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Introduction

La vie est apparue sur Terre il y a 3.8 milliards d’années. De maniére hypothétique, les
conditions prébiotiques a partir desquelles la vie a potentiellement pu apparaitre semblaient
favorables a la formation de molécules simples considérées aujourd’hui comme les briques
élémentaires du vivant (Lazcano et Bada, 2003). Il a été postulé que I’ARN aurait existé
largement avant I’ADN, en présence d’ARN réplicase permettant sa réplication (Cech, 1989).
Il estpossible que ces briques élémentaires, diluées au départ, n'aient pu travailler de maniere
concentrée qu’a partir du moment ou elles étaient maintenues au sein d’'un méme
compartiment. La proximité des substrats dans un environnement restreint aurait alors pu
favoriser la mise en ceuvre des réactions chimiques et enzymatiques simples impossibles dans

un environnement plus dilué (Figure 1).

Environnement dilué Environnement concentré
(non réactif) (réactif)
©
L ' o °
¥ ¥ :
“J .
- I~ Productlon’
' ' de composés
©
ARN ] o | ®
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Figure 1 : Représentation de I'effet de concentration comme modeéle de I'apparition des premiéres cellules.

Les vésicules de lipides sont formées dans un mélange dilué et trés peu réactif en ce qui concerne les biomolécules
présentes dans le milieu. Du fait de I’lassemblage spontané de acides gras en structures vésiculaires, les biomolécules sont
encapsulées dans les vésicules. La concentration a I'intérieur du compartiment permet alors aux biomolécules d’interagir
entre elles. La séparation des milieux intérieurs et extérieurs permet une conservation au sein du compartiment de tous
les composés formés et de toutes les mutations engendrées. L’auto-assemblage des lipides permet aussi statistiquement
I'apparition de mélanges non réactifs. Ceci représente un modele potentiel de I'apparition des premiéres cellules le plus
couramment admis.
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Cette étape est vraisemblablement la premiere étape clé de |'apparition de la vie sur terre
sous formes d'objets cellulaires appelés « Protocellules ». De maniére spéculative, la cellule la
plus simple ayant existé a pu étre composée d'une vésicule d’acides gras contenant I’ARN et
I’ARN réplicase (Szostak et al., 2001). Ces vésicules auraient alors pu se diviser spontanément
de maniére mécanique par une augmentation de taille rendant la vésiculeinstable et plus apte
a sediviser (Murtas, 2013). Ces protocellules ont pu alors développer un niveau supérieur de
complexification en intégrant un ribozyme capable de synthétiser des nucléotides (Ma et Hu,
2012). L'établissement d'un systeme de synthese endogene de membrane a pu ensuite
apparaitre nécessitant un ribozyme capable de synthétiser des molécules amphiphiles (Ma et
al., 2010). Cette étape fondamentale permettant une division plus contrélée du compartiment
marque alors l'arrivée des « Protocellules-vraies ». Cependant, la division pose certains
problémes concernant la répartition du matériel génétique entre les cellules filles. En effet,
dans ce modéle, les génes correspondaient a des entités distinctes les unes des autres en
solution. Ceci implique que lors de la division, certains génes pouvaient étre transmis
seulement a une des cellules filles et d’autres non. L’apparition du chromosome permettant
la structuration de tous les genes entre eux, facilitant ainsi la transmission aux cellules filles a
pu permettre la résolution de ce probleme (Smith et Szathmary, 1993).De plus, cette forme
de vie pouvait acquérir des mutations conservées au cours du temps sur le chromosome et
ainsi permettre I’évolution jusqu’aux cellules modernes selon le schéma évolutif défini par

Darwin (Eigen, 1992).

Définir lavie ou en résumer les propriétés fondamentales reste délicat. La vie peut étre définie
comme la capacité de se reproduire, capacité dictée par un ensemble de molécules
informationnelles (Koshland, 2002). Elle peut aussi étre définie par la capacité du systéme a
s’auto-entretenir a I'aide des nutriments du milieu extérieur. Depuis I’apparition de la vie sur
terre, la cellule comme unité du vivant a évolué. Certaines cellules comme celles des

eucaryotes ont complexifié leur fonctionnement et compartimenté leurs réactions.
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Cependant, malgré le fait que la cellule ait évolué au sens large, la nature méme des
mécanismes collaboratifs du vivant est encore mal comprise. Ainsi, pour mieux comprendre
la complexité de la cellule, il est important de revenir aux fondements de ces mécanismes et
de caractériser les éléments essentiels mis en ceuvre pour gu’'un assemblage inerte puisse
devenir vivant. A I’heure actuelle, la teneur qualitative en éléments nécessaires a la vie n’est
pas clairement établie et fait I’'objet de nombreuses études depuis un demi-siecle pour essayer

de définir la « cellule minimale ».

1) La cellule minimale

La cellule minimale peut étre définie comme un systéme cellulaire possédant les attributs
nécessaires et suffisants pour étre considéré comme vivant : la cellule minimale doit étre
capable de maintenir sa structure et de se répliquer (Gil, 2011). L’objectif principal de définir
expérimentalement la cellule minimale réside dans une volonté fondamentale de comprendre
le vivant. Comment simplifier au maximum la complexité intrinseque d’une cellule afin d’en
dégager les mécanismes fondamentaux est un des enjeux principaux. Simplifier I'ensemble
des processus liés au fonctionnement d’une cellule pourrait permettre de mieux appréhender
les mécanismes indispensables a I'accomplissement des fonctions vitales d’une cellule. Au-
dela de I'aspect fondamental, se cache une réelle ambition d’exploiter le potentiel industriel
de la cellule minimale en créant des fonctionnalités cellulaires ciblées pour produire
efficacement des molécules d’intérét dans les domaines de la santé. L’intérét industriel de la
cellule minimale réside dans le fait de produire des systémes optimisés et simplifiés pour
maximiser la production du composé d’intérét pharmaceutique ou chimique tout en

minimisant les besoins énergétiques (Moya etal., 2009).
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La premiere interrogation, lorsque nous observons attentivement la complexité des réactions
concernant les cellules les plus simples (bactéries) ainsi que I’'organisation de tous les réseaux,
est la suivante : Quel est le nombre minimal de molécules a assembler afin de produire un
objet vivant. Pour répondre a cette question, deux approches ont émergé : I'approche
réductionniste (top-down), qui vise a réduire I’ensemble des composants cellulaires jusqu'a
obtenir lenombre minimum et I’approche constructionniste (bottom-up), qui visea assembler
les constituants cellulaires essentiels afin de synthétiser un objet vivant (Figure 2). Ces deux
approches ont pour objectif de reproduire des objets vivants selon la définition donnée par
Koshland (Koshland, 2002), c'est-a-dire des objets capables (i)de synthétiser leur propre

matériel a partir des composants extérieurs et (ii)de se reproduire.

A/ Approchetopdown

Un des points majeurs développé par I’approche top-down concerne le génome, et pose la
guestion suivante : quel est le « set » minimal de genes permettant I'accomplissement des
fonctions vitales d’une cellule ? Afin de répondre a cette question, deux approches
complémentaires ont été utilisées. La premiére, a I’ére des séquencages de génomes, est
basée sur de la génomique comparative inter-espéeces dans le but de déterminer les similarités
au niveau des genes de plus d’une centaine d’organismes. Cette approche est basée sur le fait
que les génes partagés entre des espéces phylogénétiquement éloignées pourraient étre des
genes essentiels. Les résultats montrent qu’une quarantaine de genes seraient partagés entre
147 espéces(Charlebois et Doolittle, 2004). Ce nombre de genes est bien entendu insuffisant
dans la mesure ou de nombreuses fonctions cellulaires peuvent étre codées par des genes
non-orthologues. La seconde approche, plus expérimentale vise a déterminer les genes
essentiels d’'une espece par I'utilisation de transposons. Les transposons sont des petites

séquences d’ADN qui vont pouvoir s’insérer dans le génome de la bactérie de maniere
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aléatoire. Cette séquence peut alors inactiver certains génes et permet de déterminer sices
genes inactivés sont essentiels a la survie de I'espece. Chez Mycoplasma genitalium, le
premier organisme pour lequel cette méthode a été utilisée, 381 genes considérés comme
essentiels ont été dénombrés (Glass et al., 2006). Depuis, cette approche a été trés utilisée
surun large spectre d’organismes et a permis de définir différents « sets » de geénes essentiels
de taille variable (Juhas et al., 2011). En 2010, |'équipe de John Craig Venter a réussi a
synthétiser une copie exacte du génome de Mycoplasma mycoides le JCVI-syn1.0 (1079 kpb,
901 genes)(Gibson et al., 2010) dont la taille a ensuite été réduite pour obtenir le JCVI-syn3.0
(531 kpb, 473 genes)(Hutchison et al., 2016).Ce génome a ensuite été transplanté dans une
bactérie receveuse, Mycoplasma capricolum, par une méthode qui avait été mise au point
précédemment dans le méme laboratoire (Lartigue et al., 2007). La premiére cellule avec un
génome synthétique avait alors été créée. A I’heure actuelle ce génome était encore loin
d’étre un génome constitué seulement de genes essentiels ce qui constitue encore I'un des

objectifs majeurs de I'approche réductionniste.

B/ Approchebottomup

L’approche bottom-up visea construire expérimentalement a partir de constituants cellulaires
séparés un objet autonome, capable d’effectuer différentes fonctions (Figure 2). L’élaboration
de systéemes minimaux par cette approche réside dans I’encapsulation de molécules pour
effectuer des actions de production de composés naturels comme I’ADN, les protéines dans

un compartiment

L'approche développée par les différents groupes travaillant dans ce domaine consiste a
assembler trois blocs moléculaires : l'information génétique, le métabolisme et le

compartiment. Séparément, ces trois blocs ont fait I’objet de nombreuses études et sont tres
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bien caractérisés. Cependant, c’est I’encapsulation du métabolisme ainsi que de I'information
génétique au sein d’'un compartiment physique qui représente le plus gros obstacle a ce jour

(Caschera et Noireaux, 2014).

Composants séparés  ——> Auto-assemblage ~——> Productionde o Croissance et division
composants

Lipides

Réplication d’ADN /
Synthése de protéines et \

lipides

6 Qj Protéines
<

®
Nutriments
[ BN ] P
[ ]

Structuration en bicouches

Obtention de deux cellules filles

Figure 2 : Approche constructionniste (Bottom up).

L’objectif de I'approche constructionniste est de rassembler au sein d’'un méme compartiment tous les composants
nécessaires a la formation d’un objet vivant. Le compartiment est le plus souvent un assemblage de lipides en solution
formant des vésicules au sein desquelles sont encapsulées les molécules essentielles. L’objectif est de permettre la
production de matériel génétique et protéique, mais aussila division du compartiment afin d’obtenir deux compartiments
fils.

Le bloc moléculaire qui va nous intéresser dans ce manuscrit concerne le compartiment. Pour
le développement de cellules minimales, I'objectif est de rassembler tous les intervenants des
réactions biologiques essentielles au sein d’'un compartiment (Figure 2). L’encapsulation dans
les compartiments est un processus qui a été trés étudié non pas pour construire des cellules
dans un premier temps, mais plutdt pour vectoriser et délivrer des molécules d’intérét

pharmaceutique (Emmen et Storm, 1987; Kaye et Richardson, 1979; Ostro et Cullis, 1989).
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Aujourd’hui les connaissances accumulées sur I’encapsulation permettent de générer des

bioréacteurs complexes pouvant encapsuler de grandes variétés de molécules.

La synthése des protéines a l'intérieur des compartiments est un point essentiel dans
I’élaboration de cellules minimales. Elle constitue la premiere étape nécessaire a
I'accomplissement de fonctions complexes comme la division cellulaire. Cette synthése
nécessite la présence d’'information génétique, des protéines et des facteurs permettant la
transcription et la traduction et des nutriments précurseurs essentiels. Les méthodes utilisées
pour synthétiser des protéines sont basées sur les technologies des systémes cell-free
(Caschera et Noireaux, 2014 ; Catherine et al., 2013 ; Zubay, 1973). Ces systémes acellulaires
sont utilisés pour produire des protéines ou des peptides (Gould, 1968; Katz, 1971) et
actuellement intégrés a des études de protéomique (Sawasaki et al., 2002 ; Vinarov et al.,
2004), de nanotechnologies (Daube et Bar-Ziv, 2013; Heyman et al., 2012 ; Tan et al., 2013)
ainsi que dans le domaine de l'industrie (Swartz, 2006). Ces systemes basés principalement
sur des extraits cellulaires d’E.coli (Caschera et Noireaux, 2014) sont devenus depuis plusieurs

années des standards expérimentaux pour la construction de cellules minimales.

L'avantage de ce systeme réside dans le fait d’avoir toute la machinerie moléculaire de la
bactérie, permettant |I'expression des protéines a partir de genes. La composition exacte de
ces systemes n’est au départ pas connue et donc incontrélée. Ceci implique que de
nombreuses protéines et des acides nucléiques sont présents sans étre impliqués dans le
processus d’expression de protéines. Par exemple, la présence de protéases et de nucléases
interfére et peut méme inhiber la synthése de protéines. Pour résoudre ce probléme, I’équipe
de Takuya Ueda a mis au point un systéme reconstitué nommé PURE systéme (Protein
synthesis Using Recombinant Eléments). Ce systéme, issu de |"optimisation de systemes cell-
free, est composé seulement d’éléments nécessaires a la transcription et traduction (Shimizu
etal., 2001)./n vitro, il a été montré que ce systéme permet d’exprimer des protéines (Shimizu

et al., 2001) ;cependant, les taux d’expression avec le systéme PURE restent inférieurs a ceux

25



obtenus avec des extraits cellulaires (Hillebrecht et Chong, 2008). En paralléle, d’autres
équipes comme celle de Vincent Noireaux optimisent la composition des systemes cell-free
afin d’augmenter la production de protéines (Caschera et Noireaux, 2014). Ces systemes
d’expression constituent donc un outil expérimental exceptionnel pour produire des
protéines. Cependant, la difficulté majeure réside dans I’encapsulation de tous ces composés
a l'intérieur d’'un compartiment pour permettre la synthése des protéines. C’est pourquoi

différents compartiments ont été élaboré afin de réussir ce processus d’encapsulation.

2) Les compartiments

A/ Les compartiments vésiculaires

L'obtention d’un compartiment est le point essentiel pour encapsuler tous les constituants
nécessaires a la synthése des protéines. Dans cette partie, nous allons détailler les différents
compartiments étudiés dans une optique de construction de cellules minimales, leurs
efficacités pour encapsuler des molécules simples ainsi que des systémes d’expressions. Nous
mettrons alors I’accent sur les avantages de chacun de ces compartiments ainsi que sur leurs

limites.

a) Vésiculeslipidiques

Le modele de compartiment le mieux caractérisé a |I’heure actuelle est le compartiment
vésiculaire. Ce compartiment qualifié de biomimétique, a été décrit pour la premiére fois par
Alec Bangham en 1965 et a vite été considéré comme le modele le plus intéressant en terme
d’encapsulation de biomolécules (Bangham, 1965). Ce compartiment est formé en solution
agueuse par un auto-assemblage de lipides sous la forme de bicouches, appelé aussi
liposomes. Cet assemblage crée un espace confiné séparé du milieu extérieur, permettant une
encapsulation dite « stricte » des biomolécules. Plus généralement les vésicules de
phospholipides comme les membranes biologiques sont perméables a I’eau mais beaucoup
moins aux sels et aux composés chargés (Gennis, 1989), I’étanchéité du systeme étant
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dépendante de sa composition. Les vésicules peuvent étre de taille hétérogéne (de 50 nm a
100um) et présenter plusieurs bicouches superposées (Figure 3).Elles sont utilisées depuis les
années 1970 pour I’encapsulation d’enzymes (Sessa et Weissmann, 1970) et pour la délivrance
d’une grande variété de principes actifs pharmacologiques (Gregoriadis, 1972). Ce modele est
aussi largement utilisé dans les processus de transfert de génes, notamment grace a sa
capacité a fusionner avec les membranes des cellules (Felgner et al., 1987 ; Whitt et al., 2001

; Young et al., 2002).

Malgré le fait que ces compartiments soient considérés comme biomimétiques et largement
utilisés pour encapsuler des biomolécules, il existe de nombreuses difficultés dans
I’encapsulation de mélanges protéiques plus complexes (Systéme cell-free, systéme PURE).
Pour commencer, la présence d’une bicouche quasiment imperméable aux molécules de taille
proches des protéines ne permet pas une encapsulation par diffusion depuis le milieu
extérieur. L'incorporation de molécules a lI'intérieur de vésicules nécessite la mise en place de
méthodes expérimentales spécifiques qui sont séparées en deux catégories. Les méthodes

spontanées et les méthodes dirigées.

Les méthodes spontanées regroupent majoritairement les méthodes dérivées de
I’hydratation de films lipidiques, tandis que les méthodes dirigées regroupent les méthodes
de transfert d’émulsions en solution ou a I'aide d’appareils de micro-fluidique. Il demeure
évident que les taux d’encapsulation dans les vésicules sontintrinsequement liés a la méthode

expérimentale utilisée.
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Figure 3 : Représentation des différentes vésicules.

Les vésicules de lipides peuvent posséder des morphologies et des tailles différentes. Ces différences sont intrinsequement
liées a la méthode de préparation des vésicules.SUV : Small unilamelarvesicles, LUV : Large unilamelarvesicles, MLV :
Multilamelarvesicles, MVV : Multivesicularvesicles et GUV : Giant unilamelarvesicles.

i. Méthodesdepréparation

Hydratation d’un film lipidique

Expérimentalement, la méthode la plus utilisée afin d’encapsuler des solutés a l'intérieur
d’une vésicule reste I’hydratation d’un film lipidique par un solvant aqueux contenant les
molécules a encapsuler (Figure 4)(Bangham, 1965). Les lipides sont dans un premier temps
solubilisés dans un solvant organique. Le solvant est ensuite évaporé ce qui conduit a la
formation d’un film lipidique a la surface du contenant. Ce film lipidique est ensuite hydraté
avec une solution contenant la molécule d’intérét a encapsuler entrainant la formation de
vésicules. Cette méthode est qualifiée de spontanée dans la mesure ol les événements
d’encapsulation dépendent des interactions moléculaires entre les lipides et les solutés. Ceci
signifie que les teneurs qualitatives et quantitatives de solutés a l'intérieur des vésicules ne

peuvent étre controlées et équivalentes d’une vésicule a une autre. L’encapsulation de
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grandes variétés de molécules uniques a l'intérieur d’'un ensemble de vésicules a largement
été montré (Colletier et al., 2002 ; Schumacher et al., 1999 ; Xu et al., 2012).Les taux
d’encapsulation de molécules uniques, majoritairement des protéines, varient entre 1 et 40%
en fonction de la méthode utilisée (Walde et Ichikawa, 2001). Il est important de noter que
ces taux d’encapsulation restent faibles vis-a-vis des taux d’encapsulation obtenus avec

d’autres méthodes ou d’autres compartiments détaillés plus tard.
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Figure 4 : Résumé des méthodes utilisées pour la préparation de vésicules basées sur ’hydratation d’un film
lipidique.

Ce schémareprésente les principales méthodes basées sur I’hydratation de films lipidiques. Les abréviations utilisées sont
les suivantes. GUV : Giant unilamellarvesicles, MLV : Multilamellar large vesicles, SUV : Small unilamellarvesicles. Les
nombres présents sous le type de vésicules indiquent les taux d’encapsulation obtenus avec la technique correspondante.
Les lipides sont solubilisés dans un solvant organique. Le solvant est ensuite évaporé ce qui conduit a la formation d’un
film lipidique a la surface du contenant. Le film lipidique est ensuite hydraté par une solution contenant la molécule a
encapsuler. Les vésicules obtenues demeurent trés hétérogénes avec une distribution de taille et de lamellarité peu
reproductible. Cette méthode représente le plus souvent la premiére étape de préparation de vésicules plus homogénes

par sonication, cycles de congélation/décongélation ou extrusion.
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Dans le cas de l’encapsulation de systemes cell-free, la difficulté pour encapsuler les
nombreuses protéines et molécules présentes dans ces systemes par cette méthode est tres
importante. Statistiquement, La méthode d’hydratation de films lipidiques permet un nombre
d’événements d’encapsulation de 80 molécules différentes (Systeme PURE) de |'ordre de
102% au sein d’une vésicule de 200 nm (Souza, 2009). Ce phénoméne d’encapsulation est
largement dépendant de la taille des vésicules ce qui explique I’'intérét majeur des liposomes
géant pour ce type d’encapsulation (Kuruma et al., 2009; Oberholzer et al., 1999; Yu et al.,
2001) (Tableau 1).Malgré le fait que le volume des liposomes géants soit plus important ce qui
permet lI'incorporation de plus grandes quantités de matériel, I'absence de reproductibilité
dans les processus d’encapsulation de tous les composés constitue toujours a I’heure actuelle

une limite importante (Walde etal., 2010).

Transfertd’émulsion

Les techniques de formation de liposomes par transfert d’émulsions sont qualifiées de
« dirigées » dans la mesure ou I’encapsulation a l'intérieur des vésicules est forcée. Elles
consistent en la production d’émulsions eau dans huile a partir d’'une solution aqueuse

contenant I’ensemble des molécules a encapsuler (Pautot et al., 2003) (Figure 5).

Méthode de formation

Le matériel dispersé initialement dans la phase aqueuse se retrouve séquestré dans les
gouttes d’émulsion eau dans huile. Une fois ces gouttes formées, elles sont centrifugées afin
de permettre leur passage a travers une interface huile/eau qui entraine la formation d’une
bicouche autour de la goutte par appareillage du feuillet de lipides présents a l'interface
(Figure 5). Idéalement, cette méthode dépasse la grande limitation évoquée précédemment

sur les méthodes d’hydratation des films lipidiques. Elle permet la formation de vésicules de
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5-50 um dont le taux d’encapsulation est de 95-100%. De plus, les volumes importants des
gouttes d’émulsions produites, permettent d’avoir une population dont le contenu reste
homogene (Yamaji et al., 2009). La difficulté principale de ces systémes réside dans le fait que
peu de vésicules sont formées au cours du processus. Comme le montre la figure 5, de
nombreuses gouttes d’émulsion vont se casserau cours du passage de la couche interfaciale
en fonction du composé encapsulé ainsi que de la nature de la phase huileuse (Ohno etal.,
2009). De plus, il est nécessaire de supprimer la présence de phase huileuse au niveau de la
bicouche qui pourrait alors interférer sur la présence et I’activité de protéines membranaires

encapsulées.

Encapsulation de biomolécules

L’expression de protéines par des systemes cell-free dans ces vésicules a été montré il y a plus
de 10 ans (Noireaux et Libchaber, 2004). Cependant, les études montrent que le nombre de
vésicules formées dans lesquelles des protéines sont synthétisées reste encore faible (Souza,
2009). Ceci peut étre expliqué par le fait que la richesse protéique des systémes d’expression
cell-free dans les gouttes d’émulsion modifie le rapport des forces lors du passage dela goutte
sur la monocouche interfaciale ce qui entraine le relargage du contenu protéique dans la
phase aqueuse. De plus, d’autres observations expérimentales montrent que la présence
d’ADN ainsi n’est pas homogéne dans toutes les vésicules ce qui explique que méme parmi les

vésicules formées, trés peu expriment la protéines (Caschera et Noireaux, 2016).
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Figure 5: La méthode de transfert d’émulsions.

(1) Une émulsion eau dans huile est préparée avec la solution aqueuse contenant les molécules d’intérét. Les gouttes
d’émulsion formées vont migrer vers la phase aqueuse a I’aide d’une étape de centrifugation ou du fait de la différence de
densité entre les deux phases et rencontrer le feuillet de la monocouche interfaciale, deux cas peuvent se produire. (2)
Dans ce cas, le feuillet lipidique de la goutte fusionne directement avec le feuillet interfacial ce qui a pour conséquence le
relargage du contenu dans la phase aqueuse. Ce phénomeéne est dépendant de la nature des lipides ainsi que de la nature
des composants de la phase aqueuse. (3) Dans ce cas, il y a appareillage du feuillet de la goutte d’émulsion au feuillet
interfacial aprés une étape de centrifugation, entrainant la formation d’une bicouche (Pontani et al., 2009).

Certaines équipes ont pu mettre en évidence I'’expression de systemes cell-free dans une
centaine de liposomes obtenus avec cette méthode (Saito et al., 2009)(Tableau 1). L’ensemble
de ces observations montrent que, malgré un avantage indéniable en terme de taux

d’encapsulation, le nombre de vésicules dans lesquelles I’ensemble des constituants demeure

faible
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Tableau 1: Liste des travaux sur la synthése de protéines dans des vésicules

Mix de lipides, .PC/Cholestérol /DSPE-PEG5000(1.5/1/0.08), Mix de lipides,.
POPC/PLPC/SOPC/SLPC/Cholestérol /DSPE-PEG5000(129/67/48/24/180/14), Mixde lipides;.
POPC/POPE/POPG/Cardiolipine (58/39/3), Mix de lipides,.POPC/Cholestérol/DSPE-
PEG5000(58/39/3) T&T : Transcription et traduction, GFP : Green Fluorescent Protein.

