été réalisée dans un
premier temps sur notre protéine modele, 'hémoglobine de porc, pour les mémes raisons qui nous
ont conduits a I'étudier jusqu’ici : la possibilité de purifier I'hémoglobine en grandes quantités au

Laboratoire de Radiolyse (sans agrément spécifique) et la fixation d’un ligand gazeux.

L’adsorption de protéines oligomériques sur une surface a été trés peu étudiée et I'hémoglobine, de
par sa coopérativité, posseéde une signature de sa structure quaternaire visible lors de la mesure de
son activité. Nous pourrons également tester la disponibilité de plusieurs sites de fixation de
I’'hémoglobine adsorbée : celui des molécules d’oxygene au niveau du groupement prosthétique mais
également celui de deux effecteurs, le 2,3-diphosphoglycérate (DPG) et I'inositol hexaphosphate

(IHP) au niveau de la globine.

Pour étudier I'activité de ’hémoglobine adsorbée sur les nanoparticules de silice, nous avons mesuré

la fixation d’oxygéne par la protéine, son affinité et sa coopérativité dans différentes conditions.

2.1 Oxygénation de 'hémoglobine adsorbée

L’oxygénation de I’'hémoglobine de porc libre et adsorbée sur les NP de silice 20 nm a été mesurée en

tampon BisTris-HCl 100 mM a pH 6 a 25°C par tonométrie (voir chap. 2, §6.2) (Fi