ADN GFP

Mix de

Film lipidique Extraits Microscopie a (Oberholzer et

lipides, cellulaires fluorescence al., 1999)
POPC Injection ADN Extraits GFP Microscopie a (Oberholzer et
cellulaires fluorescence Luisi, 2002)
DOPC/ Film lipidique ADN Extraits GFP Microscopie a (Nomuraet al.,
DOPG cellulaires fluorescence 2003)
Mix de Film lipidique ADN (2 Extraits T7 RNA Polymérase  Cytométrie en flux (Ishikawa et al.,
lipides, génes) cellulaires et GFP 2004)
Transfert ADN (2 Extraits a-hémolysine et Microscopie a (Noireaux et
d’émulsions geénes) cellulaires GFP fluorescence Libchaber, 2004)
Mix de Film lipidique ADN (2 Systéme PURE  GFP Cytométrie en flux (Sunamiet al.,
lipides; 4 genes) 2006, 2010)
POPC Film lipidique ADN Systéme PURE GFP Microscopie a (Murtas et al.,
fluorescence 2007)
Transfert ADN Systéme PURE GFP Microscopie a (Saito et al.,
d’émulsion fluorescence 2009)
WG ES . Film lipidique ADN Systeme PURE GFP Microscopie a (Kuruma et al.,
fluorescence 2009)
Mix de Film lipidique ARN Systéme PURE B-Galactosidase et Cytométrie en flux (Kita et al., 2008)
lipidess 0Of-Réplicase
DOPC Transfert ARN Extraits GFP Microscopie a (Yamaji et al.,
d’émulsions cellulaires fluorescence 2009)
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Préparation deliposomes assistée par microfluidique

La microfluidique

La microfluidique est une technologie qui vise a la manipulation contrélée de petits volumes
(de I'ordre du nanolitre) a travers des capillaires de taille tres faible. Cette technologie, encore
trés récente, a été développée conjointement avec la miniaturisation des systemes et
représente une alternative viable dans tous les projets qui visent a élaborer
expérimentalement une cellule minimale. L’intérét suscité par cette technologie vient du fait
gu’elle permet de générer des compartiments calibrés (Casadevall i Solvas et de Mello, 2011)
utilisés comme bioréacteurs (Schaerli et al., 2009 ; Sokolova et al., 2013), comme plate-forme
de screening(Wang et al., 2014) ou pour I’étude du vivant a |I’échelle d’un organisme unique
(Najah et al., 2014 ; Tam et al., 2014). En ce qui concerne I'approche bottom-up, les gouttes
d’émulsions eau/huile sont utilisées comme précurseurs de vésicules. Ces gouttes sont
générées dans des capillaires par un flux de phase aqueuse traversant une phase huileuse
(Figure 6A). La taille des gouttes est déterminée par le flux ainsi que par la taille du capillaire.
Cette technologie permet la formation de gouttes homogénes (3% de coefficient de variation)
présentant une forte variabilité de taille (500 nm a 500 pm)(Carreras et al., 2015). Les taux
d’encapsulation restent tres proches de 100% ce qui a permis la mise en évidence d’expression
de protéines basé sur des systemes cell-free dans ces gouttes d’émulsions (Courtois et al.,

2008; Dittrich etal., 2005). Malgré le fait que ces gouttes d’émulsion puissent servir de
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compartiment pour des réactions de synthése, la nature méme d’une émulsion eau/huile
parait peu compatible a I’élaboration du vivant. C'est pourquoi l'intérét majeur de leur

utilisation réside dans la formation de vésicules.

La méthode la plus utilisée pour former des vésicules a partir de gouttes d’émulsion reste la
méthode de transfert d’émulsions décrite précédemment (Figure 6B)(Hu et al., 2011; Yamada
etal., 2006). L'intérét de la microfluidique pour la préparation de liposome réside dans le fait
gu’'en amont, les gouttes d’émulsions sont calibrées ce qui permet d’avoir plus de
reproductibilité dans la formation de liposomes. Malgré ces avantages indéniables en terme
de calibration, le nombre de vésicules générées reste toujours bien plus faible que ceux

obtenus avec les méthodes d’hydratation de films lipidiques.
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Figure 6: Génération de vésicules par un systéeme de micro-fluidique

Formation de gouttes et de vésicules par un systeme de microfluidique. (A) Représentation d’un circuit de microfluidique
permettant la formation de gouttes. Les phases huileuses et aqueuses sont séparées. Les fleches indiquent le sens du flux
pour chacune des deux phases. Les gouttes sont formées dans le capillaire par le flux continu de phase aqueuse a travers
le circuit contenant la phase huileuse. (B) Représentation d’'une colonne de transfert d’émulsionss. Les gouttes chargées
en sucrose traversent une phase huileuse. Au moment ou les gouttes atteignent la monocouche interfaciale, un deuxiéme
feuillet lipidique se forme a la surface du premier ce qui permet la formation d’une vésicule. Ceci est une représentation
d’un double module, les gouttes sont formées sur le premier module puis récupérées avant d’étre envoyées sur le second
module.
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Encapsulation de biomolécules

La premiéere expression de protéines dans ces systémes a été récemment démontrée (Elani et
al., 2015). Il est cependant important de noter que le taux de formation de vésicules en
présence de systeme cell-free est tres faible (12%). Ceci peut étre expliqué par la
concentration importante de molécules présentes dans les systémes cell-free (2.3 mg/ml) qui,
de la méme fagon que pour la méthode de transfert d’émulsion, modifie le rapport des forces
mises en jeu lors de I'appareillage des feuillets entre eux et peut entrainer un relargage des
composés dans la phase aqueuse (Friddin et al., 2013). Cependant, l'intérét de la
microfluidique permet d'aller beaucoup plus loin : Il a été montré que des systémes composés
de doubles ou de triples vésicules pouvaient étre formés (Figure 7). Ces doubles vésicules sont
capables d'exprimer, dans chacun des compartiments, différentes protéines (Elani et al.,
2015). Les compartiments peuvent communiquer entre eux via la formation de pores entre
les membranes (Elani et al., 2014). Ces travaux ouvrent la voie a la construction de systemes
beaucoup plus compartimentés permettant une séparation des réactions chimiques et un

échange inter-compartiment proche du fonctionnement des cellules eucaryotes.
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Figure 7 : Expression asymétrique de protéines dans des doubles vésicules.

Représentation d’'une vésicule multi-compartiments formée a I'aide de gouttes d’émulsion comme précurseurs. Chaque
compartiment est séparé et contient un ensemble de molécules différent. Dans la premiére goutte d’émulsion, ’ensemble
du systeme d’expression de protéines ainsi qu’un plasmide exprimant la Green Fluorescent Protein (GFP) sont séquestrés.
Dans la seconde goutte d’émulsion, le systéme d’expression de protéines est séquestré avec un plasmide exprimant la Red
Fluorescent Protein (RFP). Chacun des compartiments est capable d’exprimer des protéines différentes. Des pores peuvent
étre assemblés a I'interface entre les deux vésicules permettant un échange de matériel.
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Autres méthodes

D’autres méthodes sont basées sur le mélange d’une solution de solvants (éthanol, éther)
contenant des lipides avec une solution aqueuse dans laquelle les molécules a encapsuler sont
solubilisées (Figure 8). Ces méthodes présentes plusieurs limites comme |'utilisation d’un
solvant organique pour produire des vésicules, incompatible avec la réalisation de réactions
enzymatiques dans les vésicules. De plus, cette méthode ne permet pas de former beaucoup
de vésicules a moins d’utiliser de grandes quantités de solvants. Cette technique a cependant
largement été utilisée pour encapsuler des molécules simples mais ne constitue pas
aujourd’hui une méthode viable pour I’encapsulation de systémes d’expressions plus

complexes.

Lipides solubilisés
dans un solvant
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Figure 8: Méthode d’encapsulation de biomolécules par I'utilisation de solvants.

La phase aqueuse contient les molécules a encapsuler. Un solvant contenant les lipides est ensuite ajouté a la phase
aqueuse. Les lipides forment alors des vésicules permettant I’encapsulation des biomolécules

D’autres méthodes utilisent des détergents pour solubiliser des lipides. Le détergent est
ensuite enlevé par dialyse, les micelles de détergents tendent a se concentrer en lipides
jusqu’a former des liposomes géants. Cette méthode demeure trés reproductible dans la
formation de liposomes. Cependant, dans la plupart des cas, il reste du détergent au niveau
des membranes pouvant avoir un effet sur la conformation des protéines encapsulées. Des

techniques plus lourdes de chromatographies ou de dialyses permettent d’enlever le surplus
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de détergents. Comme la méthode des solvants, cette méthode n’a jamais permis de mettre

en évidence des réactions métaboliques ainsi que des synthéses de protéines.

ii. Divisionducompartiment

Un des objectifs principaux dans la construction de cellules minimales réside dans la division
des compartiments afin d’obtenir deux compartiments dans lesquels le matériel a pu étre
séparé. Les vésicules de lipides, de par leur nature proche des membranes biologiques, ont
fait I'objet de nombreuses études visant a mettre en évidence la division de ces
compartiments. La principale approche utilisée pour mettre en évidence le processus consiste
en l'incorporation de lipides ou d’acides gras dans la membrane des vésicules. L'incorporation
de lipides ou d’acides gras au niveau des vésicules induit un grossissement de la vésicule suivie
d’'une division liée a une augmentation du rapport surface/volume entropiquement
défavorable. Les deux méthodes principalement utilisées consistenten (i) un apport endogéne
de lipides synthétisés a l'intérieur de la vésicule par I’encapsulation des enzymes nécessaires
a la synthése de lipides (Murtas, 2010; Takakura et Sugawara, 2004) et (ii) en un apport
exogene d’acides gras sous forme de micelles qui vont pouvoir nourrir en acides gras les

vésicules (Svetina, 2009) (Figure 9).
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Figure 9: Mécanismes de divisions de vésicules.

(1) Cette étape consiste a nourrir lavésicule a I'aide d’'un apport externe d’acides gras ou de lipides. (2) La seconde
manieére de fournir plus de lipides dans lamembrane consiste a faire la synthése a I'intérieur de la vésicule d’acides gras
ou de lipides. Ces étapes permettent ala vésicule d’augmenter son diameétre. (3) Le rapport surface-volume augmente en
conséquence et ne permet plus le maintien de la structure : (4) la vésicule se divise en deux vésicules filles.
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En ce qui concerne les vésicules de lipides, la méthode de synthése endogéene est aujourd’hui
la plus utilisée. L’encapsulation des différentes enzymes ainsi que des précurseurs a permis de
rétablir la voie de biosynthese permettant la formation de phosphatidylcholine (Figures 10). Il
a été ainsi montré, a partir de I’encapsulation par micro-injection de quatre enzymes, la
synthése a l'intérieur des vésicules de phosphatidylcholine ainsi que son incorporation dans
la membrane (Wick et Luisi, 1996). Néanmoins, ces expériences n’ont pas permis de mettre

en évidence une division de vésicules.

Glycérol-3-Phosphate

LPAAT PAP CDPC-PT
GPAT LPA > PA — DAG ——> PC

Acyl-CoA Acyl-CoA

Figure 10 : Réactions permettant la synthése de phosphatidylcholine.

L’enzyme Glycérol-3-phosphate acyltransférase (GPAT) permet d’ajouter un acyl-coenzymeA (Acyl-CoA) au niveau du
phosphate du glycérol-3-phosphate (G3P) ce qui forme de I’acide lysophosphatidique (LPA). Un deuxiéme acyl-CoA est
incorporé au niveau du LPA par I’enzyme LPA acyl transférase (LPAAT) pour former de I’acide phosphatidique (PA). La
phosphatidate phosphatase (PAP) transforme le PA en Diacyl-glycérol (DAG) qui est a son tour transformé en
phosphatidylcholine par I’enzyme Cytidinephosphocholine transférase (CDPC-PT).

Cette méthode a été largement réutilisée et optimisée via la synthése a l'intérieur des
vésicules des enzymes nécessaires a la synthese de lipides. Les enzymes GPAT et LPAAT ont
été synthétisées en présence de systémes cell-free dans les vésicules afin de former de I'acide
phosphatidique dans les vésicules (Figure 9). La phosphatidylcholine formée estintégrée dans
la membrane (Kuruma et al., 2009). Cependant les faibles rendements de synthése et
d’incorporation du précurseur dans les vésicules ne peuvent mettre en évidence une division

vésiculaire claire ce qui constitue a I’heure actuelle la limite de ces méthodes. Pour cela, des
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approches utilisant des transporteurs (acyl transporteurs) des précurseurs de lipides

pourraient émerger afin de faciliter I’entrée du précurseur de lipides dans les vésicules.

D’autres approches alternatives a lasynthése de lipides existent et sont basées sur |’utilisation
des systémes de divisions bactériens ou eucaryotes dans des vésicules. La reconstitution dans
les vésicules de systémes basés sur de I'actine ou de la tubuline a été montrée mais aboutit
seulement a la déformation structurale des membranes (Miyata et al., 1999). D’autres
systémes enzymatiques comme le systeme de fission des membranes des endosomes aboutit
au méme constat (Wollert et al., 2009). Dans certains cas, I'expression de protéines
permettant la compression des membranes permet d’observer la division des vésicules.
Cependant, elle reste anecdotique en comparaison avec I'ensemble de la population de

vésicules et peu reproductible (Osawa et Erickson, 2013).

L'importance de la division du compartiment réside en majeure partie sur la séparation égale
du matériel génétique présent initialement dans la vésicule mére. C’'estseulement récemment
que des études ont pu montrer la division de vésicules corrélée a une séparation de matériel
génétique (Kurihara et al., 2011). Dans le cadre de cette étude, L’ADN est amplifié par PCR
dans une vésicule de phospholipides. Cet ADN est capable d’interagir avec des molécules
amphiphiles chargées positivement dans la membrane. Lors de I'interaction entre ADN et
lipides, la vésicule se déforme ce qui aboutit a la formation d’une vésicule fille dans laquelle
setrouve I’ADN en question. Ces travaux montrent pour la premiere fois une division cellulaire
couplée a une séparation de I’ADN amplifié et proposent ainsi un modele de cellule minimale

avancé.

L’ensemble de ces résultats montrent clairement que la division de vésicules basées sur des

lipides reste une étape limitante dans la construction de cellules minimales.
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b) Vésiculesd’acides gras

Les vésicules d’acides gras sont des systemes qui ont été mis en évidence pour la premiére
fois par Gebicki et Hicks en 1973 avec des acides oléique et linoléique (Gebicki et Hicks, 1973).
Depuis les systemes vésiculaires basés sur des acides gras ont été largement mis en évidence
et plus particulierement avec les acides gras saturés a courtes chafnes (Cistola et al., 1988 ;
Hargreaves et Deamer, 1978 ; Morigaki, 2007).Ce sont des molécules amphiphiles possédant
une téte polaire et une queue hydrophobe. Ils constituent un élément structural important
des membranes biologiques ce qui en fait un excellent modele biomimétique pour
I’élaboration de cellules minimales. De plus, les vésicules d’acides gras constituent un
excellent modele de compartiments pour les protocellules de par leur simplicité structurale
ainsi que leur présence dans la soupe pré-biotique (Naraoka et al., 1999 ; Yuen, 1981). Pour
finir, les vésicules d'acides gras sont capables d'incorporer facilement des acides gras
exogéenes dans leurs membranes pouvant entrainer des phénomeénes de divisions vésiculaires

(Chen et Szostak, 2004).

i. Méthodedeformation

La formation de vésicules d’acides gras est dépendante essentiellement de la capacité des
acides gras a s’assembleren solution sans cristalliser. De maniere générale, |’auto-assemblage
des acides gras est dépendant du pH, de la température ainsi que de la nature du contre-ion
présent. Chez les tensio-actifs, le point de Krafft définit la température au-dessus de laquelle
le tensio-actif est soluble. Sous forme de sels de sodium ou de potassium, les acides gras sont
capables d’adopter des structures micellaires au-dessus du point de Krafft (Sodium palmitate :
60°C) mais cristallisent a température ambiante (Cistola et al., 1986). La nature du contre-ion
joue un role prépondérant dans |'abaissement du point de Krafft. Ainsi, des contres-ions
comme le tétrabutylammonium (Zana, 2004), la choline(Klein, 2008), la guanidine (Douliez et
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al., 2010) ont été récemment utilisés pour diminuer le point de Krafft (Choline palmitate :

10°C) et permettre d’empécher la cristallisation a température ambiante.

Le pH est déterminant dans la capacité des acides gras a former des vésicules (Vautrin et al.
2004) a partir de micelles allongées dans la mesure ou il existe une gamme de pH favorable a
laformation de vésicules. Le pH modifie alors leratio d’acides gras protonés/ionisés au niveau
des micelles ce qui permet la formation de vésicules (Cistola et al., 1988) (Figure 11). La
gamme de pH pour la formation de vésicules, qui se situe principalement entre 7 et 9, dépend

essentiellement de la longueur de la chaine carbonée de I'acide gras.
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A
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Bicouches 95 Micelles 12 pH
(vésicules})

Figure 11 : Rdle du pH dans I'auto-assemblage des acides gras.

Les valeurs de pH permettant la formation de micelles et de vésicules sont indiquées. Ce schéma représente la molécule
d’acide gras en bleu ainsi que le contre-ion en rouge. Lorsque le pH estalcalin, I'ionisation des acides gras est favorable a
la formation de micelles. Lorsque le pH diminue vers la valeur du pKa des fonctions carboxyliques, la quantité d’acides gras
ionisés diminue etfavorise la formation de bicouches. Les valeurs sont basés sur un systéme d’acide oléique/oléate issues
des travaux de Cistola et al (Cistola et al., 1988).

Cette méthode a permis de mettre en évidence récemment des vésicules formées avec des
acides gras a longues chaines en présence de guanidine (Douliez et al., 2016). Les deux
composés interagissent de maniéere électrostatique et bidentate, empéchant la cristallisation
des acides gras (Figure 12). A 21°C, ce systeme forme des micelles allongées (Fameau et al.,

2011) a un pH compris entre 8.5 et 11 et des bicouches superposées sous |'effet du
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refroidissement (Douliez et al., 2010). En diminuant le pH vers des valeurs comprises entre 7.5
et 8.5, les acides gras forment des vésicules hétérogénes en taille comprise entre 200 nm et

0.5 um.

D’autres méthodes utilisant des alcools a courtes chaines carbonées sont utilisées pour former
des vésicules (Apel et al., 2002). La présence d’alcools permet de stabiliser la formation de
membrane de par leur structure amphiphile (Monnard et al., 2002) a des pH bien supérieurs
a la gamme de pH nécessaire initialement (Stano et Luisi, 2013). Pour finir, des méthodes
d’hydratation de films d’acides gras analogues a celles des vésicules de lipides existent (Zhu et
al., 2013), la seule contrainte étant que le tampon utilisé doit étre proche du pKa de I’acide

gras.

Guanidine
Interaction électrostatique
\ etbidendate

D +

\
\

\ -

\

Acide myristique

Figure 12 : Interaction entre la guanidine et I'acide myristique.

L’interaction électrostatique entre les deux composés se fait via la téte polaire de I’acide gras et la charge positive des
amines de la guanidine. Laliaison hydrogéne bidentate entre les oxygeénes et les azotes vient renforcer I'interaction entre
les deux composés.

ii. Encapsulationdebiomolécules

Les vésicules d’acides gras possedent des propriétés différentes des vésicules de lipides qui
ont une influence sur I'’encapsulation de biomolécules. Les membranes d’acides gras sont

beaucoup plus perméables aux molécules chargées, en particulier aux nucléotides ce qui
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facilite la synthese d’oligonucléotides au sein de la vésicule par diffusion du nucléotide depuis
le milieu extérieur (Mansy et al., 2008). De plus, I'encapsulation d’enzymes fonctionnelles
(Apel etal., 2002; Mansy et al., 2008; Walde, 1994) et de polymeres (Apel etal., 2002) a aussi

été montrée dans des vésicules d’acides décanoique.

En ce qui concerne |'encapsulation de systémes de synthése de protéines, les vésicules
d’acides gras présentent plusieurs inconvénients qui expliquent I'absence de synthése de
protéines a l'intérieur de ces compartiments. Les vésicules d’acides gras sont beaucoup moins
robustes que les vésicules de phospholipides : la présence d’ions divalents comme le
magnésium, qui représente un cofacteur fondamental pour I’expression des protéines,
entraine la précipitation des acides gras a des concentrations trés inférieures a celles des
systémes cell-free. Par conséquent, les vésicules composées seulement d’acides gras sont peu
utilisées au profit de vésicules mixtes. L'ajout d’alcools a longues chaines carbonées, en plus
de favoriser la formation de vésicules a partir de micelles, stabilise les vésicules en conditions
alcalines®!. Lesalkyls amines quant a eux sont capables de stabiliserdes vésicules d’acides gras
en présence d’ions divalents ce qui ouvre a I’heure actuelle de nombreuses perspectives pour
de I’expression de protéines (Namani et Deamer, 2008). L'inconvénient des systémes mixtes
réside cependant dans |'utilisation de molécules amphiphiles comme des alcools qui peuvent
avoir un impact sur des processus comme la synthese des protéines (Hong-Brown etal., 2001)
ce qui peut expliquer qu’a ce jour aucune expression de protéines a l'intérieur de vésicules

d’acides gras n’a été mise en évidence.

iii. Divisionducompartiment

De par leurs différences structurales, les vésicules d’acides gras constituent un bien meilleur
modele pour la mise en évidence de divisions que les vésicules de lipides. En effet, la
dynamique des vésicules d’acides gras est beaucoup plus importante que celle des vésicules

de phospholipides (McLean et Phillips, 1981). Ceci permet une incorporation facile d’acides



gras exogénes (micelles) principalement di a la petite taille de la partie hydrophobe de I'acide
gras. Ainsi,|’énergie hydrophobe nécessaire pour intégrer I'acide gras dans la membrane reste

bien inférieur a celle des phospholipides.

Les acides gras constituent ainsi le modéle le plus intéressant pour étudier la division de
compartiment par un apport extrinseque d’acides gras (Svetina, 2009). L’incorporation
d’acides gras au niveau de la bicouche des vésicules a été montrée et permet la croissance des
vésicules (Hanczycetal., 2003 ; Rogerson et al., 2006) ainsi que leur division (Luisietal., 2004).
Des micelles d’acides oléique permettent I’échange d’acides gras avec les vésicules ce qui
entraine la formation a leur surface de protubérances. La vésicule initialement sphérique est
transformée en vésicule allongée, ces vésicules sont agitées et permettent la formation de
vésicules filles (Figure 13). L'inconvénient de ce processus est la perte de 40% du matériel

encapsulé préalablement au cours de I'agitation(Zhu et Szostak, 2009).

Micelles @
}

Allongement Vésicules allongées
Vésicules _— —
\ / Agitation
Grossissement O
Vésicules

Figure 13 : Cycles de croissance et divisions de vésicules multilamellaires.

Modele de croissance et de division cellulaire mis en évidence avec de I’acide oléique. Des micelles viennent nourrir les
vésicules en acides oléiques ce qui entraine leur croissance. Lors de ce phénomeéne, la vésicule initialement ronde devient
allongée. Une étape d’agitation permet la séparation des vésicules allongées en vésicules filles. Chacun des cycles permet
alors la formation de nouvelles vésicules, mais 40%du matériel est perdu.

D’autres méthodes permettent d’observer la division de vésicules et sont liées a la présence
de peptides(Nomura et al., 2004), de cations multivalents (Tanaka et Yamazaki, 2004), mais

aussi de champs électriques (Terasawa et al., 2012). L'absence d’expression de protéines par
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I’encapsulation de systeme cell-free a l'intérieur des vésicules d’acides gras constitue une

limite dans les processus de divisions basés sur ’activité d’enzymes.

B/ Les compartiments non-vésiculaires

Des systemes membranaires artificiels alternatifs basés sur |'auto-assemblage de molécules
inorganiques (colloidosomes), de protéines couplées a des polymeéres (protéinosomes) ou des
polymeres (polymérsomes) ont été développés. Ces compartiments possédent une
membrane perméable qui permet la diffusion des solutés depuis le milieu extérieur. En effet,
méme si I'auto-assemblage des molécules permet la formation d’une barriére entre le milieu
intérieur et le milieu extérieur du compartiment, des pores permettent la diffusion des
molécules. lls constituent un modele de compartiment permettant potentiellement de
dépasser les limites d’encapsulation des vésicules ce qui en fait une alternative intéressante
pour |'encapsulation de systemes d’expression de protéines. Cependant, il est important de
noter que ces systémes ne permettent pas pour l'instant une incorporation sélective des

composés du milieu extérieur.

a) Les colloidosomes

Les colloidosomes sont des microcapsules formées par I'auto-assemblage spontané d'une
particule colloidale sur une interface eau/huile ou huile/eau (Figure 14). Cet assemblage
permet la formation de structures proches de 50 um et est favorisé par une diminution de
I'énergie libre liée a I'association des particules a la surface de l'interface (Dinsmore et al.,
2002). Les particules sont ensuite réticulées avant d’étre transférées dans une phase aqueuse.
Depuis la mise en évidence de ces systeémes, une large palette de colloidosomes a pu étre
préparée, basée principalement sur de la silice (Binks et Murakami, 2006), mais aussi sur des

particules d'or (He et al., 2012) ainsi que des métaux organiques (Pang etal., 2013).
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Figure 14 : Représentation d’'une méthode de formation de colloidosomes basée sur une émulsion huile dans eau.

(1) La premiére étape consiste en la solubilisation dans I’eau des nanoparticules de préalablement solubilisées dans de
I’éthanol. (2) Une solution huileuse (cyclohexane) est ensuite ajoutée goutte a goutte dans la solution de nanoparticules.
(3) Les nanoparticules s’adsorbent a la surface de I’émuilsion.

Un des avantages majeurs de ces systemes réside dans la capacité de contréler la largeur des
pores constituant la capsule en fonction de la température (Shah etal., 2010) ou du pH (Cayre
et al.,, 2013) permettant ainsi une modulation de |’encapsulation (Rosenberg, 2013). Ces
systémes ont permis de mettre en évidence |'encapsulation de différentes macromolécules
afin d’effectuer des réactions enzymatiques, mais aussi |'expression de protéines par
encapsulation de systémes cell-free (Li, 2011). Des études récentes ont montré la possibilité
de synthétiser a l'intérieur du colloidosome des structures mimant un cytosquelette dont la
formation estréversible en fonction de latempérature (Kumar etal., 2013). Cependant, méme
s’il reste difficile d'envisager comment ces compartiments pourraient se diviser de maniere
analogue aux cellules, certaines études ont montré qu’une division primitive était possible par
rupture de la paroi du colloidosome mere entrainant une extrusion du volume stabilisé par un

apport externe de particules colloidales (Li etal., 2014).
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b) Les protéinosomes

Les protéinosomes sont des compartiments basés sur |'auto-assemblage au niveau d'une
interface de protéines et de polyméres conjugués (Rawlings et al., 2014). Ces systémes sont
basés surla réticulation des polymeres avec les protéines a l'interface d'émulsions eau/huile.
Ces compartiments peuvent étre transférés dans |'eau et ainsi délimiter un compartiment
d’une taille généralement inférieur a 100 um et perméable a une grande variété de molécules
et de particules de taille inférieure a 40 kDa. De méme que pour les colloidosomes, ces
compartiments sont robustes a de grandes variations de pH et de température (70°C) ce qui
représente un avantage sérieux, pour I'accomplissement de réactions a hautes température
comme la PCR, comparativement aux vésicules de lipides (Liu et al., 2016). Un autre de ces
avantages réside dans la possibilité de moduler la taille des pores en fonction du polymére
ainsi que des protéines choisies. La capacité d'encapsulation de ces systémes a largement été
démontré par des approches de fluorescence et a permis de mettre en évidence I'expression
de protéines par encapsulation de systemes cell-free (Huang et al., 2013). La formation d’un
réseau semblable a un cytosquelette ainsi que la formation d'une structure autour de la
membrane de facon analogue a la paroi cellulaire des bactéries ont été démontré directement

par la formation de polymeres fluorescents (Huang et al., 2014).

c) Les polymérsomes
Les polymérsomes sont des compartiments basés sur l'auto assemblages de blocs
copolyméres amphiphiles (Discher et Eisenberg, 2002). L'organisation de ces polymeres

permet la formation de d’une bicouche semblable a celle des liposomes par interaction

hydrophiles et hydrophobes entre les différents blocs des polymeres (Zhu et al.) (Figure 15).
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Figure 15 : Polymérsome basé sur I'auto-assemblage de doubles blocs copolymeres.

L’auto-assemblage du polymérsome est basé sur des interactions hydrophiles et hydrophobes entre les différents blocs
des polymeéres. Ici sont représentés des polymeérsomes basés sur des polymeéres possédants une partie hydrophile et
hydrophobe appelés copolymeéres. Il existe des polymeéres possédant deux parties hydrophiles et une partie hydrophobe
appelés terpolymeéres.

Ces systémes sont plus stables que les liposomes a des gammes de température et de pH
importantes. De plus I'ingénierie du polymere utilisé permet de moduler la taille des pores
permettant une incorporation de substrats plus sélective (Kim et al., 2009 ; Kumar et al.,
2007). Il a été montré que des enzymes pouvaient étre séquestrées a l'intérieur permettant
I'accomplissement de réactions en chaines via la diffusion du substrat a travers la membrane
semi-perméable du polymersome (Nardin et al., 2000 ; Vriezema et al., 2007). Dans certains
cas, une des protéine de la chaine de réaction est ancrée a la surface de la membrane (van
Dongen et al., 2009). Cependant, malgré le fait que de nombreuses études mettent en
évidence des réactions enzymatiques a l'intérieur des compartiments aucune étude visanta
exprimer des protéines par des systémes cell-free n’a encore été mise en évidence. Les
principaux travaux dans I’étude des polymérsomes visent a ce jour a mettre en évidence la
multi-compartimentation de polymersomes a l'intérieur de polymérsomes afin de mettre en
évidence des cascades de réactions enzymatiques a travers les différents compartiments

(Marguet etal., 2013 ; Peters et al., 2014 ; Shum et Weitz, 2011).
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L’ensemble des compartiments artificiels présentés montrent des capacités d’encapsulations
importantes liées a la diffusion de biomolécules a travers les pores de ces membranes
artificielles. Les travaux liés a I"expression de protéines dans ces systemes montrent qu’ils
constituent des compartiments viables pour effectuer des réactions biologiques. Cependant,
I'absence de biomimétisme de la membrane pourra constituer une limite dans les processus

de divisions du compartiment.

C/ Les coacervats

a) Méthode de formation

La coacervation est un phénomene de désolvatation associatif de macromolécules,
conduisant a une séparation de phases liquide-liquide au sein d'une solution. A l'issue de la
coacervation, deux phases sont présentes dans le milieu, le coacervat riche en
macromolécules et pauvre en eau ainsi que la phase aqueuse, pauvre en macromolécule et
riche en eau(Wang et Wang, 2014). La coacervation peut étre simple ou complexe en fonction
du mécanisme de séparation de phase (Bungenberg De Jong et Kruyt, 1949). La coacervation
simple implique une macromolécule unique : la coacervation est induite par un agent
déshydratant (sel, alcools, pH, température) qui promeut l'interaction entre les
macromolécules. La coacervation complexe correspond a une séparation de phase basée sur
des interactions électrostatiques ou hydrophobes entre deux molécules comme des
polymeres, des macromolécules et/ou des tensio-actifs. Cette séparation de phase démontrée
pour la premiére fois par Bungenberg de Jong dans les années 1920 entraine dans la majorité
des cas la formation de gouttelettes enrichies en composés (Bungenberg De Jong, 1929)

(Figure 16).
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Figure 16 : Phénoméne de coacervation complexe.

Cette figure représente un exemple de coacervation complexe basée sur des interactions électrostatiques. La coacervation
s’effectue en partie grace aux interactions électrostatiques mais aussi grace au gain d’entropie généré par la coacervation.

La formation spontanée de gouttes sans membrane a été popularisée par Oparin qui a décrit
trés tot les coacervats comme un modeéle viable de protocellules (Oparin, 1938).Plus tard, les
coacervats ont capitalisé un intérét important dans les domaines de traitement des eaux
(Kapakoglou et al., 2008), de formulation cosmétique (Kalantar et al., 2007), de purification
de protéines (Xu et al., 2011) ainsi que d'encapsulation de principes actifs pharmaceutiques

(Deasy et O’Connell, 1984; Kayes, 1977).

La coacervation a été principalement décrite pour deux types de composés dont les
applications sont différentes : Les macromolécules et les tensio-actifs. La coacervation de
macromolécules est celle décrite par De Jong et Oparin et peut se manifester avec des
polymeéres synthétiques ou des biomolécules (Kizilay etal., 2011 ; Veis, 2011). La coacervation
de macromolécules est le plus souvent complexe et se produit par interaction électrostatique
entre les deux composés. Ce phénomeéne de coacervation a été observé entre autres, entre
des polymeéres chargés (Evan Spruijt, 2010), des polymeéres et des protéines (Obermeyer etal.,
2016). Ce type de coacervats est celui qui fait I’objet a I’heure actuelle de nombreuses études

pour compartimenter des biomolécules.
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La coacervation estdécrite aussi pour certains tensio-actifs (Lietal., 2012 ; Mayya et al., 2003).
Ce phénomene bien caractérisé chez les tensio-actifs non-ioniques est potentiellement lié a
une agrégation des micelles en solution a une température donnée (Manohar, 2003). Ce
phénoméne de coacervation s’effectue favorablement grice a 'entropie générée lors de
I'interaction entre les micelles couplées au relargage de I’eau associée aux tétes polaires. Dans
le cas des tensio-actifs zwiterrioniques et ioniques, ce phénoméne a été pour l'instant
beaucoup moins décrit principalement a cause de la répulsion des charges induite par les
tensio-actifs. En ce qui concerne les acides gras, une séparation de phase a été montrée avec
de I'oléate de sodium en présence de triéthylammonium chloride (Kalur et Raghavan, 2005)
mais n’engendre pas la formation de coacervats (Horbaschek et al., 1998). Cependant, une
seule étude fait état de la formation de coacervats basé sur des acides gras (acide oléique) en
présence de Tétrabutylammoniumchloride (Ruiz, 2006). A ce jour, aucun coacervat basé sur
des acides gras saturés a longues chaines n’a encore été mis en évidence. La coacervation de
surfactants fait aujourd’hui I'objet d’études principalement dans les domaines de la
purification de protéines et dans les domaines cosmétologiques et de I'agronomie et ne sont

pas appliquées aux études des cellules minimales a I’heure actuelle.

b) Encapsulationdebiomolécules

Laformation spontanée de coacervats permet la séquestration et la concentration de matériel
biologique par diffusion dans des coacervats de d’Oligolysine/ATP (Koga et al., 2011). Le
phénomene de concentration par diffusion est décrit comme étant lié a des interactions
électrostatiques ou hydrophobes entre le coacervat et le soluté. Ceci permet d’obtenir des
concentrations de molécules a I'intérieur des coacervats beaucoup plusimportantes que dans
les systemes vésiculaires dans de nombreux cas. Les conséquences de cet effet de

concentration ont été observées principalement avec les réactions enzymatiques ou le taux

52



de catalyse surpasse largement celui obtenu en solution diluée (Koga et al., 2011 ; Strulson et
al., 2012). Cependant, méme si I’effet de concentration semble trés important et prometteur,
les études concernant I'expression des protéines restent restreintes. Une seule publication
fait mention d’une expression in vitro de protéines basée sur la séquestration de systemes

cell-free dans des coacervats de Dextran/Polylysine (Dora Tang TY, 2015).

c) Les systemes hybrides

Le faible nombre de synthéses complexes mises en évidence dans les coacervats est en partie
di a un probleme majeur : les coacervats ont tendance a coalescer au cours du temps ce qui
pose un probleme de compartimentation incompatible avec I’élaboration d’une cellule
minimale. De plus, ils ne présentent pas les propriétés biomimétiques et d’encapsulation
stricte des vésicules. C’est pourquoi, des systemes hybrides ont été mis en évidence. Ces
systémes sont basés sur la formation de coacervats a la surface desquels une membrane
(organique ou non) est assemblée (Figure 17).Le premier systéme hybride mis en évidence est
basé sur un coacervat d’Oligolysine/ATP a la surface duquel sont assemblés des acides gras

sous forme de plusieurs bicouches(Dora Tang etal., 2014).

Coacervat

A force ionique
A pH

Figure 17 : Elaboration d’'un systéme de transition hybride.

Le coacervat est formé ensolution, puis une solution d’acide gras est ajoutée permettant I’assemblage autour du coacervat
de plusieurs bicouches. L’intérieur du systéme peut ensuite étre délité par des changements de forces ioniques ou de pH.

Des changements de force ionique ou de pH permettent alors de désassembler le coacervat
tout en conservant l'intégrité de la membrane. Ces expériences mettent alors en évidence
pour la premiére fois un systéme transitoire basé sur les propriétés de séquestration du

coacervat et d’encapsulation des bicouches d’acide gras. En paralléle, d’autres travaux ont
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montré que des coacervats de PEG/Dextran pouvaient étre stabilisés par des vésicules de

lipides a la surface du coacervat constituant un autre modele de compartiment hybride

(Dewey et al., 2014).

3) Les bactéries de la classe des mollicutes comme cellules minimales du
vivant.

A/ Présentation

Il existe dans la nature des organismes dont la structure est des plus simples : Les mollicutes.
Ce sont les procaryotes les plus petits capables de se répliquer de maniére autonome (Razin,
1992). Ces bactéries sont caractérisées par un génome minimal (0.5 a 2.2 kpb) qui ne permet
pas I"'accomplissement de nombreuses voies de biosynthése comme celle de la paroi ou des
lipides. IIs sont constitués d’'une membrane de phospholipides qui représente pour la majorité
des espéeces la seule interface avec le milieu extérieur a la maniére des vésicules. Afin de se
maintenir et de croitre, les mollicutes ont besoin d’un apport exogéne de lipides présents dans

leur environnement (Tully, 1993).

Au cours de I’évolution, ces bactéries présentes chez ’'Homme, les plantes et les animaux ont
évolué de maniére régressive a partir d’'un ancétre bactérien a Gram-positif (Woese, 1987).
Cette évolution estliée a une réduction de la taille du génome avec la perte massive de genes
non essentiels al’autoréplication. Cecireprésente un des intéréts majeurs des mollicutes dans
la construction de cellules minimales dans la mesure ou les genes issus de ce processus
évolutif constituent un set potentiel de génes minimal. Par conséquent, les mollicutes
possedent un nombre limité de voies métaboliques (principalement le glucose et I’arginine
pour le métabolisme du carbone) ce qui nécessite un comportement parasitaire: I’"hote

infecté leur fournit les métabolites indispensables a leur survie et leur réplication. L’ensemble
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des fonctions de ces bactéries est réduit a leur forme la plus essentielle dans la mesure ou

chaque partie du génome a été « optimisée ».

B/ Transplantation de génomes

Les outils génétiques comme la recombinaison homologue, utilisés en routine chez d’autres
bactéries pour générer des mutants ne sont pas applicables pour de nombreuses espeéces,
impliquée dans ce processus. De plus certains processus comme latransformation ne sont pas
applicables a de nombreux mollicutes. Ainsi, de nouvelles technologies ont émergé afin de
pallier les limites expérimentales dues aux mollicutes. Ces expériences ont pour objectif de
purifier le génome de mollicutes et de le transformer dans la levure. Cette derniere possede
un systéme tres efficace de recombinaison homologue et permet de modifier de grandes
portions de génomes(Figure 18) par des approches classiques ou grace a des technologies
récentes comme CRISPR/cas9 (Tsarmpopoulos et al., 2016) non applicable directement chez
les mollicutes. Une fois modifié dans la levure, le génome est extrait, puis transplanté dans
une bactérie mollicute dite « receveuse » qui va alors adopter le phénotype du génome
transplanté. L'intérét de cette méthode dans I’élaboration de cellules minimales réside dans
le fait de pouvoir extraire un génome entier de bactérie en vue de I’encapsuler dans un
compartiment. Dans le cas des expériences effectuées chez les mollicutes, le génome est
transplanté dans une bactérie « receveuse » qui fait alors office de compartiment. En ce qui
concerne |’élaboration de cellules minimales, I'accession a un génome entier pourrait
permettre a plus long terme d’effectuer de I’expression multigénique plus complexe dans des
compartiments. Cependant, il n’existe pour le moment aucun systéme analogue aux systémes
cell-free issus d’E.coli pour permettre |'expression de protéines de mollicutes ce qui limite
encore a l’heure actuelle I'utilisation de génomes de mollicutes pour la production de cellules

minimales.
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Bactérie « donneuse »

Extractlon Transplantation ~
du génome” genom dans fa levare | 1\
N, / Levure
Génome

Mallicute Medification du génome

dans la levure
rans Iantatlon ¢ Extraction
dansle mollicute du génome

Bactérie « receveuse »

Génome modifié

Figure 18 : Transplantation de génomes de mollicutes.

Le génome de la bactérie mollicute est extrait puis transplanté dans la levure. Le génome posséde une origine de réplication
dans la levure ainsi qu'un marqueur de sélection. En paralléle, les morceaux d’ADN nécessaires a la recombinaison dans la
levure sont aussi transformés. La levure modifie le génome transplanté par recombinaison homologue. Ce génome modifié
est ensuite extrait pour étre ensuite transplanté dans la bactérie receveuse. Cette bactérie receveuse est ensuite
sélectionnée sur milieu contenant un antibiotique pour permettre la sélection des clones ayant intégré le génome
donneur.Sl le génome est transplanté, la bactérie receveuse va acquérir le phénotype de la bactérie donneuse.

Les mollicutes constituent un systeme bactérien intéressant dont le fonctionnement simple
se rapproche le plus de la cellule minimale. Fondamentalement, la compréhension du
fonctionnement des mollicutes pourrait nous aider a comprendre les mécanismes
indispensables du vivant. Les outils développés sur ces bactéries (extraction de génomes)
couplés a une organisation simple en font un modele de choix pour les approches qui visenta

reconstruire expérimentalement des cellules par I'approche constructionniste.

4) Extraction de protéines de bactéries dans des compartiments
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La compartimentation de bactéries entiéres a toujours suscité un intérét important dans de
nombreux domaines comme la bioproduction (Bric et al., 1991), les biosenseurs (D’Souza,
2001; Paddle, 1996), le « screening » (Sundberg, 2000) ou la délivrance de principes actifs
pharmaceutiques. Les nouvelles technologies comme la microfluidique permettent de
développer des approches de caractérisation sur cellules uniques a l'intérieur d’émulsions
(Delincéetal., 2016). L'objectif est de séquestrer les bactéries a I'intérieur d’'un compartiment
soit pour effectuer de la bioproduction ou du« screening » de cellules (Baret et al., 2009)
(Beneyton et al., 2014), soit pour en extraire I'ensemble des composants au sein du
compartiment (Figure 19).Les bactéries sont dans la plupart des cas directement séquestrées
dans les compartiments avant d’étre lysées pour relarguer le contenu cytosolique. Dans
certains cas les bactéries sont d’abord lysées afin que le contenu soit ensuite séquestré dans
le compartiment. Cette pratique est cependant moins répandue dans la mesure ou la

compartimentation des produits relargués peut étre limitante.

Lyse de Relargage
I'enveloppé des molécﬁ‘es
Bactérie

Compartiment

Figure 19 : Extraction de protéines de bactéries dans des compartiments.

Les bactéries sont séquestrées dans un compartiment. La présence de produit permettant la lyse de la paroi et des
membranes entraine le relargage de tous les composés présents dans le cytosol a I'intérieur du compartiment. Des
réactions peuvent ainsi étre effectuées a l'intérieur du compartiment.

L'intérét d’utiliser des bactéries entieres ou lysées réside dans le fait que (i) les protéines sont

déja contenues dans les bactéries ce qui limite les processus de purification, (ii) les enzymes
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sont déja concentrées a l'intérieur du systéme bactérien. Ainsi la concentration en bactéries
associéealaquantité de molécules a l'intérieur des bactéries amplifie I’effet de concentration
a l'intérieur des compartiments. Ces applications servent a I’heure actuelle principalement
dans la production enzymatique de composés d’intérét a travers la reconstitution de voies

métaboliques issues des bactéries a I'intérieur des compartiments (Heo et al., 2003).
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Objectif des travaux

L’ensemble des données présentées dans la littérature laisse apparaitre plusieurs points
importants. La viabilité d’'un compartiment pour mimer le comportement d’une cellule
s’appuie sur sa capacité a encapsuler de grandes quantités de biomolécules, et de posséder
certaines caractéristiques propres au vivant comme la présence de membrane et la capacité
a se diviser. Sur I'ensemble de ces points, les différents compartiments présentés dans

I'introduction présentent chacun des limites.

- L’encapsulation de grandes quantités de matériel dans les systemes vésiculaires par
les méthodes d’hydratation de film lipidique demeure faible.

- La production de vésicules par les méthodes de transfert d’émulsions contenant de
grandes quantités de matériel est limitée.

- La coacervation ainsi que les compartiments artificiels sont capable d’encapsuler
beaucoup de matériel (>70%) mais ne possedent pas de membranes semblables a celle

du vivant.

A la vue de chacune de ces limites, il est évident que le systéme idéal n’existe pas. Ainsi,
I’élaboration d’un systéeme pouvant bénéficier des taux d’encapsulation importants des
coacervats et des propriétés biomimétiques des vésicules pourrait dépasser les limites de

chacun des compartiments pris séparément.
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Objectif de la thése :

- Elaborer un compartiment basé sur l'utilisation des acides gras permettant de
séquestrer de grandes quantités de molécules afin d’effectuer des réactions

enzymatiques.

Ce systéme devra pallier les défauts de toutes les méthodes utilisées a ce jour. Il devra
posséder les capacités de séquestration des coacervats tout en conservant les propriétés
d’encapsulation des vésicules. Afin d’augmenter les chances d’encapsuler toutes les enzymes
nécessaires a I'accomplissement de réactions complexes, ce systéme devra étre capable de
produire de trés grandes quantités de vésicules et ainsi pallier les défauts des systémes de

transferts d’émulsions.

Pour cela nous imaginons un systéme de transition coacervats a vésicules.

Dans un premier temps, ce systeme pourra adopter la structure des coacervats. Ce systeme
qualifié d’ « ouvert » devra séquestrer une grande quantité de biomolécules. Dans un second
temps le coacervat pourra effectuer une transition en vésicules. Ce systéeme qualifié de
« fermé » permettra I’encapsulation stricte des biomolécules séquestrées initialement dans
les coacervats. (Figure 20). De plus, dans le but de construire une cellule minimale, ce systéme
devra étre biocompatible, c’est-a-dire fonctionner dans des gammes de température et de pH

compatibles avec le vivant.
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Encapsulation

Diffusion O
Transition OC)

Coacervats Vésicules

Figure 20 : Systéme de transition coacervat-vésicules.

L’objectif de ce travail de thése est de mettre en évidence un systéme hybride basé sur la formation d’un coacervat capable
a son tour de former des vésicules pour encapsuler des grandes quantités de protéines.

Au laboratoire, nous travaillons sur les structures adoptées par les acides gras saturés a
longues chaines (C:14, C:16) en présence de guanidine. L'intérét des acides gras a longues
chafnes pour notre projet réside dans le fait qu’ils constituent un élément structural important
des membranes ce qui fait des acides gras un excellent modele biomimétique pour
I’élaboration d’'un compartiment. De plus, les acides gras sont des molécules qui présentent
un trés grand polymorphisme en solution ce qui est d’un intérét majeur pour les systemes de
transitions que nous voulons mettre en place. Pour finir, les acides gras constituent un
composant potentiel du compartiment des protocellules de par leur simplicité structurale,

leur présence possible dans la soupe pré-biotique’® 71,

Pour ce projet de theése, nous nous sommes donc intéressés a ce systeme d’acides gras saturés
a longues chaines/Guanidine pour former un systéme de transition. Ce systeme est capable
de former a la fois des micelles allongées ainsi que des vésicules. Cependant aucune

séparation de phase a la maniére des coacervats n’a encore été montrée.
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L’objectif du premier projet est de déterminer si les micelles allongées peuvent former des
coacervats par séparation de phase a température ambiante et a un pH compatible avec le
vivant. Nous avons montré que la présence d’un exces de guanidine entraine un phénomene
de trouble en solution. Au microscope nous avons observé la formation de gouttes
hétérogenes capable de coalescer. Nous avons déterminé par des méthodes de
caractérisations physico-chimiques (RMN, Diffusion de neutrons) que la structure des
coacervats était basée sur un assemblage de micelles. A plus basse température, les acides
gras forment des bicouches. En paralléle nous avons montré que les coacervats sont capables
de séquestrer des sondes moléculaires en fonction de la charge et de I’hydrophobicité. Ces
expériences nous donnent des informations sur la séquestration potentielle des biomolécules

(protéines, ADN) a I'intérieur des coacervats (Figure 21).

2/ Caractérisation O
hysico-chimique
’\_ 1/ Conditions de / R E O

2 i formation
2/\_, 2 des coacervats O O
3/ Séquestration L.
Micelles allongées Coacervats de sondes Vésicules

(Douliez et al. 2010)

Transition
(Douliez et al. 2016)

Figure 21 : Résumé des objectifs du premier projet.

Le second projet consiste a mettre en place latransition de coacervats a vésicules. Nous avons
montré qu’une transition des coacervats en vésicules est possible par diminution de pH ou
d’ajout d’alcanols. Nous avons quantifié ensuite la séquestration de différentes protéines a
I'intérieur des coacervats par des méthodes de mesures UV-visibles ou fluorescence et

déterminé que les protéines étaient séquestrées majoritairement dans les coacervats (>70%).
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En effectuant la transition, nous avons montré que le matériel séquestré dans les coacervats
était retrouvé dans les vésicules. En quantifiant |’encapsulation, nous avons montré
gu’environ 50% des molécules séquestrées étaient encapsulées dans les vésicules. Nous avons
ensuite mis en évidence des réactions enzymatiques via I’encapsulation de tous les

partenaires a l'intérieur des vésicules (Figure 22).

2/ Séquestration

de protéines
~ 1/ Conditions de O O
- 2 N~ formation
- des vésicules 3/ Encapsulation
L 2 2 > de protéines
,\— ’\’ ) O
Micelles allongées Coacervats Vésicules

(Douliez et al. 2010)

Transition
(Douliez et al. 2016)

Figure 22_: Résumé des objectifs du second projet

Le troisiéme projet consiste a effectuer des réactions métaboliques a partir de protéines de
mollicutes. Nous avons observé que les coacervats étaient capables d’extraire une tres grande
partie des protéines des mollicutes. Ceci permet la formation de vésicules contenant les
protéines de mollicutes. Nous avons ainsi mis en évidence l'activité de la Lactate
déshydrogénase de mollicutes en présence de vésicules par le suivi de formation du NAD au
cours du temps. Cependant, nous n’avons pas réussi a mettre en évidence des réactions
métaboliques comme la glycolyse en suivant la formation de NAD ou en utilisant des

méthodes de fluorescence (Figure 23).
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Chapitre 1
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Caractérisation du systeme de trouble chez
les acides gras

1) Publication

Les résultats obtenus pour ce premier chapitre de thése ont été publié dans Journal of colloid
etinterface science sous le titre « Clouding in fatty acids dispersion for charge-dependant dyes

extraction »
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The clouding phenomenon in non-ionic surfactant systems is a common feature that remains rare for ionic
detergents. Here, we show that fatty acid (negatively charged) systems cloud upon cooling hot dispersions
depending on the concentration or when adding excess guanidine hydrochloride. The clouding of these
solutions yields the formation of enriched fatty acid droplets in which they exhibit a polymorphism that
depends on the temperature: upon cooling, elongated wormlike micelles transit to rigid stacked bilayers
inside droplets. Above this transition temperature, droplets coalesce yielding a phase separation between
a fatty acid-rich phase and water, allowing extraction of dyes depending on their charge and lipophilicity.
Positively charged and zwitterionic dyes were sequestered within the droplets (and then in the fatty acid-
rich upper phase) whereas the negatively charged ones were found in both phases. Our results show an
additional case of negatively charged surfactant which exhibit clouding phenomenon and suggest that
these systems could be used for extracting solutes depending on their charge and lipophilicity.

© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

by a change in the sample turbidity that generally occurs upon
heating. The initial clear surfactant solution made of micelles

The clouding phenomenon in aqueous micellar solutions of becomes cloudy at a temperature called the cloud point. There
non-ionic surfactants is a common feature [1,2]. It is characterized exist numerous references on the theory of the clouding phe-
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nomenon, one of these suggest that clouding originates from
attractive interactions between micelles [3], leading to a liquid-
liquid phase separation [4]. This is the reason why it mainly occurs
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in non-ionic surfactant systems and would typically not happen for
ionic ones because of dominating electrostatic repulsions between
micelles. However, in some cases, when these repulsions can be
screened out by increasing for instance the ionic strength or by
using bulky counter-ions, the clouding may also occur in ionic sur-
factant systems [5-11]. The clouding phenomena have been
mainly studied in the literature in the case of cetyltrimethylammo-
nium bromide (CTAB) and sodium dodecylsulfate (SDS). Recently,
this has also been observed in sodium oleate (an unsaturated fatty
acid, Cyg.1) dispersions upon addition of triethylammonium chlo-
ride [7]. However, clouding in saturated long chain fatty acid
(SLCFA, namely myristic acid: Cq4.9, palmitic acid: Cy6.0 and stearic
acid: Cyg.0) systems has never been reported [12]. sSLCFA are of par-
ticular interest compared to synthetic surfactants mainly because
they are greener, bioavailable in large amounts, biodegradable
and exist under various forms: with different chain lengths, possi-
bly bearing double bonds and/or hydroxyl groups along the chain
that may trigger the self-assembly [12,13]. sLCFA are also widely
used in catanionic systems, in combination with a cationic surfac-
tant [14-17]. Aqueous dispersions of ‘pure’ sSLCFA have been stud-
ied for decades [18], in the soap form (sodium or potassium), they
self-assemble into micelles at high temperature but crystallize
upon cooling below their Krafft point [19-21]. Recently, other
soaps were produced in water using tetrabutyl ammonium
[22,23] or choline [24-26] counter-ions instead of sodium or
potassium. The strong advantage here is that these dispersions
no longer crystallized. These counter-ions allowed decreasing the
Krafft point of SLCFA yielding stable aqueous micellar dispersions
even when samples are kept at 4 °C. However, there is no report
on clouding phenomenon in these above mentioned systems.
These systems are similar to catanionic systems [12,14] except that
the positively charged moiety is a soluble counter-ion. Latter,
guanidine hydrochloride (GuHCI) has been shown to prevent the
crystallization of sodium salts of sLCFA [27,28]. Equimolar mix-
tures of GuHCI and sodium soaps of sSLCFA formed micelles at high
temperature and stacked bilayers that no longer crystallized at
lower temperature. It has been proposed that the guanidine moiety
strongly interacts with the carboxylate group of the sLCFA, proba-
bly via electrostatic and bidendate interactions [13,29-31], thus
preventing re-protonation of the sLCFA carboxylate ion and then,
crystallization [21]. Only ‘low’ sLCFA concentration (=10 mg/mL)
and equimolar ratios (sLCFA sodium salts vs. GuHCI) had been
investigated in our previous works [27,28] and no clouding had
been observed in these experimental conditions.

We are still investigating these fatty acid systems (SLCFA/
NaOH/GuHCI), varying the concentration and the ratio of each
component and we observed that some samples clouded. We
report herein these findings, showing that excess of GuHCI or suf-
ficiently high sLCFA concentration lead to cloudy systems upon
cooling hot dispersions, yielding the formation of sLCFA-rich dro-
plets. The sLCFA within these droplets are shown to exhibit a tran-
sition upon cooling from elongated wormlike micelles to rigid
stacked bilayers. We further study the sequestration of about 30
dyes in these sLCFA droplets and observed that it depends on their
charge and lipophilicity.

2. Materials and methods

Protonated (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) or
deuterated (Eurisotop, Saclay, France) fatty acids (myristic acid:
Ci4:0, palmitic acid: Cy6.9 and stearic acid: Cyg.9) were massed in
a tube and ultra-pure water was added in amounts depending on
the desired concentration. Then, the desired volume of a 1 M stock
solution of guanidine hydrochloride (GuHCI, Sigma-Aldrich, Saint
Quentin Fallavier, France, ref: G4505) and NaOH were added. All

samples were submitted to at least 3 cycles of freeze thawing
and further kept at —20 °C. Prior to being used, each sample was
heated at 80 °C for 10 min. For samples for which GuHCl is in
excess, the additional volume in excess was poured and sample
tubes were again submitted to the above-mentioned procedure
for homogenization. Dyes were dispersed in distilled water at a
concentration of 2 mg/mL and typically, 100 pL of that stock solu-
tion were added to a 5 mL sample of sLCFA (10 mg/mL) droplets.
Nile red (Sigma-Aldrich) was used at a concentration of 1 mg/mL
in chloroform and 10 pL were added to a 5 mL dispersion of dro-
plets at 10 mg/mL sLCFA.

2.1. Solid state NMR

For NMR experiments, perdeuterated sLCFA (Eurisotop, Saclay,
France) was used and samples were prepared in the same way as
previously mentioned except that only 1 mL was produced. Sam-
ples were placed into a 100 pL ZrO, rotor (Cortecnet, Paris, France).
Deuterium NMR experiments were carried out in the static mode
at 76.8 MHz for deuterium on a Bruker Avance II 500 WB spec-
trometer (Bruker, Wissembourg, France) with a CP-MAS dual
4 mm 'H/?H probe. Quadrupolar-echo sequences [32] were per-
formed to record time-dependent signals that were Fourier trans-
formed with 100-200 Hz Lorentzian filtering to yield wide line
spectra. Pulse durations and echo time delay were respectively
2.75 ps and 40 ps, spectral window was 500 kHz and 4 k acquisi-
tions were accumulated with a repetition time of 1.5 s. Tempera-
ture was controlled to 1 °C.

2.2. Microscopy

Observations were made at room temperature at 20x magnifi-
cation using an optical microscope in the phase contrast mode
(Nikon Eclipse E-400, Tokyo, Japan) equipped with a 3-CCD JVC
camera allowing digital images (768 x 512 pixels) to be collected.
A drop of the lipid dispersion (about 20 pL) was deposited on the
glass slide surface (76 x 26 x 1.1 mm, RS France) and covered with
a cover slide (22 x 22 mm, Menzel-Glaser, Germany). The glass
slides were previously cleaned with ethanol and dried.

Epifluorescence images were acquired (at 20x magnification)
with a Nikon Eclipse 800 microscope equipped with a Coolsnap
HQ2 digital camera (Photometrics) using the Metavue 7.7.1 soft-
ware (Roper Scientific, France).

2.3. UV-visible experimental procedure

Spectra were recorded on a Cary (Varian) UV-visible spec-
trophotometer at 25 °C with samples prepared as described above.
In the case of basic fuchsin, toluidine blue, rhodamine 6G, brillant
blue R and rhodamin B, 100 pL of the upper phase was diluted in
1 mL of pure water. The lower phase was taken using a Pasteur pip-
ette to prevent any contamination by the upper phase and used
without further dilution. In the case of calcein, bromophenol blue,
xylene cyanol and bromocresol purple, 500 pL of both phases were
poured in a different sample tube and diluted with 1 mL ethanol.

2.4. Small-angle neutron scattering (SANS)

Small-angle neutron scattering (SANS) experiments were per-
formed at Laboratoire Léon-Brillouin (laboratoire mixte CEA/CNRS,
Saclay, France) on the spectrometer PACE. The neutron wavelength
was set to 5 or 13 A with a mechanical velocity selector, the detec-
tor being positioned at 1, 3 or 5 m, respectively. The scattering
wave vector, Q, then ranges from typically 0.003 to 0.5 A~!, with
a significant overlap between the three configurations. The sam-
ples, prepared with deuterated water, were held in flat quartz cells
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with a 2mm optical path, and temperature-controlled by a
circulating fluid to within +0.2 °C. The spectra were corrected for
solvent, cell and incoherent scattering, as well as for background
noise.

The general theory for fitting the SANS data can be found in the
literature [33]. Briefly, the scattered intensity can be described as
the product of a structure factor S(Q), characteristic of the correla-
tions between objects, by a form factor P(Q), describing the shape
of the objects. The main equations, here to be used for lipids
embedded in either interacting micelles (cylindrical or spherical)
or stacked flat membranes, are recalled hereafter. The form factor
of a completely filled, spherical object of radius R (a model appro-
priate for spherical micelles) is given by:

2
sin QR — QRcos QR
P, —g. |2 = x>
on(Q) =9 { (R ]

The form factor of a randomly-oriented cylinder with a circular
basis of radius R and a virtually infinite height (an elongated rod, a
model appropriate for worm-like micelles) is given by:

2
Pua(@ x g (M3)
where J; is the Bessel function of integer order 1.

In the case of a single cylinder of height 6, virtually infinite basis
and no preferred orientation (i.e. a randomly-oriented flat platelet,
a model appropriate for describing independent bilayers) the form
factor becomes:

(Q4/2)

Pplatelet(Q) X Sin2 T

3. Results and discussions
3.1. The clouding phenomenon and the sLCFA-rich droplet formation

As commented above, equimolar mixtures of sSLCFA (10 mg/mL),
NaOH and GuHCI have already been studied [27,28] but no cloud-
ing had been observed in these experimental conditions. Here, we
partially investigated the phase diagrams of these systems, varying
the sLCFA concentrations and the ratio of GuHCI vs. that of sLCFA
and observed that several samples became cloudy upon cooling
hot dispersions.

The clouding occurred for the three sodium salts of sLCFAs,
myristic acid (My), palmitic acid (Pa) and stearic acid (St) either
at ‘higher’ concentration compared to that used in our previous
reports [27,28] or at 10 mg/mL sLCFA but in excess GuHCI, in both
cases upon cooling hot dispersions (see sample tube photo, Fig. 1).
The partial ternary phase diagrams for the three sLCFA were inves-
tigated and are reported Fig. 1 and commented here-after. Obvi-
ously, the clouding phenomenon depended on the fatty acid
chain length. For myristic acid without excess of GuHCI (green'
line, Fig. 1a), it occurred above a fatty acid concentration of 40 mg/
mL (dot A, Fig. 1a). In the same way, cloudy dispersions were
obtained at 10 mg/mL (Fig. 1a) above a molar ratio GuHCl/My of
1.4 (dot B, red line, Fig. 1a). In both cases, clouding was observed
upon cooling samples below 45 °C without noticeable variation with
the My concentration and the molar ratio GuHCI/My. As shown
Fig. 1b and c, for palmitic and stearic acids respectively, the clouding
of dispersions prepared at an equimolar ratio between sLCFA, NaOH
and GuHCI was observed, above concentrations of 30 mg/mL (below
55°C) and 15 mg/mL (below 80 °C). For more diluted systems

! For interpretation of color in Fig. 1, the reader is referred to the web version of
this article.

(10 mg/mL sLCFA) but upon addition of GuHCl in excess, this
occurred above a molar ratio of 1.3 and 1.2, for palmitic and stearic
acids, respectively).

As for the gas-liquid phase separation in molecular fluids, the
clouding in these systems plausibly occurs due of attractive inter-
actions between fatty acid elongated micelles that become able to
overcome the entropic effect favoring homogeneously dispersed
states, triggered by the increase in micelle concentration as has
been already described in other ionic surfactant systems [3,7]. At
this level, we cannot go further in the interpretation of these
results and the theoretical reasons for which clouding occurs.
Indeed, both Na+ and the guanidium moiety can bind the
carboxylate group of sLCFA but neither the ratio between Na+
and the guanidium moiety at the micellar interface nor in solution
have been established. One can only suggest a model as has been
done in the case of the clouding phenomenon in the sodium
oleate/triethylamine chloride system (see Fig. 9, Ref. [7]): two
amine groups of the guanidium moiety could interact with the
SLCFA via electrostatic and bidendate interactions whereas the
third dangling amine group of the guanidium would be free to
make attractive hydrogen bonds with adjacent micelles.

The clouding in these systems resulted in the formation of
SLCFA rich droplets that were clearly observed by microscopy
(Fig. 2A). Droplets were also doped with a fluorescent lipophilic
marker, Nile red allowing observations by epifluorescence
microscopy (Fig. 2B). Images revealed the presence of colored
droplets showing that they are enriched in sLCFA in which the
lipophilic dye was inserted. Microscopy images indicated that the
sLCFA droplets were typically in the range of 1-50 pum in diameter
and exhibited a smooth internal structure and no birefringence.
Below a transition temperature that specifically depended on
the sLCFA chain length, droplets exhibited a less spherical
shape (Fig. 2C and D) and had an internal rough aspect with
birefringence (Fig. 2E), suggesting the formation of bilayers at
low temperature as shown below. This smooth to rough transition
upon cooling occurred at 21, 33 and 50 °C for myristic, palmitic and
stearic systems, respectively. This behavior as a function of the
temperature is very similar to that observed for stock solutions
where no clouding occurs suggesting a similar polymorphism,
i.e., elongated micelles at high temperature and flat bilayers below
the transition within the droplets.

3.2. Coalescence and phase separation

Upon letting samples rest about 1 h above the smooth to rough
transition, coalescence of droplets occurred and this yielded a
macroscopic liquid-liquid phase separation (Fig. 3A). In the
presence of the lipophilic fluorescent and colored dye Nile red,
the upper phase became pinky-red. Because Nile red has a strong
affinity for lipids, this shows that the upper phase is much enriched
in sLCFA. Upon cooling such samples below the smooth to rough
transition temperature, the upper phase became very turbid and
milky (Fig. 3B), consistent with the formation of bilayers at that
temperature as is further demonstrated. It is noteworthy that the
upper phase at such a low temperature, being quite viscous, can
be easily recovered by using a spatula (Fig. 3C and D). This feature
can be of particular interest for extracting chemicals as is further
suggested. Compared to Triton X114 that forms an enriched lower
surfactant phase, here, sLCFA phase separates in the upper phase.
This is obviously because sLCFA exhibit a lower density than water.

We also noticed that the volume of the upper phase varied with
the amount of GuHCl added in excess (Fig. 3E). For instance, in the
case of the myristic acid system (10 mg/mL, My), clouding at a
molar ratio of 1/1/1.5 (sLCFA/NaOH/GuHClI, thus with a moderate
excess of GuHCl), yielded a volume of the upper phase of about
3/5 of the total sample volume. For a higher excess of GuHCI (molar
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Fig. 1. The clouding phenomenon in sLCFA systems. The sample tube photograph (top-left) shows the clouding phenomenon in the system MyNaGu, (myristic acid, NaOH,
GuHCI molar ratio 1/1/2, 10 mg/mL My) at 25 °C. Partial ternary phase diagrams are shown for the three sLCFA systems at 25, 40 and 50 °C for My (myristic acid), Pa (palmitic
acid) and St (stearic acid), respectively. The gray zone indicates the samples which were investigated and in which clouding was observed. (See text for other details).

Fig. 2. Microscopy images of droplets in the system MyNaGu, (myristic acid, NaOH, GuHCl molar ratio 1/1/2, 10 mg/mL My). Images A and B are those for droplets at 25 °C
observed by phase contrast microscopy and epifluorescence (using Nile red), respectively. Image for the sample at the same temperature obtained by cross-polarized
microscopy returns a fully black background (not shown) consistent with isotropic structures present in the sample. Images C and D are those for droplets at 15 °C observed
by phase contrast microscopy and epifluorescence (using Nile red), respectively. Image E is at the same temperature but obtained by cross polarized microscopy showing
birefringent domains that account for anisotropic structures. The scale bars stand for 10 pum.
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Fig. 3. Sample photographs in the system MyNaGu, (molar ratio 1/1/x, 10 mg/mL
My). Photos A-D are for x =2. (A) Sample tube photo obtained after letting the
sample rest at 30 °C for 1 h, thus allowing phase separation. (B) Sample tube photo
for the same sample as in (A) except that the tube was further placed 15 min in a
water bath at 10 °C. Arrows show the phase separation as eye guide. Photos C and D
(+ Nile red) show the sLCFA enriched pellet recovered from a cold sample using a
spatula from for instance the tube shown photo B. (E) Sample tube images of
samples in the presence of Nile red as obtained by varying x as indicated on tubes.

ratios of 1/1/2) the volume of the upper phase became about 1/5 of
the total volume. This feature is further quantified by neutron scat-
tering experiments.

3.3. Structural characterization

Droplets were also produced using perdeuterated myristic acid
(per-H-My) allowing a study by solid state NMR. Above the
smooth to rough transition, an isotropic line was detected
(Fig. 4A, at 25°C), which is consistent with My embedded in
micelles (fast tumbling motion in the NMR time scale). This result
is similar to that observed previously in the stock solution that did
not cloud [27]. Again, this then suggests a similar polymorphism,
i.e., micelles would be present in droplets above the transition. It
is however noteworthy that elongated, spherical or wormlike
micelles would all yield an isotropic peak by NMR so that this tech-
nique does not allow differentiating the exact structure of the
micelles within droplets.

Below the smooth to rough transition, the spectrum of these
droplets exhibited a very wide “powder pattern” line shape with
two main components, having quadrupolar splittings (separation
between most intense peaks) of about 56 kHz and 16 kHz. The val-
ues are very similar to those observed in other sLCFA systems that
were shown to form stacked bilayers [32,34| suggesting that fatty
acids within droplets at that temperature also form stacked bilay-
ers. It is noteworthy that sLCFA, although they exhibit weak
dynamics in such stacked bilayers, are not crystallized in droplets.
In this case, the quadrupolar splittings of the two main compo-
nents would be 125kHz and 37 kHz instead of 56 kHz and
16 kHz, respectively.

In order to obtain another quantitative view of the sLCFA
arrangement within droplets, we performed Small-Angle Neutron
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Fig. 4. NMR and SANS in the system MyNaGu, (molar ratio 1/1/x, 10 mg/mL
perdeuterated My). (A) ?H solid state NMR spectra for the sample at 25 °C (inset)
and at 15 °C obtained for x = 2. (B) Small-angle neutron scattering (SANS) spectra
showing the intensity vs. Q as obtained as a function of x as indicated on the top left
for samples at 15 °C. (C) Plot of the repeat distance (Rd) as a function of the excess
volume of GuHCl. The molar ratio in GuHCl, x, is also indicated. The inset shows the
variation of the first order Bragg peak (Qp) as a function of the excess volume of
GuHCl. The arrow stands for the inflection point. (D) SANS spectra showing the
intensity vs. Q obtained as a function of x as indicated on the top right for samples at
30 °C. To guide eyes, slopes Q! and Q2 are shown for Q — 0.

Scattering, SANS, experiments above (30°C) and below (10 °C)
the smooth to rough transition of the system myristic acid/
NaOH/GuHCI (1/1/x) at 10 mg/mL My, varying ‘¥’ from 1 to 2
(excess of GuHCI). The values of ‘x’ were chosen so that 4 samples
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clouded and 2 others did not. Samples were heated (60 °C) above
the cloud point and further poured in the neutron cell. They then
clouded within the cell upon cooling allowing a study of the My
polymorphism within droplets.

At low temperature, the spectra obtained as a function of ‘x’ are
qualitatively, and even quantitatively very similar (Fig. 4B). They
underwent a strong small-angle scattering signal but also dis-
played distinct—though not very sharp—first order Bragg peaks at
Qo, the position of which shifted to higher Q upon increasing the
amount of GuHClI (Fig. 4B). This indicated, in nice agreement with
the NMR and microscopy findings, that sLCFA within droplets are
embedded in stacked and ordered bilayers at 10 °C. It is notewor-
thy that these data also show that sLCFA did not crystallized at that
temperature since sLCFA crystals would yield a power law of Q~*
for Q — 0 by SANS and one rather observed a slope of —2 that is
consistent with the formation of non-crystallized bilayers.

Even in the absence of observable higher-order Bragg peaks, one
can nonetheless obtain the repeat distance 27/Qo that stands for
the thickness of the water layer between the sLCFA bilayers plus
that of the bilayer. The collected data are displayed as a function
of the volume of GuHCI added in excess (Fig. 4C). The repeat dis-
tance decreased with the increase in GuHCI volume and data could
be well fitted with a sigmoid curve. Interestingly, the inflection
point of the curve occurred at a volume (or x value of 1.4) that
matched nicely with the lower limit above which clouding was
observed.

At higher temperature above the smooth to rough transition but
still below the cloud point, because samples macroscopically phase
separated in the neutron cells upon heating due to the coalescence
of droplets, one could record reliable data only for 3 samples, the 2
first for which no clouding occurred and the one at the higher
GuHCI molar ratio that is more viscous and did not phase separate
during acquisition in the 2 mm thick neutron cell. The spectra
shown in Fig. 4D became qualitatively different from those
observed at lower temperature (see above). The Bragg peaks were
no longer observed and, though the spectra still exhibited a strong
small-angle scattering signal, the increase as Q — 0 varied with ‘x’.
The SANS spectra were fitted with the model of an elongated cylin-
der of radius R detailed in the materials and methods section.
Without excess of GuHCI, for x =1, the experimental data were
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below the fitting curve as Q — 0 (Fig. 4C), with a power law of
about Q %%, This means that, in the present experimental condi-
tions, micelles are neither spherical nor equivalent to long rigid
cylinders, probably still having a cylindrical shape, the length of
the cylinder being of the order of the radius, i.e., elongated micelles
form [35]. Upon addition of excess GuHCI, but for the sample that
still did not cloud, i.e., for x = 1.34, the experimental data were well
fitted by the model even for Q — 0, showing that elongated
micelles increased in length and became straighter. At high GuHCI
molar ratio for the sample that clouded, for x = 2, the scattering
intensity as Q — 0 was much above the fitting curve and exhibited
an apparent power low as Q2. This presumably means that, for
such a high molar ratio, attractive interactions are strong enough
for the structure factor to depart significantly from the ideal limit.
Interestingly, variation of the power law as Q — 0 and correspond-
ing exponents as a function of the micellar shape and flexibility is
well documented in the literature [35-37].

These SANS data suggest that, without excess of GuHC], i.e., for
x =1, micelles are elongated and their size increases upon addition
of excess GuHCI. Moreover, in the clouding domain, the higher the
excess of GuHCI, the lower the volume of the sLCFA enriched upper
phase, showing that attractions between micelles increase. This is
well evidenced by visual inspection (see above, Fig. 3E) but also
more quantitatively from the neutron scattering data at low tem-
perature that show a decrease of the spacing between myristic acid
bilayers upon increasing the amount of GuHCI. The spacing first
decreases progressively and a sudden variation occurs at the cloud-
ing limit, releasing water yielding the phase separation.

3.4. Dye sequestration in sLCFA-rich droplets

Triton X114 is well known to cloud and also phase separate and
this property has long been used for extracting membrane proteins
[38]. One then further questioned whether our sLCFA droplets
could also be used for extracting solutes. One focused on the
sequestration of dyes by visual inspection since the coloration of
phases after phase separation occurs is a direct evidence of this
extraction phenomenon. Moreover, studying each phase by UV
absorption spectroscopy allows a quantitative determination of
the dye sequestration. We then studied the sequestration of
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Fig. 5. Sample tube images and UV-visible absorption spectra in the system MyNaGu, (molar ratio 1/1/2, 10 mg/mL in My) in the presence of various dyes. Sample tube
photos were obtained after letting the sample rest at 30 °C for 1 h allowing phase separation. (A) From left to right, sample tubes contained calcein and bromocresol purple,
the arrow shows the phase separation limit to guide the eyes. The UV-visible spectra (absorbance (arbitrary units) vs. wave length (nm)) are shown in the same order from
left to right. UP and LP stand for the upper and the lower phases, respectively. (B) From left to right, sample tubes contained basic fuchsin and rhodamin 6G. (C) From left to

right, sample tubes contained rhodamin B and brillant blue R.
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solutes in sLCFA-rich droplets by using a panel of 30 organic dyes,
the chemical structure of which differed by the charge and the
lipophilicity as illustrated in the supporting material section (S.
M. 1). The sequestration of the dyes was only studied above the
smooth to rough transition temperature, i.e., when droplets are
filled with wormlike micelles.

We defined a partition coefficient, Pgroplets, as the molar ratio
between the numbers of dyes dispersed per unit volume in the
upper sLCFA rich-phase vs. that in the lower phase. Pgoplets iS
expected to give a relative characterization of the dye sequestra-
tion within droplets. Additional details and information are given
in supplementary material, S.M. 1.

The data one obtained for selected dyes in the myristic acid sys-
tem are reported in Fig. 5 and are commented hereafter. One
started with negatively charged dyes and report data in the case
of calcein and bromocresol purple (Fig. 5A), seven other negatively
charged dyes were also investigated (see supporting material S.M.
1A). Since both phases are colored, this means that these dyes are
not preferentially sequestered in the My rich upper phase. For
bromocresol purple (Fig. 5A right), the spectrum of the upper
phase (UP) was more intense than that of the lower phase (LP)
by a factor 1.3, yielding a log (Paroplets) 0f 0.11. In the case of calcein
which is much more polar (10g(Poctanol) < 0, see S.M. 1), the spec-
trum of the lower phase (Fig. 5A left) was more intense than that
of the upper phase meaning that this dye was partly rejected from
the sLCFA-rich phase with a log (Pgroplets) in that case of —0.15. As
could be expected because sLCFA are negatively charged, nega-
tively charged dyes are not sequestered within droplets but inter-
estingly, they are not fully rejected.

14 cationic dyes were investigated and UV-visible data are only
reported for basic fuchsin and rhodamin 6G (Fig. 5B and S.M. 1B).
By contrast with the negatively charged dyes, all positively charged
dyes were recovered within the upper phase since no coloration
was observed in the lower phase. Interestingly, polar dyes (log
(Poctanot) < 0, see S.M. 1) as basic fuchsin, toluidine blue and methyl
green are also fully sequestered in the upper phase. This was also
evidenced from the UV-Visible spectra since no absorbance peak
was observed in the lower phase. The partition coefficient Pgroplets
was then infinite in these cases. Such a result could be expected
since positively charged dyes can interact with the negatively
charged surface of the elongated micelles made of sLCFA.

We then investigated the sequestration of six zwitterionic dyes;
amongst which are rhodamine 6B and brillant blue R. As for posi-
tively charged dyes, all these dyes were totally recovered in the
upper phase (Fig. 5C and S.M. 1C).

Altogether, these results suggest that positively charged and
zwitterionic solutes could be sequestered within droplets, whereas
negatively charged solutes would not be. Although it could logi-
cally be expected for positively charged dyes (see above), this
result is more surprising in the case of zwitterionic dyes. We
believe that these latter dyes although they bear negatively
charged groups, also bear positively charged moieties which can
indeed interact with the negatively charged elongated micelles
made of sLCFA present within droplets. This suggests that amino
acids and proteins which are also zwitterionic molecules could
be extracted by using these systems and we are exploring this
feature in the future.

4. Conclusions

We report here a novel case of a charged surfactant which
exhibit clouding phenomenon. Whereas in general, the clouding
of charged surfactants occurs in the presence of high amount of
salt which screen electrostatic repulsions, here it is induced by

the presence of GuHCl which form hydrogen bonds reinforcing
attractive interactions between micelles. These systems allow for
the extraction of solutes such as dyes and we are exploring the
sequestration of more biological molecules in the future. Besides,
the formation of sLCFA enriched droplets upon clouding appears
to be comparable to coacervate droplets that are built by mixing
counter-charged polyelectrolytes or neutral polymers [39-46].
Altogether, we can then suggest that these sLCFA droplets could
be developed as novel compartments or bioreactors in the future.
Moreover, it is well known that various protocell models are based
on fatty acid vesicles because these lipids were the most simple
amphiphiles that could be present in prebiotic times [47]. Then,
the sLCFA droplets could also be potential models of protocells.
We then believe that our findings are of interest for research based
on compartmentalization, including protocells, bioreactors and
minimal cells and for the extraction, purification and encapsulation
of solutes of biological interest.

Appendix A. Supplementary material

Supplementary data associated with this article can be found, in
the online version, at http://dx.doi.org/10.1016/j.jcis.2016.01.049.
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S.M. 1: dye sequestration.

The sequestration of dyes and chemicals in general, in one or another phase is often
characterized by a partition coefficient, P. For instance, a partition coefficient between
octanol and water can be defined as the molar ratio between the numbers of un-ionized dyes
dispersed per unit volume in octanol vs. that in water. Then, lipophilic dyes exhibit a positive
value of log (Poctanol) Whereas it is negative for hydrophilic dyes. It is also convenient to use a
partition coefficient, D, that takes into account both the un-ionized and the ionized forms of
the dye and it is used as log (D). It is noteworthy that log (D) depends on the pH. Both
partition coefficients were collected for all dyes (see www.chemicalize.org) and are reported
on the bottom left. The sequestration of about 30 dyes was studied and results are reported
here-after. The chemical structure for each dye is shown and was obtained from
http://www.sigmaaldrich.com/catalog. A sample tube photo is shown allowing visualization
of the colored dye in the upper and lower phases, experimental conditions are identical as

those used for figure 5 (main text).
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SM1 B) Positively charged dyes

Alcian blue @ Y?] Brilliant cresyl blue
nee Q .
/f/k % cl— Zn2 -cl °H3
-4.05/-4.05 -3.25/-2,37 ¢
Methyl green HiCo{-CHs g~ Giemsa stain
T 2L
* xZnCl,
m HCo S NH,
CH3 ! =
O Clee EHy o
-2.30/-1.15 CHs -1.56/-1.07
Nile Blue ‘i Pyronin Y
@
\+ m
HoN
4.55/4.55 CH3 2.37/4.08
Safranin O ]ij[ Ij Neutral Red
B b KI Kl
0.81/1.15 2.85/2.85

Janus green

4.78/4.78

O

HaC-N
CHy

L
=N N N> CH,

CHs

Methylene blue

]

2.61/2.89

N
OO o
C\N S \N:CH:;
CHs CHj

Victoria blue

4.68/4.68

3 3
|
CH3

Toluidine Blue BIue

uffpes st

-1.04/-0.46

Basic Fuchsin

C

3.33/2.09

HoN l l * NH,
=

NH,

Rhodamine 6G

O o\/CH3
HsC CH3
O \N

6.71/6.71 CH3



SM1 C) Both negatively and positively charged dyes:
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2) Résumé de la publication

L’objectif de ce projet est de mettre en évidence la formation de compartiments semblables
aux coacervats a partir d’acides gras saturés a longues chafnes ainsi que de guanidine. Dans
ce systeme d’étude, les acides gras sont capables de former des micelles allongées en solution
en présence de guanidine (Douliez et al., 2016). Les micelles allongées diluées sont capables
de former des vésicules en diminuant le pH ou en ajoutant du décanol. Cependant aucune

séparation de phases n’a encore été mise en évidences avec les micelles allongées.

Des solutions équimolaires d’acides gras saturés a longues chaines (acide myristique C: 14,
acide palmitique C :16, acide stéarique C :18), de soude et de guanidine forment des micelles
allongées. L'augmentation du ratio de guanidine dans ces systemes équimolaires permet
I’observation d’'un phénomene qualifié de trouble en fonction de la température (ratio 1.4,
1.3 et 1.2 pour les acides myristique, palmitique et stérique respectivement). L’observation au
microscope a fond noir montre la présence de gouttes dont la taille varie (1 a 50um) (Figure
24). En présence de rouge de Nile (sonde hydrophobe), les gouttes sont fluorescentes,

suggérant un enrichissement en acides gras.

. !}
~ z,\, Exces.d.e
Guanidine
. 2
i Y W)
Micelles allongées Coacervats

Figure 24_: Gouttes d’acides myristique en présence de NaOH et d’'un exceés de guanidine.

Images de microscopie a contraste de phase du systtme MaNaGu (Acide myristique/NaOH/Guanidine, ratio molaire
1/1/1.5) a 25°C et a pH 9.5. Les barres d’échelle représentent 50um.
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Lorsque les échantillons sont incubés au-dessus d’une certaine température appelée
température de transition (21, 33 et 50°C pour les acides myristiques, palmitiques et
stéariques respectivement), les études de RMN et de diffusion de neutrons confirment la
présence de micelles allongées pouvant interagir ensemble en présence d'un excés de
guanidine formant ainsi des coacervats. Une séparation de phase se produit grace a la
coalescence des coacervats au cours du temps en solution. Ce phénoméne permet alors
I’obtention d’une phase riche en acides gras ala surface de I’échantillon pouvant étre prélevée
manuellement. Le volume de la phase d’acides gras est dépendant de la quantité de guanidine

rajoutée.

En dessous de la température de transition, les résultats de RMN et de diffusion de neutrons
montrent que les acides gras s’arrangent en bicouches. De plus ces méthodes montrent aussi

que la guanidine empéche la cristallisation des acides gras a basse température (Figure 25).

Micelles
allongées

- Exces de T>T transition

? Guanldme
9
s z 2
~ \T<‘T transition
Micelles allongées Coacervats Bicouche

Figure 25 : Organisation des acides gras en fonction de la température.

Représentation de I'organisation des acides gras a l'intérieur des coacervats en fonction de la température. Lorsque la
température est supérieure a la température de transition, les coacervats sont formés de micelles allongées. Lorsque la
température diminue sous la température de transition, les acides gras initialement structurés en micelles forment alors
des bicouches.

L’utilisation de sondes chargées nous a permis de mettre en évidence un phénomeéene de
séquestration dépendant de la charge des sondes. Ainsi, les sondes chargées positivement

sont toutes majoritairement séquestrées dans les coacervats, malgré le fait que certaines
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soient hydrophiles (Bleu Alcian) et d’autres hydrophobes (Rouge de Nile). En ce qui concerne
les sondes chargées négativement, celles-ci ne sont pas séquestrées préférentiellement
comme nous avons pu I’'observer avec les sondes chargées positivement. Les sondes chargées
négativement mais possédant au moins une charge positive sont quant a elle séquestrées

majoritairement dans les coacervats.

3) Conclusion

Au cours de ce travail, nous avons pu mettre en évidence la formation d’'un compartiment
basésurl’interaction de micelles allongées d’acides gras saturés a longues chaines en solution.
Ce compartiment forme alors des coacervats en présence d’'un exces de guanidine et au-
dessus d'une température appelée température de transition. En dessous de cette
température de transition, les acides gras se structurent en bicouches. Ce compartiment est
capable de séquestrer des molécules en fonction de leurs charges. Les sondes chargées
positivement sont séquestrées dans les coacervats probablement di a une interaction entre
la sonde et l'acide gras. Les sondes chargées négativement quant a elle ne sont pas
séquestrées spécifiquement dans les coacervats. Il est intéressant de noter que les sondes
chargées négativement, mais possédant au moins une charge positive, sont séquestrées a
I'intérieur des coacervats. Ceci peut s’expliquer par le fait qu’une charge positive peut suffire
a interagir avec les acides gras et qu’il existe potentiellement un ratio de charges positives

nécessaires pour séquestrer une molécule dont la charge globale est négative.

Trois acides gras différents ont permis la formation de coacervats comme compartiment pour
séquestrer des sondes moléculaires. Cependant, les températures permettant laformation de
coacervats des acides stéarique et palmitique (33 et 50°C) semblent moins compatibles avec
les gammes de températures du vivant que ne l'est celle de I’acide myristique (21°C). Ceci
explique le choix que nous allons faire par la suite de n’utiliser que I'acide myristique pour les

expériences impliquant la séquestration de protéines.
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Chapitre 2
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Etude de I'’encapsulation de biomolécules
dans des vésicules d’acides gras a travers la
séquestration dans les coacervats

1) Publication

Les résultats obtenus pour ce second chapitre de thése ont été publié dans Angewandt Chemie
sous le titre « Sequestration of Proteins by Fatty Acid Coacervates for Their Encapsulation

within Vesicles. »
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Sequestration of Proteins by Fatty Acid Coacervates for Their

Encapsulation within Vesicles

David Garenne, Laure Beven, Laurence Navailles, Frédéric Nallet, Erick J. Dufourc, and Jean-

Paul Douliez*

Abstract: Encapsulating biological materials in lipid vesicles is
of interest for mimicking cells; however, except in some
particular cases, such processes do not occur spontaneously.
Herein, we developed a simple and robust method for
encapsulating proteins in fatty acid vesicles in high yields.
Fatty acid based, membrane-free coacervates spontaneously
sequester proteins and can reversibly form membranous
vesicles upon varying the pH value, the precrowding feature
in coacervates allowing for protein encapsulation within
vesicles. We then produced enzyme-enriched vesicles and
show that enzymatic reactions can occur in these micrometric
capsules. This work could be of interest in the field of synthetic
biology for building microreactors.

Encapsulating biological materials in vesicles constitutes
a step towards the production of minimal and synthetic cells
and is therefore of significant interest in the field of synthetic
biology and for our understanding of the origin of life."!
Spontaneous overcrowding of biochemicals can occur in some
cases when producing vesicles but it remains rare.* With
classical procedures, upon hydration of lipids, a small amount
of biological materials can be spontaneously encapsulated
within vesicles when they are produced.”’ An encapsulation
method known as the “droplet transfer method” has been
developed and further successfully been used for producing
artificial cells.*™

Coacervates, which can form from polyelectrolytes and/or
countercharged or neutral polymers dispersed in water, for
example,["”1% spontaneously sequester biomolecules. A
hybrid model based on polyelectrolyte-based coacervates
covered by a fatty acid bilayer has recently been developed
and combines the advantages of both coacervates and
vesicles."!! However, such coacervates form only at high
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polymer concentrations (> 1 wt %) and/or require expensive
polyelectrolytes (e.g., ATP, polylysine).

Surfactant and lipid systems can form coacervate-like
droplets under particular experimental conditions (clouding
phenomenon).'?l Surfactant coacervation has mainly been
studied in the field of colloid science,!'” but to the best of our
knowledge, there are no known examples of utilizing such
systems as bio-compartments. We have recently developed
a system based on fatty acids that forms coacervates™® and
have also independently shown that these fatty acids can form
stable vesicles." Herein, we first show that reversible
transitions from coacervates into vesicles can be achieved
by varying the pH. Next, we demonstrate that proteins are
spontaneously sequestered into the membrane-free coacer-
vates. This precrowding feature allows for the encapsulation
of proteins within vesicles in high yields using the coacer-
vate —vesicle transition. Finally, vesicles with encapsulated
enzymes were produced to conduct reactions within the
vesicles.

According to the literature in this field,>” vesicles can
be readily obtained from coacervates (10 mgmL ™" myristic
acid (My), My/NaOH/guanidine hydrochloride molar ratio:
1:1:2, pH 9.5; see the Supporting Information, Section S1) by
mild changes in the conditions, by either decreasing the
pH value (to pH 8) or by adding an alkanol to the coacervate
dispersion (Section S1 and Figure S2). The transition between
coacervates and vesicles was visualized by microscopy as
a change of size occurs, coacervates exhibiting a diameter of
about 5-50 um whereas that of vesicles does not exceed 5 um
(Figure 1). The variation of the pH value allows for reversible
transitions between coacervates and vesicles and the realiza-
tion of up to ten transitions (not shown). The formation of
vesicles starting from coacervates was confirmed by solid-
state NMR spectroscopy (Figure 1F); a broad resonance was
observed, which is characteristic of lipids embedded in bilayer
assemblies."*!®1 As both coacervates and vesicles have
previously been separately characterized by various tech-
niques,"!' we can suggest in the present study that coac-
ervates formed at pH 9.5 and vesicles at pH 8.

The use of alkanol did not allow for reversible transitions
as the alkanol was inserted within the fatty acid bilayers of the
vesicles (Figures 1 and S2). However, it was still of interest
because the presence of alkanol is well known to increase the
range of pH values in which fatty acid vesicles form.!"*1°! The
present system then 1) combines advantages of both coac-
ervates and vesicles in a unique system and 2)enables
transitions between both these structures.

We further questioned whether our fatty acid coacervates
could sequester proteins as previously described for poly-
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(M)
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Coacervates, pH 9.5 Vesicles, pH 8 Coacervates, pH 9.5
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(emulsion)

=

Coacervates, pH 9.5 Vesicles, 7.2<pH<10

Figure 1. Epifluorescence micrographs of A) coacervates (10 mgmL™'
My, My/NaOH /guanidine hydrochloride molar ratio: 1:1:2, pH 9.5;
Section S1) labeled with Nile Red. B) Vesicles formed after acidification
(pH 8) of the coacervate dispersion. The vertical bars are a histogram
of the size distribution, from left to right: <1 um, 1 pm, 2 um,

>2 um. C) Coacervates (pH 9.5) re-formed upon addition of NaOH
from the previous vesicular dispersion. D) Same dispersion as that in
(A). E) Vesicles obtained from the coacervate dispersion upon addition
of a 1-decanol emulsion (see Sections S1 and S2). The vertical bars are
a histogram of the size distribution (see (B)). F) Solid-state deuterium
NMR spectrum of the vesicles in (B).

electrolyte- and/or polymer-based coacervates.”'” Coacer-
vates were first produced (see the composition above and
Section S1) in the presence of fluorescent proteins, namely
self-fluorescent YFP and FITC-labeled ribonuclease A and
catalase. Nile Red was also added to label the fatty acid
coacervates. Yellow, 5-50 um large dots, which represent the
proteins, were observed by epifluorescence and confocal
microscopy (Figure 2A and S3a) and were superimposed
with red dots (Figure 2B and S3a), demonstrating that these
proteins were indeed crowded into coacervates.

This crowding feature was further quantitatively analyzed
for other proteins by making use of the fact that coacervates
coalesce with time (1-2h), further yielding a macroscopic
phase separation (Figure 2C).I"* The partitioning of proteins
between the upper (fatty acid enriched)™ and lower phases
was determined by UV/Vis absorption spectroscopy (Fig-
ure S3b,c). Obviously, whatever the isoelectric point (pI), the
proteins were efficiently extracted into the fatty acid enriched
phase, showing that they are mainly sequestered (>70%)
into the coacervates. This was possible because proteins are

zwitterionic biomolecules that contain free, positively
r Ribonuclease
& | | v D (14 kDa)
1 2

Figure 2. A, B) Confocal micrographs of coacervates containing A) YFP
and B) Nile Red. C) Photograph of a sample tube showing macro-
scopic phase separation, here for the protein markers (blue) used for
gel electrophoresis. D) SDS-PAGE gel electrophoresis of coacervates
initially produced in the presence of 1) ribonuclease and 2) both
ribonuclease and proteinase K. The full gel is shown in Figure S3 f.
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charged amino acids that are thought to interact with the
negatively charged fatty acids within coacervates. This
behavior was also observed with zwitterionic organic dyes.['’!

We also tested whether the sequestered enzymes were still
functional within the coacervates. Coacervates were produced
in the presence of enzymes such as horse radish peroxidase,
glucose oxidase (Gox), and alkaline phosphatase (see Sec-
tion S1). After phase separation, the upper and lower phases
were recovered separately, and the enzyme substrates were
added to each phase. Enzymatic reactions indeed occurred,
mainly in the upper phases (Figures S3d,e). We also prepared
a coacervate dispersion to which both ribonuclease and
proteinase K (a non-specific protease) were added. Gel
electrophoresis showed that the protease fully digested the
ribonuclease within coacervates as the band of that protein
disappeared (Figure 2D, lane 2). This result confirmed that
enzymes are easily sequestered within coacervates and are
natively folded and still functional at pH 9.5 in the enriched
fatty acid medium.

We then reasoned that because proteins can be pre-
crowded into coacervates, this could enable encapsulation
within vesicles upon the coacervate —vesicle transition (Fig-
ure 3A). This was first demonstrated by epifluorescence
analysis using fluorescent proteins. As initially described,
fluorescent-protein-enriched coacervates (see Section S1)
were transformed into vesicles by both decreasing the pH
(pH 8) or upon addition of 1-decanol. Epifluorescence images
showed red dots with a relative polydispersity centered about
1-2 pm, confirming the presence of vesicles (Figures 3 C and
S4a). It should be noted that yellow dots representing the
protein signal were also observed (Figures 3B and S4a) and
were superimposed with the red dots (see Figure 3D). This
suggests that these proteins had indeed been encapsulated
within vesicles. Vesicles do not have a large enough diameter
to be observed by confocal microscopy, which would confirm
that proteins have indeed been encapsulated. However, we
showed that proteins added once the vesicles had been
formed were indeed located in the bulk (i.e., outside the

A

Coacervate Vesicle

pH | &
ﬁ\ HCI e
am) o 4 et =l —

A sl o grk: . 5 um

pH 1

Figure 3. A) Schematic representation of the coacervate—vesicle tran-
sition, suggesting that precrowding of proteins enables their encapsu-
lation within vesicles upon the transition. B, C) Epifluorescence images
showing vesicles obtained from coacervates enriched in B) FITC-
catalase, and C) also labeled with Nile Red. D) An enlarged overlay is
shown. E-G) A sequence of epifluorescence micrographs and the
corresponding schemes illustrating that YFP added in the bulk can be
encapsulated in vesicles by a reversible coacervate —vesicle transition.
The scale bars in (E)—(G) correspond to 5, 25, and 5 um, respectively.
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vesicles; Figure S4b) and not adsorbed onto the vesicles nor
spontaneously encapsulated within them. This result confirms
that the proteins were indeed encapsulated within the vesicles
upon the coacervate —vesicle transition.

We then demonstrated that proteins added to the bulk
could be further encapsulated in vesicles upon a simple
vesicle —coacervate —vesicle transition. Vesicles were
formed from a coacervate dispersion (Section S1) upon
decreasing the pH value (pH 8); then, the fluorescent protein
was added, and located outside the vesicles (Figure 3E).
Black dots lacking fluorescence surrounded by the fluores-
cence of the non-encapsulated proteins were observed (see
also Figure S4b). The pH value was then increased to re-form
coacervates (pH 9.5), and large yellow dots were observed,
confirming that the proteins were now found within coac-
ervates (Figure 3F). The pH value was again decreased
(pH 8) to re-form vesicles. Small yellow dots were observed,
showing that the proteins were encapsulated inside vesicles
(Figure 3G). The fact that the coacervate —vesicle transition
is reversible allows for iteratively or sequentially encapsulat-
ing proteins inside vesicles.

We then quantified the amount of proteins encapsulated
in vesicles. Various protein-enriched vesicles were produced
by using the above-mentioned method, and proteinase K was
further added to digest non-encapsulated proteins (Fig-
ure S4c¢). Quantitative gel electrophoresis was then per-
formed to determine the amount of non-digested protein.
For instance, the initial experiment showed the level of
ribonuclease A in the coacervates (Figure 4 A, lane 1). After
transformation into vesicles and digestion with proteinase K,
the band intensity of ribonuclease A decreased. The intensity
ratio of both bands (lane 1/lane 2) gives the relative amount
of encapsulated protein. About 50 % of the protein were not
digested and thus had indeed been encapsulated within
vesicles (Figure 4 A, B). Similarly, the amount of encapsulated
catalase was determined to be in the range of 40-60%
(Figure 4B). Both methods (pH decrease vs. addition of
alkanol) used to form vesicles from a coacervate dispersion
yielded the same level of encapsulation (Figure 4 A,B).

emulsion emulsion

A H | 1-decanol 0.8 B C 1-decanol
Z3, A 0.6 ™\

- [ - —— 04 —> [—

0.2

01234 ?EB(Z‘)

e
Figure 4. A) SDS-PAGE gel electrophoresis of coacervates prepared in
the presence of ribonuclease (lane 1), and of vesicles produced from
such coacervates (lane 2; proteinase K was added to digest non-
encapsulated ribonuclease). Lanes 3 and 4 correspond to the same
processes as above except that the coacervate —vesicle transition was
performed by addition of 1-decanol. B) Level of encapsulation within
vesicles measured as indicated above, in the case of catalase (1 and 2)
and ribonuclease (3 and 4). Vesicles were either produced by decreas-
ing the pH (1 and 3) or by addition of 1-decanol (2 and 4). C) SDS-
PAGE gel electrophoresis of 1) a MA dispersion in the presence of
ribonuclease and 2) vesicles produced from this dispersion upon
addition of 1-decanol (proteinase K was added to digest non-encapsu-

lated ribonuclease). The blue arrow shows the 14 kDa full-length
protein. The full gels are shown Figure S4e.
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—
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At this point, we wanted to evaluate the efficiency of our
encapsulation method in terms of the vesicular volumes. For
a dispersion of 5mL and vesicles with a myristic acid
concentration of 10 mgmL™', the estimated volume of the
vesicles is about 10 pL (see Section 4d), which is 500 times
lower than the total volume. Therefore, proteins encapsulated
at a level of 40-60 % are concentrated in the 10 pL internal
volume of the vesicles. In other words, the concentration has
been increased by a factor of 200-300 (500 x (40-60%))
within the vesicles. Compared to the droplet transfer method,
which can achieve protein encapsulation efficiencies of
almost 100 %, the present system is slightly less efficient
but has the strong advantage of producing a large amount of
vesicles in a fast, robust, and highly reproducible manner.

To highlight that precrowding proteins into coacervates is
crucial for further high-yielding encapsulation into vesicles,
vesicles were produced from a fatty acid dispersion
(10 mgmL ™" My, My/NaOH/guanidine hydrochloride molar
ratio: 1:1:1 (without excess guanidine), pH 9.5; freely dis-
persed worm-like micelles)'” and not from coacervates. In
that case, ribonuclease was not precrowded (Figure 4 C, below
lane 1). After transformation into vesicles by adding
1-decanol and digestion of non-encapsulated proteins by
proteinase K, the band representing the full-length protein
completely disappeared owing to the low amount of encap-
sulated proteins (Figure 4 C, lane 2).

We then tested whether enzymes encapsulated within
vesicles could catalyze reactions inside the vesicles. Coac-
ervates were produced in the presence of glucose oxidase
(Gox), glucose, and non-fluorescent resazurin, which should
be reduced into fluorescent resorufin upon glucose oxida-
tion®! (Figure 5 A). We first observed that both glucose and
resazurin were dispersed more or less equally within and
outside the coacervates (Figure S5a). Consequently, only the
enzyme was sequestered within the coacervates. Vesicles were
then produced by decreasing the pH value or by addition of
1-decanol. After incubation (see Section S1), epifluorescence
images showed yellow dots (Figure 5B) whereas in the blank
experiment (Figure 5C, for which vesicles were formed
before Gox and substrate addition), black dots lacking
fluorescence were observed. This shows that the enzymatic
reaction mainly occurred within the vesicles when the enzyme
and substrate were initially added in the coacervate disper-
sion. We also tested a cascade of enzymes using Gox and
alkaline phosphatase with glucose-6-phosphate (G6P) as the
substrate. In that case, alkaline phosphatase removed the
phosphate group of G6P within the vesicles, yielding free
glucose, which could further be oxidized by Gox (Figure S5b).

Finally, we made use of the fact that the coacervate —
vesicle transition is reversible upon varying the pH to
iteratively feed vesicles. Vesicles with encapsulated ribonu-
clease that were obtained by using the above-mentioned
method were fed with a solution of proteinase K, which
digested non-encapsulated proteins (see Figure 4A). For
comparison with what follows, the electrophoresis gel has
been reproduced in Figure 5D (lanes 1 and 2). The pH value
was then increased to re-form coacervates (pH 9.5), enabling
sequestration of both non-digested ribonuclease and protei-
nase K within these compartments (Figure 5D). Then, the
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Glucose Gluconate Ribonuclease
Gox D (14 kDa)
A
Cycle
Resazurin Resorufin pH | pH1/pH|
X ~— A

KJ
Proteinase K

d

Figure 5. A) Reaction pathway showing the oxidation of glucose into
gluconate by glucose oxidase (Gox), accompanied by the reduction of
resazurin into resorufin. B) Epifluorescence image of resorufin pro-
duced by Gox-enriched vesicles. C) Epifluorescence image of resorufin
produced outside vesicles by non-encapsulated Gox. D) SDS-PAGE
electrophoresis of ribonuclease in the different states schematically
described underneath. From left to right: a) Loading of coacervates
with ribonuclease (green dots; lane 1). b) Amount of ribonuclease
encapsulated into vesicles (lane 2). c) The pH is increased to re-form
coacervates and upload proteinase K. d) The pH is decreased, and
both proteinase K and ribonuclease are encapsulated within vesicles,
the former being digested (lane 3). The full gel is shown Figure S5c.

pH value was immediately decreased again to re-form
vesicles (pH 8). Gel electrophoresis showed that the band
representing the full-length ribonuclease completely disap-
peared, demonstrating that both proteins were encapsulated
within vesicles and that proteinase K digested ribonuclease in
these compartments. This process leads to vesicles with
encapsulated amino acids and peptides resulting from the
digestion of the initially encapsulated protein. It is obvious
that enzymatic reactions may also occur in the bulk outside
vesicles where the solution contains some non-encapsulated
enzymes. However, because the enzyme concentration is 200—
300 times higher inside the vesicles than in the external
environment, these enzyme-enriched vesicles are highly
effective microreactors.

Taken together, we have shown that proteins can be
encapsulated within fatty acid vesicles in high yields by
a simple and robust method. These findings support a new
type of microreactor model based on enzyme-enriched
vesicles, which could also provide a novel approach for
investigating the construction of primitive and artificial cells.
Fatty acid vesicles have long been used as models of
protocells, 2411721221 the primary cells that first appeared
on early Earth. Our fatty acid system could also be used as
a protocell model, considering that cycles between coacer-
vates and vesicles induced by pH variations and also fusion
between coacervates induced by agitation may have occurred
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in prebiotic times. The fusion of coacervates would be
a plausible explanation for the sharing of ingredients between
protocells in the prebiotic period before a mechanism of
growing and division of vesicles ensued.”**! Whereas our
research has focused on fatty acid coacervates and vesicles
thus far, catanionic and polymeric systems have also been
shown to undergo complex coacervation and are also
known to self-assemble into vesicles.*?! Therefore, these
surfactant and polymeric systems could also be used for
precrowding biomolecules within coacervates, to further
allow their encapsulation inside vesicles upon a coacer-
vate —vesicle transition.
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S.I. 1: Materials and methods

Samples preparation

Mpyristic acid (My, Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France, ref: M3128) was
massed in a tube and ultra-pure water was added in amounts depending on the desired
concentration, typically 10 mg/mL. Then, desired volumes of a 1M stock solution of
guanidine hydrochloride (GuHCI, Sigma-Aldrich, ref: G4505) and NaOH were added.
Samples were heated to 70°C and vigorously shaken to ensure complete fatty acid dispersion.
Coacervates were prepared according to our previous work ! by addition of GuHCI in excess
(My/NaOH/GuHC1 1/1/2 molar). Sample tubes were again heated to 70°C above the
coacervates/micelles transition and vigorously shaken. My is known to transit from elongated
micelles to flat bilayers into coacervates at around 21°C . We have shown that the presence
of Triton X114 (Sigma-Aldrich, ref: X114) in these systems lowers the transition temperature
(unpublished data) and it was then added to a final concentration of 3 mg/mL. It allowed
performing some experiments at room temperature, avoiding transitions to occur inside
coacervates. Vesicles were then prepared by addition of 15 uL of a 1M stock HCI solution or
50 uL of a 1-decanol emulsion (Sigma-Aldrich, ref: 150584) under vigorous agitation to a 1
mL solution of coacervates. 1-decanol emulsion was prepared by sonication (3 steps of 30s
full power separated by steps of 30s rest) of a mixture of this alkanol (50 uL) and 50 pl of a
10mg/ml myristate/GuHCI stock solution with 1.5 mL of water. Nile red (Sigma-Aldrich, ref:
72485) was used at a concentration of 1 mg/mL in ethanol and 2 pL. were added to a 1 mL
dispersion of coacervates at 10 mg/mL My.

In the case of the reversible transition, production of coacervates from vesicles was
achieved by mixing 15 pl of a IM NaOH solution to a 1 mL vesicle solution under vigorous

agitation.



UV-visible and fluorescence experimental procedure
Spectra were recorded on a Xenius XC UV-visible spectrofluorometer (Safas, Monaco). The
data were recorded at 25 °C by using a Ministat 125 thermoregulator (Huber, Germany).
Img/ml stock solutions of lipase (Sigma Aldrich, ref: 1L3126), protein markers (GE
Healthcare life science, UK, ref: 17-0446-01), horse radish peroxydase (HRP) (Sigma-Aldrich
ref: P8375), glucose oxidase (Sigma-Aldrich, ref: G7141), phosphatase alkaline (Sigma-
Aldrich, ref: P4552), proteinase K (Sigma-Aldrich, ref: p2308), ribonuclease A and catalase
were prepared. 50uL of protein solution were added to a 1 ml coacervates solution and
incubated for 12 hours at 32°C yielding a complete macroscopic phase separation with the
upper phase enriched in fatty acids. Both phases were separated using a Pasteur pipette to
prevent any contamination by the other phase. 20 ul of both phases were further diluted in 1
ml of pure water and poured in a 1 mL quartz glass (Hellma). Acquisitions of spectra were
done by measuring absorbance from 200 to 400 nm. In the case of fluorescence spectra,
enzymatic reactions were carried out as described in the “Enzymatic reaction” section. After
phase separation, 50 ul of each phase were diluted in 1 mL of pure water. Emission spectra
were recorded from 550 to 800 nm upon excitation at 550 nm in the case of the resorufin and

from 490 to 800 nm upon excitation at 480 nm in the case of the fluorescein.

Microscopy

Observations were made at room temperature at 40x magnification using a Nikon
Eclipse Ni optical microscope (Nikon, Japan) in the dark field mode equipped with a Nikon
Digital Sight Qi1Mc camera allowing digital images to be collected using the NIS Element
BR imaging software. A drop of the coacervate or vesicle or emulsion solution (about 20uL)

was deposited on the glass slide surface (76x26x1.1 mm, RS France) and covered with a



cover slide (22x22 mm, Menzel-Glaser, Germany). The glass slides were previously cleaned
with ethanol and dried. Epifluorescence images were acquired (at 20x magnification) with a
Nikon Eclipse 800 microscope equipped with a Coolsnap HQ?2 digital camera (Photometrics)
using the Metavue 7.7.1 software (Roper Scientific, France). Samples were prepared by
mixing 50ul of recombinant YFP 2mg/ml stock solution and 2 pl of Red Nile solution to a 1
ml dispersion of coacervates. 100 uL of a 0.5 mg/mL FITC-labelled catalase and FITC-
labelled ribonuclease solution were mixed with a 1 mL solution of coacervates. The samples
were then incubated 20 minutes at 30°C and agitated before acquisition. Coacervates to
vesicles transition was performed as described previously and the blank experiments were
carried out by addition of the same amount of fluorophores after coacervates to vesicles
transition occurs. Fluorophores were detected by using excitation wavelength at 550 nm for
Nile red and resorufin, 515 nm for YFP and 495 nm for FITC. Emission wavelength used

were 650 nm for Nile red, 580 nm for resorufin, 550 nm for YFP and 520 nm for FITC.

Proteins labelling

Catalase (Sigma-Aldrich, ref: C1345) and ribonuclease A (Sigma-Aldrich, ref: R6513)
were labelled by using fluorescein isothiocyanate isomer 1 (FITC, Sigma-Aldrich, France, ref:
F7250). Solutions of catalase and ribonuclease A were prepared at 2 mg/ml in water. The
FITC was dissolved at 1 mg/ml in acetone. 50 pl of FITC solution were added slowly in 5 pl
aliquots while stirring the protein solution (1 mL). The solution was then incubated in the
dark for 12 hours at 4°C. The remaining FITC and the labelled proteins were separated
through a PD-10 gel-filtration column (GE Healthcare life sciences, UK, ref: 17-0851-01).
Quantification of labelled proteins in the sample was determined by measuring the absorbance

at 280 nm and 495 nm.



Quantification of protein encapsulation
For encapsulation assay, 50 pl of catalase or ribonuclease (both prepared at 1 mg/mL) were
incubated with 1 ml of coacervates solution. After formation of vesicles by addition of HCI, 5
ul of a solution of proteinase K (1 mg/mL) were added and the solution was incubated at
37°C for 1 hour under gentle agitation. At the end of the incubation period, proteins were
solubilised in SDS-PAGE loading buffer and boiled at 100°C for 2 min before being
separated by 10% SDS PAGE. The gels were then washed 3 times 10 minutes with ultrapure
water on a horizontal shaker to remove remaining SDS and incubated with the Coomassie
solution for 12 hours. After the staining procedure, the Coomassie was removed and the gels
were washed 3 times with ultrapure water to decrease the staining of the background. The
quantification of proteins was realised by measuring the intensity of the different bands with

the ImagelJ v1.48 software (NIH, USA).

Enzymatic reactions
Glucose oxidase enzymatic reaction in vesicles was carried out by incubating 50 pL of a 2
mg/mL solution of glucose oxidase, 10 uL of a 1M solution of glucose and 10ul of a Img/mL
solution of Resazurin (Sigma-Aldrich, ref: R7017) in 1mL of a coacervate solution. In the
case of the second enzymatic reaction using phosphatase alkaline, 2 pL of a 2 mg/mL
phosphatase alkaline solution and 10 pL of a 1 mg/mL stock solution of Glucose-6-phosphate
(Sigma-Aldrich, ref: G7879) instead of Glucose were added. The samples were incubated 5
minutes at 30°C and the coacervates to vesicles transition was done as described above. After

2 hours incubation at 35°C, epifluorescence images were acquired.

To test the activity of HRP in coacervates, 10 uL of a 1 mg/mL solution of HRP were mixed

with 1 mL of a coacervates solution. The sample was incubated 2 hours at 30°C and phases



were separated by centrifugation 15 minutes at 1000g by using a Hereaus Biofuge primo R
centrifuge (Thermofischer, Germany). 1 mL of both phases were separated as described above
and mixed with 1 uL of a H>O> stock solution (Sigma-Aldrich, ref: H1009) and 2 pl of
Ampliflu Red 5 mg/ml solution (Sigma-Aldrich, ref: 90101). After 2 hours of incubation at
30°C, the reaction rate of resorufin formation was determined in both phases by fluorescence
spectroscopy. Phosphatase alkaline activity in coacervates was tested with the same method.
10 uL of Img/mL phosphatase alkaline solution were mixed with coacervates. The bulk phase
was separated by centrifugation at 1000g during 15 minutes. 2 uL of a Methylfluorescein-
phosphate 0.5 mg/mL stock solution (Sigma-Aldrich, ref: M2629) were mixed with each

phases and further analysed by fluorescent spectroscopy.



S.I. 2: Transition coacervates — vesicles:
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FIGURE S.1.2. Schematic representation of fatty acid dispersions used.

A) Myristic acid dispersion (10 mg/mL myristic acid (My), molar ratio My:NaOH:guanidine
hydrochloride: 1:1:1, pH 9.5) forming free elongated micelles (pink noddles, see inset and ref
2.3). B) Formation of coacervates from the above-mentioned My dispersion upon addition of a
slight excess of guanidine hydrochloride (GuHCI, see ref !). The structure has been previously
determined ! and departs from that of cubosomes that are often used as drug delivery carriers
48 C) Formation of vesicles from a My dispersion (A) upon addition of HCI (1IM) or 1-
decanol (pink circle and inset, see ref ?). The schemes are not at scale since coacervates and
vesicles exhibit a size of 5-50 and 1-2 um, respectively. In the present work (green arrow),
transitions from coacervates to vesicles are shown to occur by decreasing the pH or upon
addition of 1-decanol (previously emulsified, see D: scheme of an emulsion droplet and dark
field image of the emulsion) under vigorous agitation without freeze-thaw cycles. Other fatty
acids such as palmitic and stearic acids have also been shown to form coacervates ! but were
not used in this study. However, we can reasonably expect that such coacervates would also

sequester proteins in the same way.

S.I. 3: Sequestration of biomolecules inside coacervates:



FIGURE S.I.3a. Sequestration of proteins within coacervates. Epifluorescence
micrographs of caoacervates (10 mg/mL myristic acid (My), molar ratio My:NaOH:guanidine
hydrochloride: 1:1:2, pH 9.5) in which both Nile red (B) and FITC-catalase (A) or Nile red
(D) and FITC-ribonuclease (C) were added. Images A and C show in false color FITC-labeled
droplets that stand for the proteins which perfectly superimpose with those labeled with Nile

red (images B and D).

) Proteins

Phase
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FIGURE S.1.3b. Schematic representation of the phase separation. Coacervates are first
produced (left) and proteins are added and spontaneously sequestered within coacervates
(middle). Upon resting, coalescence and phase separation occurs (right) allowing recovering

both the upper (UP) and lower (LP) phases for further analysis.
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FIGURE S.1.3c. Quantification of the protein sequestration within coacervates.

UV-visible absorption spectra of both the upper and lower phases recovered after phase
separation of coacervates (see S.I. 3b) for various proteins: HRP: horse radish peroxidase, Pr
K: proteinase K, Ribo: ribonuclease A, Gox: glucose oxidase, PM: protein markers used in gel
electrophoeresis, which include Phosphorylase (97000 Da), Albumin (66000Da), Ovalbumin
(45000Da), Carbonic anhydrase (30000Da), Trypsin inhibitor (20100Da) and Alpha
Lactalbumine (14400Da) and finally, Ph alk: phosphatase alkaline. The intensity (Y axis) is
given in arbitrary units but was the same for a given protein so that the partitioning of the
protein can be determined by the ratio of the main absorption peak (red vs. green); it is
indicated on each spectrum as % of sequestered proteins within coacervates. The name of the

proteins is indicated on each spectrum together with their isoelectric point between brackets

when available in the literature.
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FIGURE S.1.3d. Schematic representation showing that enzymes are still functional.
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Coacervates (10 mg/mL myristic acid (My), molar ratio My:NaOH:guanidine hydrochloride:
1:1:2, pH 9.5) were produced in the presence of enzymes (here HRP). After phase separation
(A), both the upper and lower phases were recovered (B). The substrates were added in both
phases (C) and fluorescence spectra were recorded (D) to determine if (and in which phase)
enzymatic reaction occurred. Here, HRP catalyzes the reduction of Ampliflu red (non-
fluorescent) into resorufin (fluorescent, Ex/Em = 550/580 nm) in the presence of H20O,. The
intense emission at 580 nm observed in the upper phase (UP, red) confirms that HRP is still
active and is mainly sequestered within coacervates. Besides, the spectrum of the lower phase
(LP, green) is much less intense, about 8 times less. Here again, the intensity is given in

arbitrary unit but was the same for both the lower and upper phases.
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FIGURE S.1.3e. Phosphatase alkaline and glucose oxidase are still functional.

Similar experiments as that reported above were performed using phosphatase alkaline and
glucose oxidase (Gox). Phosphatase alkaline catalyzes (left) the hydrolysis of fluorescein
phosphate (non-fluorescent) into free fluoresceine (fluorescent Ex/Em = 480/510 nm). Both
the upper and lower phases were recovered separately and the substrate fluoresceine
phosphate was added. The intense spectrum observed in the upper phase (red) confirms that
phosphatase alkaline was still active and was mainly sequestered within coacervates. Besides,
the spectrum of the lower phase (green) was much less intense, about 5 times less.

(Right) Glucose oxidase catalyzes the oxidation of glucose into gluconic acid, producing
H>0> and in parallel, the reduction of resazurin (non-fluorescent) into resorufin (Ex/Em =
550/580 nm). Both phases were recovered separately and both substrates glucose and
resazurin were added. The intense spectrum observed in the upper phase (red) confirms that
Gox was still active and was mainly sequestered within coacervates. Besides, the spectrum of
the lower phase (green) was much less intense, about 8 times less. Here again, the intensity is

given in arbitrary unit but was the same for both the lower and upper phases.
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FIGURE S.L1.3f. Entire gel partially shown figure 2D (main text).

Entire gel electrophoresis partially shown figure 2D. Legend is the same.



S.I. 4: Encapsulation of pre-crowded proteins within vesicles

20 um
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FIGURE S.I. 4a. Encapsulation of YFP (A) and FITC-ribonuclease (B) in vesicles.
Epifluoresence images of coacervates (left, 10 mg/mL myristic acid (My), molar ratio
My:NaOH:guanidine hydrochloride: 1:1:2, pH 9.5) and vesicles obtained by decreasing the
pH (middle, (10 mg/mL myristic acid (My), molar ratio My:NaOH:guanidine hydrochloride:
1:1:2, pH 8). The images in false color with yellow color are those for the proteins whereas
images in red are those for Nile red. An overlay of vesicles is also shown (right). Similar

images were obtained when the transition coacervate — vesicle was done upon addition of 1-



decanol (not shown). The perfect superposition of red and yellow dots (middle and right)

strongly suggests that proteins are encapsulated within vesicles.
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FIGURE S.I. 4b. Schematic representation of the blank experiment. Top: the pH of
protein-free coacervates (A, 10 mg/mL myristic acid (My), molar ratio My:NaOH:guanidine
hydrochloride: 1:1:2, pH 9.5) was decreased, producing protein free vesicles (B, pH 8). Then,
fluorescent proteins (either YFP, FITC-catalase or FITC-ribonuclease) were added, then
outside vesicles (C).

Bottom: epifluorescence images obtained for the three proteins showed black dots that stand

for ‘empty’ vesicles surrounded by a yellow fluorescent background.
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FIGURE S.I. 4¢. Schematic representation of the digestion of non-encapsulated proteins.
Top: coacervates (10 mg/mL myristic acid (My), molar ratio My:NaOH:guanidine
hydrochloride: 1:1:2, pH 9.5) enriched in proteins (yellow dots) were first produced (left).
The mild transition upon decreasing the pH allowed transformation of coacervates into
vesicles (pH 8), in which most of the proteins were encapsulated (middle). Proteinase K
(black dots), a non-specific protease was then added, allowing digesting non-encapsulated
proteins, yielding a solution of ‘pure’ vesicles enriched in proteins (right).

Bottom: in the blank experiment, vesicles (pH 8, middle) were produced upon acidification of
a simple fatty acid dispersion (10 mg/mL myristic acid (My), molar ratio
My:NaOH:guanidine hydrochloride: 1:1:1 (without excess guanidine), pH 9.5, see ref °) in
which proteins were also added (left). This simple dispersion does not form coacervates and
thus, does not allow pre-crowding of proteins. Proteinase K digested non-encapsulated

proteins yielding a solution of ‘pure’ vesicles non-enriched in proteins (right).

S.I. 4d. Estimation of the vesicular volume. To better understand the interest of our method
for the encapsulation of proteins and enzymes, it is convenient to estimate the vesicular
volume. For a dispersion of 5 mL vesicles at 10 mg/mL myristic acid, this volume can be

calculated as follows:



First, one has to estimate the total surface (Siwr) of an imaginary unique flat bilayer made of all
fatty acids:

Stot = Nfa*Nay*8a/2 = sta*mpa™Nav/(2.%¥Mi,)

Where nf, is the molar number of fatty acids and sf, the surface occupied by a single fatty
acid. The factor 2 comes from the fact that fatty acids are embedded in a bilayer. mg and Mg,
are the mass of fatty acids used in the dispersion and its molecular weight, respectively, Nay
being the Avogadro number.

st can be roughtly estimated to be around 40 A2,

Now, let ‘x’ be the number of vesicles in the dispersion, each of them has a surface syes=4nR?,
R being the radius of the vesicles. Then, it comes:

Sto=x*4nR?

Or x= Sto/(4TR?)

The total vesicular volume, Vyes, is then x*47R%/3

Then, Vyes=Stor*4nR3/(3*41R?) = Sio*R/3 = R*s*mp*Naw/(3%2.% M)

For R = 1um, the volume can then be estimated to be about 10 pL what makes a volume 500
times lower than the solution of 5 mL in which these vesicles are dispersed.

Vyes= 100 % 40%102° * 0.05 * 6.02 * 107 /(6%228) = 8.8 * 10 ~ 10uL
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FIGURE S.1.4e. Entire gels partially shown figure 4 (main text).

Entire gel electrophoresis partially shown figure 4. Legend is the same.



S.I. 5: Using enzyme enriched vesicles as microreactors:
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Figure S.I. 5a. Both resazurin and glucose were not fully sequestered in coacervates.
Coacervates (10 mg/mL myristic acid (My), molar ratio My:NaOH:guanidine hydrochloride:
1:1:2, pH 9.5) were produced and resazurin was added. After phase separation, a
homogeneous blue color was observed in the sample tube, showing that it was not sequestered
in the upper phase (sample tube photo A, the blue arrow guides the eyes to show the phase
separation).

B) Glucose was added in a similar coacervate dispersion and both phases were recovered after
phase separation, then both Gox and resazurin were added in each phase. After reaction, both
phases were pink (sample tubes photo B) showing that resazurin was transformed into
resorufin in both phases, and then, that glucose was more or less equally present in both

phases.
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Figure S.I. Sb. Cascade of enzymatic reactions within vesicles. Top: reaction pathway
showing that glucose 6 phosphate is not oxidized into gluconate in the presence of glucose
oxidase (Gox, left). Phospatase alkaline (Ph alk) transforms glucose 6P into glucose that can
now be oxidized by Gox, accompanied by the reduction of resazurin into resorufin (right).
Bottom: Epifluorescence images of vesicles (pH 8) produced upon acidification of
coacervates (10 mg/mL myristic acid (My), molar ratio My:NaOH:guanidine hydrochloride:
1:1:2, pH 9.5) containing Gox, phosphatase alkaline, glucose-6-phosphate and resazurin (left,
see S.I. 1). Right: in the blank experiment, vesicles were first produced and Gox, phosphatase

alkaline, glucose-6-phosphate and resazurin were further added, then outside vesicles.
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FIGURE S.1.5c. Entire gel shown figure 5 (main text).

Entire gel electrophoresis partially shown figure 5. Legend is the same.
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2) Résumé de la publication

L’objectif de ce projet estde mettre en évidence une transition entre le systeme de coacervats
et le systéme de vésicules décrit précédemment,’® afin de séquestrer préalablement les
biomolécules dans les coacervats puis d’effectuer la transition en vésicules pour encapsuler
ces biomolécules dans un compartiment fermé. Cette publication a permis de mettre en

évidence plusieurs points.

Le premier point concerne la transition des coacervats en vésicules. Ce phénomene de
transition n’avait jamais été décrit avant ces travaux et s’effectue en diminuant le pH de la
solution de coacervats a une valeur comprise entre 7.5 et 8.5 ou en présence de décanol
(Figure 26). Les acides gras initialement structurés en micelles forment alors des bicouches.
Cette transition permet la production de vésicules polydisperses de diamétre inférieur a5 um.
Ce phénomene estréversible parl’augmentation du pH etirréversible en présence de décanol.
Il est ainsi possible réaliser des cycles de transitions entre coacervats et vésicules en faisant

varier le pH de la solution.

Augmentation O O

du pH

Diminution du pH :
et/ou

Coacervats Ajout de décanol Vésicules

Figure 26 : Conditions de transition des coacervats en vésicules.

La diminution de pH et/ou I'ajout de décanol, entraine la formation de vésicules a partir d’'une solution de coacervats.
Cette transition estréversible en augmentant le pH et permet I'accomplissement de plusieurs cycles de transition.
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Le second point concerne la séquestration de protéines et d’enzymes dans les coacervats. Les
observations aux microscopes a épifluorescence et confocal de protéines auto-fluorescentes
ou de protéines sur lesquelles nous avons greffé un fluorochrome en présence de coacervats
montre que ces protéines sont localisées au niveau des coacervats. La partition des protéines
dans les coacervats se situe entre 70 et 95 % de la quantité totale selon les protéines. Les
activités de la glucose oxydase, la phosphatase alcaline ainsi que la horse radish peroxydase
montrent que les activités enzymatiques sont conservées dans les coacervats apres des temps

d’incubation de quelques minutes.

La derniere étape de ce projet était de déterminer si les protéines séquestrées dans les
coacervats étaient retrouvées dans les vésicules. La premiere approche par fluorescence nous
a permis d'observer que la Yellow Fluorescent Protein (YFP) initialement présente dans les
coacervats était localisée dans les vésicules apres avoir effectué la transition. Afin de
quantifier le taux de protéines encapsulées nous avons utilisé une méthode de digestion par
la protéinase K. La protéinase K est une enzyme a large spectre hydrolysant les liaisons
peptidiques adjacentes des groupements carboxyliques des acides aminés aromatiques et
aliphatiques. Ajoutée dans une suspension de vésicules, cette enzyme ne peut diffuser a
travers les membranes imperméables des acides gras. Ainsi, son activité hydrolytique ne
s’exerce que sur les protéines extérieures aux vésicules. Aprés séparation électrophorétique
sur gel de polyacrylamide du mélange de vésicules en présence de protéinase K, nous avons
pu quantifier la fraction de protéines non digérées et la rapporter a la fraction totale incubée
au départ. Les résultats montrent que la ribonucléase et la catalase sont encapsulées a
hauteur de 40 a 60 % de la fraction protéique totale dans les vésicules. Il est important de
noter que le volume des vésicules étant trés faible (2uL pour 1 ml de solution), le facteur de
concentration des protéines a l'intérieur des vésicules est de 500. Ces résultats ont permis la
mise en évidence d’un systéme d’encapsulation basé sur la séquestration préalable des

molécules dans des coacervats (Figure 27).
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Figure 27 : Encapsulation des protéines dans les vésicules.

Les protéines que nous avons testées sont séquestrées dans les coacervats a hauteur de 70 a 95% de la quantité de protéine
totale. Lors de la transition de phase, nous avons montré pour la catalase et la ribonucléase que les taux d’encapsulation
dans les vésicules étaient de 40 a 60% de la quantité de protéines initiale incubée dans les coacervats.

L'encapsulation d'enzymes en présence de leur substrat nous a permis de mettre en évidence
des réactions enzymatiques a l'intérieur des vésicules. La glucose oxydase est incubée en
présence de coacervats et des substrats avant d’effectuer la transition en vésicules. Aprés une
heure a 37°C, les vésicules observées-au microscope a épifluorescence exhibent un signal de
fluorescence lié a I'activité de I’enzyme. Seuls les vésicules émettent une fluorescence, ce qui
suggeére que la réaction s’effectue a I'intérieur des vésicules. Les controles sans enzymes et
sans substrats n'exhibent pas de signal de fluorescence a l'intérieur des vésicules. Nous avons
également réalisé une chaine réactionnelle dans les vésicules impliquant deux enzymes : la
glucose oxydase et la phosphatase alcaline. Le glucose-6-phosphase est transformé par la
phosphatase alcaline en glucose lui-méme transformé en acide gluconique par la glucose
oxydase. Cette réaction effectuée en présence de résazurine permet I’émission d’un signal de
fluorescence localisé dans les vésicules. Les expériences témoins sans I'une ou I'autre des deux
enzymes ou en absence de substrat ne montrent pas de signal de fluorescence.
L’encapsulation de ces enzymes dans des vésicules aprés transition de coacervats a vésicules

n’entrave donc pas I’activité enzymatique.
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3) Résultats complémentaires

Dans cette étude, nous avons montré que les coacervats étaient capables de former des

vésicules en diminuant le pH a des valeurs comprises entre 7.5 et 8.5. Cette transition est aussi

possible en utilisant une émulsion de décanol, ce qui permet d’observer des vésicules a un pH

plus élevé comme cela avait été montré précédemment’8. La figure 28 montre la gamme de

pH dans laquelle les coacervats ainsi que les vésicules se forment.

Cristaux Vésicules
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Figure 28 : Role du pH sur la structuration des acides gras en présence de guanidine.

|
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Cette frise représente les valeurs de pH a partir desquels le systeme d’acides gras est capable de former des coacervats,

des vésicules ou des cristaux.

A/ Séquestration de biomolécules dansles coacervats

Aprés avoir mis en évidence la séquestration de protéines dans les coacervats, nous avons

mesuré la présence de nucléotides et de cofacteurs a I'intérieur des coacervats. Nous avons

incubé les molécules a tester dans une solution de coacervats. Aprés séparation de phases, la

mesure de I'absorbance a 260 nm dans les deux phases a été effectuée afin de quantifier la

localisation des biomolécules dans chacune des phases.
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Figure 29 : Séquestration de biomolécules dans les coacervats.

Mesure de I'absorbance a 260 nm de différentes molécules dans la phase d’acides gras ainsi que dans la phase aqueuse.

Les résultats de la figure 29 montrent que contrairement aux protéines, les nucléotides ainsi

que les cofacteurs testés sont partitionnés majoritairement dans la phase aqueuse. Ce

phénomeéne s’explique trés vraisemblablement par la charge négative de ces molécules qui,

comme nous |’avions montré avec les sondes chargées négativement, entraine une exclusion

de ces molécules en dehors des coacervats.
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B/ Influence du pH sur la séquestration des protéines dansles coacervats

Les données présentées dans la publication montrent que les protéines testées sont
séquestrées dans les coacervats a hauteur de 70 a 95% de la quantité totale de protéines
ajoutée. D’autre part, les coacervats sont formés dans une gamme de pH large, supérieur a
pH 8.5. Au sein de cette gamme, nous avons également observé par microscopie a
épifluorescence que la séquestration de la GFP a l'intérieur des coacervats était dépendante

du pH (Figure 30).

Cristaux Vésicules Coacervats

v

Figure 30 : Rdle du pH dans la séquestration de la GFP dans les coacervats.

Image de microscopie a épifluorescence de la localisation de la GFP. La séquestration de la GFP dans les coacervats est
dépendante de la valeur du pH. A partir d’'un pH de 10.5, la GFP est exclue des coacervats.

A partir d’'une valeur de pH de 10.5, la GFP initialement séquestrée est exclue des coacervats.
Cette valeur de pH correspond au pKa de la chaine latérale des lysines. L’augmentation du pH
entraine la déprotonation des fonctions amines libres des chaines latérales des lysines et ainsi
aboutit a une perte de la charge positive de ces acides aminés. Ainsi, I'absence des charges
positives des lysines présentes pourrait constituer une explication possible pour I’exclusion de

la GFP hors des coacervats a cette valeur de pH.
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C/ Effetdétergentdesacidesgras sur ladénaturation des enzymes dansles
coacervats

La glucose oxydase, la horse radish peroxydase ainsi que la phosphatase alcaline conservent
leurs activités aprés 5 minutes de séquestration dans les coacervats. Cependant, Il a été
montré que les acides gras ont un effet détergent sous forme de micelles pouvant dénaturer
les enzymes et en particulier les complexes enzymatiques (Bull et Breese, 1967; Swarts et al.,
1991).Ainsi, nous avons testé |'activité de deux enzymes multimériques, la glucose oxydase

dimérique et la lactate déshydrogénase tétramérique, au cours du temps dans les coacervats.

a) Mesuredelactivitéde la glucoseoxydase

L’activité de la glucose oxydase est mesurée par un test de fluorescence. Ici, I’'enzyme est
incubée dans une solution de coacervats pendant 1 heure, 5 heures et 20 heures. Une fois ces
temps d’incubation effectués, le glucose ainsi que la résazurine sont ajoutés a la solution de
coacervats contenant I’enzyme afin d’effectuer la réaction. La figure 31 montre que le signal
de fluorescence au cours du temps augmente aussi bien apres 1 heure, 5 heures et 20 heures,
ce qui signifie que I’enzyme semble conserver la totalité de son activité méme apres plusieurs

heures d’incubation dans les coacervats.
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Figure 31 : Mesure de I'activité de la glucose oxydase apres incubation dans les coacervats.

Fluorescence générée au cours du temps liée a I'activité de la glucose oxydase dans les coacervats a pH 9.5. Dans les trois
cas, le signal de fluorescence obtenu au cours du temps reste similaire.
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b) Mesurede l'activitéde la lactatedéshydrogénase

La lactate déshydrogénase est une enzyme tétramérique qui catalyse la transformation
réversible du pyruvate en lactate en présence de NADH. Ce dernier est alors transformé en
NAD lors de la réaction. Le NADH absorbe a 340 nm ce qui n’est pas le cas du NAD. Ainsi,
I"activité de la lactate déshydrogénase peut étre suivie au cours du temps en mesurant la

consommation de NADH par mesure de I'absorbance a 340 nm (Figure 32).

NADH (340 nm)

N

Lactate
Déshydrogénase

Lactate Pyruvate

Figure 32_: Activité enzymatique de la lactate déshydrogénase.

La lactate déshydrogénase catalyse la transformation réversible du lactate en pyruvate. Cette enzyme est dépendante du
NAD ou du NADH en fonction du sens réactionnel.

L’enzyme estincubée dans les coacervats pendant 5 minutes avant d’ajouter le pyruvate et le
NADH. La figure 33 montre que la consommation de NADH en bleu est plus importante dans
le tampon (0.7 U.A. en 10 minutes) que dans les coacervats (0.5 U.A. en 10 minutes) au cours
du temps. Ces résultats indiquent que I’activité de I’enzyme dans les coacervats est donc
diminuée au cours de I'incubation suggérant un effet des coacervats sur la conformation et

donc I'activité de I’enzyme.
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Figure 33 : Mesure de I'activité de la Lactate déshydrogénase aprés incubation dans les coacervats.

Mesure de I'absorbance a 340 nm liée a I’activité de la lactate déshydrogénase dans un tampon ou dans les coacervats a
une valeur de pH de 9.5 dans les deux cas.

D/ Parametres cinétiques dela glucose oxydase danslesvésicules

Nous avons mis en évidence des réactions enzymatiques comme celle de la glucose oxydase a
I'intérieur des vésicules en encapsulant I’ensemble des intervenants de la réaction. Le facteur
de concentration des protéines dans les vésicules étant tres important (500 fois), nous avons
voulu mesurer la différence de vitesse liée a I’encapsulation des enzymes dans les vésicules.
De la méme fagon que pour |'expérience précédente, nous avons mesuré l'activité de la
glucose oxydase par la mesure de la fluorescence au cours du temps dans le cas (i) ou tous les
intervenants de la réaction sont a l'intérieur des vésicules et dans le cas ou (ii) tous les
intervenants de laréaction sont al’extérieur des vésicules. Pour cela, dans le premier cas nous
avons incubé I'enzyme ainsi que le glucose et la résazurine avec une solution de coacervats
avant d'effectuer la transition en vésicules. Dans le second cas, nous avons d’abord transformé

les coacervats en vésicules avant d’incuber I'enzyme, le glucose et la résazurine.

Nous avons effectué une courbe de Michaelis-Menten qui détermine la vitesse de réaction en

fonction de la quantité de substrats. Nous avons mesuré la vitesse de réaction de I’'enzyme au
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cours du temps pour différentes concentrations en glucose. Pour chacune des courbes
obtenues, la valeur de la pente correspondant a la vitesse initiale de la réaction est calculée.
Ainsi pour chacune des concentrations en glucose, une valeur de pente estobtenue. La courbe
représentant les valeurs de pentes en fonction de la concentration en glucose (Michaelis-
Menten) permet de déterminer deux parameétres cinétiques de la réaction : le Km (constante
de Michaelis) et la Vmax (Vitesse maximale). La valeur de Km détermine I’affinité d’'une
enzyme pour son substrat et donc la vitesse avec laquelle une enzyme est capable de le
métaboliser. La figure 34 montre que la vitesse de réaction de I'’enzyme est plus importante
lorsqu’elle est encapsulée (en bleu) a l'intérieur des vésicules que lorsque I'enzyme est a
I’extérieur des vésicules (en rouge). Les valeurs de Km déterminées par la valeur en x de
¥%*Vmax semblent étre proches de 10 et de 30 a I'intérieur et a I’extérieur du compartiment

respectivement.
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Figure 34 : Cinétique de la glucose oxydase encapsulée et non encapsulée dans les vésicules.

La représentation de Michaelis-Menten montre la courbe des valeurs de vitesses initiales pour chacune des concentrations
en substrats a des valeurs de pH de 7.5. La glucose oxydase transforme plus rapidement le substrat lorsqu’elle est
encapsulée dans les vésicules (en bleu) que lorsqu’elle ne I’est pas (en rouge).

Des représentations linéaires comme celles de Lineweaver-Burk permettent d’augmenter la

précision des valeurs de Km et de Vmax obtenues par I’équation de Michaelis-Menten. La
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représentation de Lineweaver-Burk est effectuée en reportant les valeurs inverses de la
vitesse en fonction de l'inverse de la concentration en substrats. Cette représentation
entraine la linéarisation de ces courbes ce qui permet d’augmenter la précision des valeurs de
Km et de Vmax obtenues. La valeur de Km peut étre déterminée de la fagon suivante : la valeur
donnée lorsque la droite coupe I’axe des abscisses est égale a -1/Km. Ainsi, les valeurs de Km
sont de 9 et 36 a l'intérieur et a I'extérieur du compartiment respectivement. Ces résultats
montrent que la vitesse de réaction a I'intérieur du compartiment est 4 fois supérieure a celle

obtenue a I’extérieur du compartiment (Figure 35).

1/[V]
2,5 y=22.25x+0.623
Encapsulé >
Non encapsulé
1,5

¢ VY=5.73%+0.635
-1/Km

l ~ » 1/[Glucose]

/ / o
-0,15 -0,1 -0,05 0 0,05 0,1 0,15

Figure 35 : Cinétique de la glucose oxydase encapsulée ou non encapsulée dans les vésicules.

La représentation de Lineweaver-Burk permet la linéarisation de la représentation de Michaelis-Menten. Cette
représentation permet d’obtenir des valeurs plus précises de Km et de Vmax. Dans notre cas, la valeur de Km lorsque la
glucose oxydase est encapsulée estde 9 et de 36 lorsque la glucose oxydase n’est pas encapsulée. Ces résultats montrent
que lorsque la glucose oxydase est encapsulée dans les vésicules la réaction enzymatique est 4 fois plus importante. (n=3)

E/ Influence dela taille des vésicules surles taux d’encapsulation de protéines

Lors de la transition des coacervats en vésicules en présence d’'HCl, nous avons observé que

pour un volume plus faible en HCl ajouté, certaines vésicules formées sont de taille supérieure

84



et peuvent atteindre 10 um (Figure 36). Nous avons voulu déterminer s’il existait une
corrélation entre la taille des vésicules et I’encapsulation de biomolécules. Pour cela, nous
avons incubé indépendamment la ribonucléase et la catalase dans une solution de coacervats.
Nous avons effectué la transition en vésicules en utilisant deux volumes différents d’HCl (la
concentration finale d’HCI étant la méme dans les deux conditions). Nous avons ensuite
calculé les taux d’encapsulation de la ribonucléase et de la catalase par la méthode de
digestion par la protéinase K. Parallelement, la suspension est observée en microscopie a fond
noir afin d’évaluer la taille des vésicules formées. Les résultats montrent que |’utilisation d’un
volume plus faible d’"HCI permet de meilleurs taux d’encapsulation (Figure 36). Ceci suggere
que la taille des vésicules formées lors de la transition influence les taux d'encapsulation de la

catalase ainsi que de la ribonucléase.

50 uL 0.2N HCI 10 puL 1IN HCI
dans 1 mL de coacervats dans 1 mL de coacervats

10 pm

A A
0,8 1 0,8 -
0,6 4 0,6 1
0,4 1 0,4 4
0,2 1 0,2 1
0 4 0
Ribonucléase Catalase Ribonucléase Catalase

Figure 36 :_Influence du volume d’HCI utilisé lors de la transition sur les taux d’encapsulation de la catalase et de la
ribonucléase.

Les images au microscope a fond noir montrent des vésicules d’acides gras formées par transition en présence de différents
volumes et concentrations en HCI. Les graphiques indiquent les taux d’encapsulation de la ribonucléase et de la catalase
en fonction des volumes d’HCl ajoutés.
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F/ Expressionde protéines dansles vésicules

L’expression des protéines dans les compartiments est une des étapes majeures dans
I’élaboration expérimentale de cellules minimales. En collaboration avec le laboratoire
« Center for Organized Matter Chemistry » dirigé par Stephen Mann a I’Université de Chimie
de Bristol, nous avons mis en place des expériences d’expression de protéines fluorescentes
en présence du systéme cell-free dans les vésicules (Figure 37). Nous avons utilisé un plasmide
codant pour I'YFP capable d’étre répliqué en présence de systemes cell-free issude E.coli (Shin

et Noireaux, 2010).
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Figure 37 : Méthode d’expression d’'YFP dans les vésicules d’acides gras.

Le plasmide contient le géne d’expression de I'YFP. Le plasmide ainsi que le systeme cell-free sont incubés dans les
coacervats puis une fois que la transition est effectuée, la synthése des protéines permet la production d’YFP.

Nous avons incubé le systeme cell-free préparé au préalable ainsi que le plasmide codant pour
I’YFP dans les coacervats. Cette solution est ensuite séparée en deux échantillons. Le premier
est transformé en vésicules, le second est laissé sous forme de coacervats. Les deux
échantillons obtenus sont ensuite incubés sur la nuit. La fluorescence émise apres expression
du plasmide sur la nuit de I'YFP est ensuite mesurée a 550 nm(B). Pour chacun des
échantillons, deux mesures témoins sont effectuées dans les mémes conditions mais en

I’absence de plasmide (C) et en I'absence de plasmide et de systeme cell-free (A). La figure 38

86



montre qu’en présence de coacervats ou de vésicules, un signal de fluorescence plus
important est mesuré dans la condition B que dans les conditions contréles A et C. Ces
résultats suggerent que la différence de fluorescence entre les conditions B et C correspond
bien a la fluorescence générée par la production d’YFP. Ceci implique donc qu’il y a bien

synthése d’YFP en présence de coacervats ou de vésicules.
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Figure 38 :_Quantification de la synthése d’'YFP dans les différents systémes.

Signal de fluorescence mesuré a 550 nm dans les coacervats (vert), dans les vésicules (rouge) et dans I’eau (bleu). Pour les
coacervats ainsi que les vésicules, nous avons mesuré la fluorescence du systéme seul (A), du systeme en présence de
plasmide et de systéeme cell-free (B) et du systéme en présence de systeme cell-free sans plasmide (C). Nous observons que
I'intensité de fluorescence est la plus importante en présence de plasmides et de systéeme cell-free.

Le niveau d’expression en présence de coacervats ou de vésicules est faible comparé a celui
obtenu dans I’eau. Ceci s’explique par le fait que le pH est plus important dans les coacervats
et dans les vésicules ne permettant pas une activité optimale des enzymes. Ces résultats ne
permettent cependant pas de déterminer si la synthese d’YFP s’effectue a l'intérieur des
coacervats ou des vésicules. L’'observation en microscopie a fluorescence des coacervats ou
des vésicules apres synthese d’'YFP ne montre pas de signal de fluorescence ni a l'intérieur ni

a I'extérieur des coacervats ou des vésicules. L’observation des échantillons de coacervats et
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de vésicules montre qu’une partie des acides gras a précipité lors de I'incubation sur la nuit
suggérant un effet des protéines, des ions, des cofacteurs présents surles coacervats ainsi que

les vésicules.

4) Conclusion

Ces travaux ont permis la mise en évidence d'un systéeme de transition novateur permettant
I'encapsulation de protéines et d'enzymes. Ce systéme est basé sur la formation dans un
premier temps de coacervats due a l'interaction de micelles allongées générées en présence
de NaOH et de guanidine. Nous avons montré que les coacervats étaient capables de
séquestrer des protéines en quantités importantes (>70%) en fonction de leurs charges et du
pH de la solution de coacervats. Nous avons ensuite montré en diminuant le pH ou en ajoutant
du décanol que les acides gras initialement structurés en micelles allongées étaient capables
de former des vésicules. Ainsi nous avons pu mettre en évidence pour la premiere fois une
transition entre coacervats et vésicules. De plus, nous avons montré que les protéines
séquestrées au préalable étaient encapsulées dans les vésicules formées permettant ainsila
mise en évidence d'un nouveau systeme d'encapsulation de biomolécules dans un
compartiment d'acides gras. Les taux d'encapsulation obtenus par cette méthode de
transition demeurent plus importants (50-60%) que ceux obtenus par les méthodes
d'hydratation de films lipidiques (1 a 40%). Le volume vésiculaire étant tres faible (2uL pour 1
ml de solution), le facteur de concentration des protéines dans les vésicules estalors de |'ordre
de 500. Plusieurs activités enzymatiques ont été quantifiées dans les vésicules nous
permettant de montrer que I'encapsulation de I'ensemble des partenaires permet
d'augmenter lavitesse de réaction d'un facteur 4. Des réactions plus complexes de production
de protéines basées surl’expression de plasmides en présence de coacervats ou de vésicules
ont été mise en évidence malgré les valeurs importantes du pH des systémes et la

précipitation des acides gras.
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Chapitre 3
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Extraction des protéines de mollicutes dans
les vésicules d’acides gras

1) Introduction et objectifs

Dans les deux chapitres précédents nous avons mis en évidence que le systéeme permettait
I’encapsulation de molécules dans les vésicules afin de former des bioréacteurs constituant
pour l'instant une forme embryonnaire de cellules minimales. Afin d’effectuer des réactions
plus complexes dans les vésicules comme des voies métaboliques, nous nous sommes
intéressés al’extraction de protéines de bactéries. L'intérét réside dans la possibilité d’obtenir
directement a partir d’'un lysat de bactéries toutes les protéines impliquées dans les voies

métaboliques.

Nous nous sommes intéressés aux bactéries de la famille des mollicutes qui constituent un
modeéle simple et minimal. Parmi ces mollicutes, Spiroplasma citri est le premier mollicute a
avoir été cultivé (Saglio et al. 1976). Il est I’organisme modele de la classe des mollicutes et
est un des organismes les plus utilisés au laboratoire. L'objectif de ces travaux est de
séquestrer les protéines de S. citri dans les coacervats afin de mettre en évidence des activités

enzymatiques ainsi que des voies métaboliques plus complexes a I'intérieur des vésicules.

2) Résultats

A/ Extractiondes protéines dansles coacervats

Nous avons dans un premier temps voulu déterminer si les protéines de S. citri étaient
séquestrées dans les coacervats. Pour cela, nous avons incubé un lysat cellulaire de S. citri,

obtenu par sonication de cellules lavées, avec une solution de coacervats. Nous avons séparé
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les protéines de la phase d'acides gras et de la phase aqueuse sur gel de polyacrylamide en
condition dénaturante. La figure 39 montre que les protéines sont localisées dans les deux
phases. Contrairement a l'extraction au Triton X-114 (Bordier, 1981), la séquestration
observée n'est pas sélective dans la mesure ou toutes les protéines sont majoritairement
retrouvées dans une phase et dans l'autre. La quantification de I'intensité des bandes sur gel
de polyacrylamide montre que plus de 70% des protéines sont localisées dans la phase

d’acides gras.
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Figure 39 :_Partition des protéines de S. citri dans les coacervats et dans la phase aqueuse.

Gel d’électrophorése coloré au nitrate d’argent présentant les profils protéiques de S. citri présentes dans les phases
d’acides gras et aqueuse. Le graphique représente l'intensité des bandes de chacun des profils exprimés en pourcentage
de l'intensité des bandes des deux profils cumulés.
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B/ Quantification del’encapsulation dansles vésicules

Afin de quantifier I’encapsulation des protéines de S. citri dans les vésicules nous avons utilisé
la méthode de digestion des protéines a |’extérieur des vésicules par la protéinase K. Le lysat
cellulaire étant constitué de protéines solubles mais aussi de lipides, il est possible que lors de
la formation des vésicules, des protéines ainsi que des lipides de S. citri se retrouvent
enchassées dans la membrane d’acides gras. De plus il a été montré que les membranes
biologiques sont sensibles a la digestion par la protéinase K, celle-ci entrainant la formation
de pores au niveau des membranes (Dingley et al. 2005). Nous avons donc utilisé |’YFP comme
témoin d’encapsulation afin de vérifier que I'incubation avec la protéinase K n’entraine pas

I’ouverture des vésicules d’acides gras.

Nous avons incubé les protéines de S. citri en présence d’YFP dans une solution de coacervats.
Nous avons ensuite transformé les coacervats en vésicules puis observé |'échantillon en
microscopie a épifluorescence (Figure 40). Nous avons alors observé la présence d’YFP au
niveau des vésicules. L’échantillon est ensuite incubé en présence de protéinase K pendant 1
heure a 37°C avant d’étre observé en microscopie a épifluorescence. Les images montrent que
I’'YFP est localisée aussi bien a I’extérieur qu’a 'intérieur des vésicules (Figure 40). Le control
sans ajout de protéinase K quant alui montre que I'YFP esttoujours localisée dans les vésicules
aprés une heure d’incubation a 37°C Ces résultats suggerent que I'incubation de la protéinase
K avec les vésicules entraine I’'ouverture des vésicules. Ceci implique que cette expérience ne
permet pas dans ce cas de quantifier I’encapsulation des protéines préalable a I'addition de

protéinase K dans les vésicules.
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Figure 40 :_Influence de la protéinase K dans la sortie d’YFP hors de vésicules.

Image de microscopie a épifluorescence montrant la localisation de I'YFP en présence des protéines de S. citri avant et
aprés 1 heure d’incubation a 37°C avec ou sans protéinase K.

C/ Activité enzymatique etlocalisation delalactate déshydrogénase

L'ensemble des protéines étant séquestré dans les coacervats nous avons voulu montrer
gu’elles étaient encapsulées et actives dans les vésicules. Pour cela, nous avons testé I'activité
d’'une enzyme dans les vésicules : la lactate déshydrogénase. Cette enzyme tétramérique
catalyse la transformation réversible (Baumberger et al., 1933 ; Everse et Kaplan, 1973) du
lactate en pyruvate a la finde la glycolyse, en présence de NADH (Figure 41). La formation ou
la consommation du NADH liée a I'activité catalytique de la lactate déshydrogénase peut étre
suivies parla mesure de I'absorbance a 340 nm, ainsi que par la mesure de la fluorescence de
la résorufine. L'activité de la lactate déshydrogénase a été identifiée chez S. citri a partir de
lysats cellulaires (Chen et Chang, 1994) puis la séquence de I'enzyme a été révélée par

séquencage du génome (Carle et al., 2010). Cette protéine est présente chez de nombreux
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mollicutes en trés grande quantité et est utilisée pour étudier la viabilité et la croissance de

ces bactéries en culture (Boarer et al., 1971).

a) Mesuredelactivitéde la lactatedéshydrogénase dans un tampon

Afin de montrer dans un premier temps que la lactate déshydrogénase conserve son activité
apres lyse des cellules, nous avons mesuré son activité dans un tampon a pH 7.4 dans les deux
sens réactionnels. Nous avons soumis une solution de bactéries lavées a plusieurs cycles de
sonication afin d’obtenir I'’enzyme libre en solution. Nous avons séparé le lysat cellulaire en
deux échantillons. Dans le premier échantillon, nous avons mesuré la consommation de NADH
par la lactate déshydrogénase dans le sens de formation du lactate en présence de pyruvate
et de NADH (Figure 41). Les résultats en rouge montrent une diminution d’absorbance de 0.8
UA et donc une NADH en solution au cours du temps. Ces résultats suggérent que I’enzyme
est capable d'utiliser le NADH en présence de pyruvate afin de former du lactate. Dans le
second échantillon nous avons mesuré la formation de NADH par la lactate déshydrogénase
dans le sens de formation du pyruvate en présence de lactate et de NAD. Les résultats en bleu
montrent une augmentation de 0.2 UA et de la formation de NADH en solution au cours du
temps. Ces résultats suggérent que I'enzyme est aussi capable d’utiliser le NAD en présence
de lactate pour former du pyruvate. Cependant, nous observons sur ce graphique que la
consommation de NADH (0.8 U.A. en 10 minutes) est supérieure a la production de NADH (0.2
U.A. en 10 minutes). Ceci montre que I’enzyme fonctionne préférentiellement dans le sens de
production du lactate que dans le sens de formation du pyruvate comme cela a été montré

précédemment chez d’autres organismes (Clausen, 1969; Doughty, 1998).
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Figure 41 : Mesure de I'activité de la lactate déshydrogénase dans les deux sens réactionnels.

(A) la lactate déshydrogénase catalyse I'inter conversion du lactate en pyruvate en présence de NAD/NADH. La réduction
du NAD en NADH en présence de lactate permet la réduction de la résazurine en résorufine par le NADH ce qui génére un
signal de fluorescence. (B) Mesure de I’absorbance a 340 nm du NADH au cours du temps dans les deux sens réactionnels
de ’'enzyme de S. citri dans un tampon a pH 7.4. En rouge, la consommation du NADH est mesurée en présence de pyruvate
et de NADH. En bleu, la production du NADH est mesurée en présence de lactate et de NAD.

b) Localisationdela lactate déshydrogénase dansles vésicules par fluorescence

Afin de montrer que I’enzyme est localisée dans les vésicules, nous avons mesuré son activité
en présence de résazurine (Figure 41). La réduction de la résaurine nécessite la production de
NADH par I’enzyme ce qui nécessite de faire fonctionner I’enzyme dans le sens de formation
du pyruvate. Nous avons incubé les protéines de S. citri issues du lysat cellulaire ainsi que le
lactate, le NAD et la résazurine en présence de coacervats. Nous avons ensuite effectué la
transition en vésicules et incubé a 37°C. Les images obtenues ne montrent pas de signal de
fluorescence a lI'intérieur des vésicules ni a I’extérieur. Ces résultats peuvent étre dus a une
production trop faible de NADH au cours de laréaction, I’enzyme ayant une affinité faible pour
le lactate. De plus, nous avons montré que le NAD n’est pas séquestré majoritairement dans
les coacervats ce qui impliqgue qu’il est peu encapsulé dans les vésicules. Ceci peut alors

expliquer le fait que nous n’observons pas de signal de fluorescence dans les vésicules.
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c¢) Mesuredel'activitéde la lactatedéshydrogénase dans les vésicules

La méthode de fluorescence destinée a localiser I'enzyme dans les vésicules n'a pas permis de
montrer la présence de la lactate déshydrogénase dans les vésicules. Cependant, Nous avions
observé avec la glucose oxydase que lorsque celle-ci était encapsulée dans les vésicules, la
vitesse de réaction était supérieure a celle obtenue en milieu dilué. Ainsi, nous avons procédé
de la méme facgon pour déterminer si la lactate déshydrogénase était active et localisée dans
les vésicules. Pour cette expérience, nous avons mesuré la consommation du NADH par la

lactate déshydrogénase en présence de pyruvate.

Deux échantillons sont préparés : dans le premier, les protéines de S. citri sont incubées dans
une solution de coacervats en présence de pyruvate et de NADH. Ces coacervats sont ensuite
transformés en vésicules. Dans le second cas la solution de coacervats est transformée tout
d'abord en vésicules, puis les protéines de S. citri ainsi que le pyruvate et le NADH sont
ajoutées. La consommation du NADH par I'enzyme est mesurée au cours du temps dans les
deux cas. La représentation de Michaelis-Menten (figure 42) montre que la vitesse de
consommation du NADH est bien plus importante lors de I'encapsulation des protéines de S.
citri, du pyruvate et du NADH. Ces résultats suggerent qu’une partie de I'enzyme semble

fonctionner a lI’intérieur des vésicules.
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Figure 42 : Cinétique de I'activité de la lactate déshydrogénase al’intérieur et al’extérieur des vésicules.

Cinétiques de Michaelis-Menten en bleu lorsque I’enzyme est encapsulée et en rouge lorsque I’enzyme est a I’extérieur
des vésicules. Les résultats montrent que la vitesse de réaction est supérieure lorsque I'’enzyme est a l'intérieur des
vésicules.

D/ Activité glycolytique dansles vésicules

L’objectif final de ces travaux est de mettre en évidence I'accomplissement d’une voie
métabolique a l'intérieur des vésicules. Chez S. citri, le séquencage du génome a permis de
mettre en évidence la présence de toutes les enzymes de la glycolyse et de la lactate
déshydrogénase menant a la formation de lactate (Figure 43). Chez cette bactérie la glycolyse
débute par I’entrée du glucose a lI'intérieur de la cellule par un transporteur et implique une

phosphorylation du glucose en glucose-6-phosphate (G6P)(André et al., 2003, 2005).

Les méthodes expérimentales dont nous disposons nous permettent de suivre |a formation et
la diminution de NADH. Durant la glycolyse, la seule enzyme permettant la formation de NADH
est la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (figure 43). Nous avons donc voulu
observer si cette enzyme était capable de produire du NADH en présence de glucose-6-

phosphate afin de mettre en évidence une partie de la glycolyse dans les vésicules.
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Nous avons incubé les protéines de S. citri ainsi que le glucose-6-phosphate, le NAD et I’ATP
nécessaire au fonctionnement de la glycolyse dans les coacervats. Une fois la transition en
vésicules effectuée, nous avons mesuré laformation du NADH aucours du temps. Les résultats
obtenus ne montrent aucune augmentation de I'absorbance a 340 nm au cours du temps.
Nous avons effectué la méme expérience que précédemment en incubant en plus la
résazurine dans les coacervats avant d’effectuer la transition en vésicules. Cependant, nous
n’avons pu observer aucun signal de fluorescence au cours du temps. Ceci peut étre expliqué
de la méme fagon par le fait que ni le glucose-6-phosphate, ni le NAD et ni I’ATP ne sont
séquestrés dans les coacervats ce qui peut limiter leur encapsulation et expliquer I'absence

de signal de fluorescence.
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Figure 43 : Glycolyse de Spiroplasma citri.

Schéma représentant la glycolyse de S. citri. En bleu sont représentées les différentes réactions impliquées dans la
glycolyse. Seules les réactions nécessitant du NAD/NADH sont détaillées. Les réactions présentées en violet montrent des
enzymes qui ne sont pas impliquées dans la glycolyse mais nécessitant du NAD(P)/NAD(P)H.
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3) Conclusion

Ces expériences ont montré qu’au moins les protéines majoritairement présentes dans le lysat
cellulaire de S. citri sont séquestrées dans les coacervats avec un coefficient de partition
d’environ 0.7. La quantification sur gel de polyacrylamide nous a permis de montrer que ces
protéines étaient largement séquestrées dans les coacervats (70%). Lors de I'encapsulation de
ces enzymes dans les vésicules, nous avons pu montrer que la lactate déshydrogénase était
toujours active dans le sens de production du lactate et qu'au moins une partie de I’'enzyme
était encapsulée. Cette premiére étape permet de montrer que la lyse des bactéries ainsi que
I'incubation dans les coacervats n'ont pas complétement altéré |'activité de |I'enzyme. Ces
résultats ne permettent cependant pas de quantifier de maniére précise la quantité de lactate
déshydrogénase présente dans les vésicules. Les expériences de fluorescence visant a localiser
I'activité de I'enzyme dans les vésicules n’ont pas abouti. Cette absence de signal peut étre
expliquée par le fait que le sens réactionnel utilisé dans ces expériences est moins favorable
et ne permet pas de produire suffisamment de NADH. Le second objectif de ces travaux était
de mettre en évidence une partie de la glycolyse en mesurant le NADH formé en présence de
glucose-6-phosphate. Ces expériences n'ont cependant pas permis de montrer une
production de NADH ni de fluorescence suggérant ainsi que la glycolyse ne fonctionne pas
dans les vésicules dans ces conditions. De plus, nous avons montré que les cofacteurs (NAD,
NADH, ATP) ainsi que les substrats (glucose-6-phosphate) ne sont pas séquestrés
majoritairement dans les coacervats ce qui peut limiter leur encapsulation et donc

I"accomplissement des réactions enzymatiques.

100



Discussion générale et perspectives

Au cours de ce travail de thése, nous avons développé un systéme d’encapsulation novateur
basé sur une transition de structure, qui combine a la fois les avantages des coacervats ainsi
que ceux des vésicules. La coacervation d’acides gras est un phénoméne qui n’a été montré
gue dans trés peu d’études a ce jour (Ruiz, 2006). Ce systéme « ouvert » permet de séquestrer
des molécules par diffusion a partir de la phase aqueuse contrairement aux systemes
vésiculaires possédant une membrane imperméable. Dans notre systéme, la coacervation est
induite par une interaction de micelles allongées comme c’est le cas majoritairement dans les
phénoménes de coacervations basés sur des surfactants (Manohar, 2003). La formation de
ces micelles allongées est potentiellement liée a linteraction entre le groupement
carboxylique de I'acide gras et la guanidine qui est largement décrite dans la littérature
comme étant une interaction électrostatique combinée a des liaisons hydrogéne (Linton et
Hamilton, 1999; Zafar et al., 2002). Une des hypothéses sur la formation de coacervats réside
dans le fait que la présence d’un exces de guanidine pourrait permettre le rapprochement de
ces micelles en solution par des liaisons hydrogéne entre micelles via le groupement amine
libre de la guanidine comme cela avait été décrit dans un systéme acide oléique/triéthylamine
(Kalur et Raghavan, 2005). Les expériences de RMN et de diffusion de neutrons confirment la
formation de micelles allongées diluées en solution en présence de concentrations
équimolaires d’acides gras, de soude et de guanidine. En présence d’un excés de guanidine, la
taille des micelles allongées augmente et la formation de coacervats est observée au-dessus
de la température de transition comme cela avait été montré dans d’autres systémes basés

sur des surfactants cationiques (Raghavan et Kaler, 2001).
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Les coacervats formés permettent la séquestration de molécules en fonction de leurs charges.
Les molécules possédant une charge positive sont séquestrées dans les coacervats
potentiellement par interaction électrostatique avec la charge négative du groupement
carboxylique de I'acide gras. Les molécules chargées négativement sont davantage rejetées
hors des coacervats mais restent localisées dans les deux phases. Cependant, il semblerait que
ce ne soit pas la charge globale de la molécule qui influence la séquestration dans les
coacervats mais la présence de charges positives. Cet effet a été tout d’abord observé avec
des sondes zwiterrioniques dont la séquestration était presque totale dans les coacervats
suggérant I'importance d’une charge positive pour séquestrer une sonde possédant aussi des
charges négatives. Ceci a ensuite été observé avec des protéines : a pH 10, la GFP est localisée
dans les coacervats alors que sacharge globale est de -30. Cependant, elle posséde 20 charges
positives au niveau des lysines ce qui suggére que ces charges sont suffisantes pour pouvoir
séquestrer la protéine entiére. A pH 11, la chaine latérale des lysines est déprotonée ce qui
entraine I’exclusion de la protéine des coacervats suggérant alors que la perte de ces 20
charges positives ne permet plus la séquestration de la GFP dans les coacervats. Ainsi, méme
si la présence de charges positive permet la séquestration de molécules chargées
négativement, il semble exister un nombre de charge positives critique, possiblement
dépendant de la charge globale de la protéine, nécessaire a la séquestration dans les
coacervats. Chez les protéines, ceci se traduit par I’état de protonation des chaines latérales
des acides aminés chargés positivement ce qui implique alors une influence du pH dans les

processus de séquestration des protéines dans les coacervats.

L’absence de séquestration des molécules chargées négativement constitue une limite dans
I'accomplissement de réactions enzymatiques et de réactions d’expression de protéines que
nous voulons mettre en évidence dans les vésicules. Les molécules d’ADN comme les
plasmides ou d’ARN ainsi que des cofacteurs indispensables comme I’ATP ou le NAD/NADH

sont uniquement chargés négativement ce qui limite leur séquestration dans les coacervats
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et donc potentiellement leur encapsulation dans les vésicules. Il serait alors indispensable de
mettre en place des méthodes permettant de faciliter dans un premier temps la séquestration
dans les coacervats de plasmides en vue de pouvoir optimiser leur encapsulation dans les
vésicules. Certaines molécules comme des peptides cationiques (Goparaju et al., 2009 ; Husale
etal., 2008), des polymeéres (Ainalem etal., 2014; Blagbrough et al., 2003; Ronsin etal., 2001;
Saito et al., 2008), ou des surfactants (Bhattacharya et Mandal, 1997) peuvent interagir avec
I’ADN et servent de vecteurs pour la transfection d’ADN dans des cellules. Ces méthodes

constituent une alternative pour pallier I’exclusion de I’ADN des coacervats.

Les acides gras ont un effet détergent sur les complexes enzymatiques (Bull et Breese, 1967;
Swarts et al., 1991). La diminution de I’activité enzymatique liée a I’effet détergent des acides
gras est observée seulement avec la lactate déshydrogénase tétramérique. Les micelles
d’acides gras entrainent potentiellement une dénaturation de I'oligomere de I’enzyme
conduisant a une perte de son activité. Bien que les coacervats ne puissent constituer un
compartiment viable pour effectuer des réactions enzymatiques complexes, ils constituent
néanmoins un compartiment transitoire permettant le stockage des molécules en vue de leur

encapsulation dans les vésicules.

Nous avons montré que la transition en diminuant le pH ou en ajoutant du décanol permettait
la formation de vésicules. La transition de micelles a vésicules par ces deux méthodes a été
largement démontrée, mais jamais a partir de coacervats. Ce systéme vésiculaire « fermé »
permet une encapsulation stricte des molécules al’intérieur des vésicules. Nous avons montré
que la catalase et la ribonucléase pouvaient présenter des taux d’encapsulation dans les
vésicules de 40 a 60%. Ces taux d’encapsulation sont nettement supérieurs a ceux obtenus
avec les méthodes d’hydratation de films lipidiques (1 a 40%). Cette augmentation d’efficacité
demeure cohérente dans la mesure ou |'étape de séquestration dans les coacervats permet
une premiére étape de concentration. De plus, les vésicules peuvent aussi étre formées en

diminuant le pH ou par ajout de décanol a partir des micelles allongées diluées (sans excés de
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guanidine). Cependant, cette transition ne permet pas d’encapsuler des biomolécules dans les
vésicules ce qui souligne bien I'importance de I’étape de séquestration préalable dans les
coacervats pour obtenir des taux d’encapsulation importants. Bien que ces taux soient pour
I'instant moins importants que ceux obtenus avec les méthodes de transfert d’émulsions,
I'avantage de notre systéme est la production de quantités de vésicules beaucoup plus
importantes et de maniere plus simple qu’avec la méthode de transfert d’émulsion. Ainsi,
dans une optique de construction de cellules minimales, le fait de générer un nombre
important de vésicules augmente les probabilités d’encapsuler toute la machinerie nécessaire
a l'expression des protéines. De plus, nous avons montré que ces taux d’encapsulation
pouvaient étre modulés par le volume d’HCl ajouté. Il est alors possible d’optimiser les
conditions permettant d’augmenter de maniere significativel’encapsulationdans les vésicules
d’acides gras. La réversibilité du systéme constitue par ailleurs un atout majeur. En effet cette
propriété permet d’envisager la réalisation de cycles d’encapsulation en série en jouant sur
I’ouverture et la fermeture du systéme. Ceci peut permettre de nourrir séquentiellement en
substrats les enzymes encapsulées dans les vésicules afin d’optimiser des processus de
production ou pour permettre l'incorporation de nutriments essentiels au fur et a mesure

dans le cas d’une cellule minimale.

Les réactions enzymatiques effectuées dans les vésicules sont plus rapides que celles obtenues
en milieu dilué. Ceci s’explique par le fait que la concentration locale en enzymes et en
substrats (facteur de concentration : 500) a l'intérieur des vésicules est trés importante. Ainsi,
pour des faibles concentrations en substrat, le nombre d'événements d’interaction entre
I’enzyme et son substrat est trés important a I'intérieur des vésicules et beaucoup plus rare
en milieu dilué. Les valeurs de Km obtenues pour l'activité de la lactate déshydrogénase
montrent que la réaction est 4 fois plus rapide lorsque I'’enzyme est encapsulée dans les
vésicules. Ces résultats sont similaires avec ceux obtenus par des réactions enzymatiques dans

d’autres compartiments (Koga et al., 2011). Cependant, il est important de noter que
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I’encapsulation de la glucose oxydase et de son substrat n’est pas totale (de I'ordre de 50%),
ce qui signifie que la vitesse de réaction observée est bien inférieure a la valeur théorique
obtenue si toutes les protéines avaient été encapsulées suggérant qu’'une optimisation de
I'encapsulation de tous les composés pourrait permettre d’augmenter de maniere

significative la vitesse des réactions enzymatiques dans les vésicules.

L’expression d'YFP a partir de systéemes d’expression de protéines a été mise en évidence en
présence de coacervats ainsi que de vésicules. La présence de grandes quantités de protéines
ainsi que d’ions entrainent une précipitation partielle des acides gras potentiellement lié a la
présence de cations divalents comme le magnésium. Bien que les valeurs de pH ainsi que les
conditions salines ne soient pas favorable a la production de protéines, la synthese d’YFP est
observée en présence de coacervats et de vésicules ce qui constitue une premiére étape
déterminante dans la construction d’une cellule minimale. Les signaux de fluorescence restent
trop faibles pour déterminer si la protéine est bien localisée uniquement a l'intérieur des
vésicules par observation en microscopie a fluorescence. En perspective, il serait
indispensable de pouvoir mettre en évidence les protéines ainsi que les plasmides présents
dans les coacervats et de quantifier leur I’encapsulation dans les vésicules Afin d’augmenter
les taux d’expressions de I'YFP pour déterminer sa localisation et de diminuer la précipitation
des acides gras afin de générer un maximum de vésicules exprimant I'YFP, cela nécessitera

vraisemblablement |’optimisation des conditions d’expression protéiques et notamment celle

de la composition du mélange cell-free.

Les protéines de S. citri sont majoritairement localisées dans les coacervats (70%) démontrant
I’efficacité du systéme a séquestrer de grandes quantités de protéines. Ce résultat suggére
gu’il est possible d’encapsuler I’'ensemble des protéines nécessaires a l’'accomplissement de
voies métaboliques. Ce point est important dans la mesure ou il confirme la viabilité du
systeme pour I’élaboration de cellules minimales. L'addition de protéinase K entraine

I’ouverture des vésicules constituant un obstacle pour la quantification des protéines
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encapsulées dans les vésicules. Ce phénomeéne peut étre expliqué par le fait que les protéines
membranaires sont digérées pouvant entrainer une perte de l'intégrité de la membrane
d’acides gras et donc des vésicules (Dingley et al. 2005). La séparation des vésicules d’acides
gras n‘est a I’heure actuelle pas possible avec les méthodes utilisées généralement pour
d’autres systémes (Apel et al., 2002 ; Dolatmoradi et El-Zahab, 2016 ; Xu et al., 2016 ;
Zonneveld et al., 2014). En effet, la centrifugation rapide casse les vésicules d’acides gras ce
qui conduit au relargage de la majorité du contenu intravésiculaire. Cet effet est aussi observé
avec des méthodes de filtration sur des colonnes commerciales. La séparation des vésicules
par micro-fluidique n’est, dans notre cas, pas applicable dans la mesure ou les volumes utilisés
restent beaucoup trop important pour ces technologies. Certaines méthodes basées sur
I’agrégation des vésicules en solution (Carmona-Ribeiro et Chaimovich, 1986; Minami et al.,
1996 ; Ohki et Ohshima, 1999 ; Yang et al., 1997) pourraient constituer un moyen expérimental

de séparer les vésicules afin de quantifier de maniére précise les protéines encapsulées.

Nous avons donc utilisé une approche de fluorescence basée surla réduction de la résazurine
par du NADH ou de mesure d’absorbance du NADH afin de mettre en évidence |'activité
d’enzymes comme la lactate déshydrogénase ou la glycéraldéhyde-3-phosphate
déshydrogénase. L’activité de la lactate déshydrogénase a été indirectement mise en évidence
dans les vésicules. Ces expériences montrent que I’enzyme reste fonctionnelle méme aprés la
lyse des cellules et I'incubation dans les coacervats. Dans un second temps ces résultats
montrent que malgré la charge négative du NADH et du pyruvate, I’encapsulation est
suffisante pour mettre en évidence |'activité de I'’enzyme. Cependant, nous avons mis en
évidence l'activité de I’enzyme dans un seul sens réactionnel. Dans le sens de production du
pyruvate, les résultats ne montrent ni production de NADH ni production de fluorescence.
Une premiére hypothése pour expliquer cette absence d’activité est que le NAD ainsi que le
lactate sont trés peu encapsulés dans les vésicules. Cependant, les charges ainsi que les

structures chimiques entre le pyruvate/lactate et le NAD/NADH sont tellement proches
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(charge globale -1) que de toute évidence, I’encapsulation de ces composés doit étre assez
proche. Ceci implique que I'absence d’activité dans ce sens réactionnel est potentiellement
due a I’enzyme. Celle-ci a moins d’affinité pour le pyruvate dans les conditions optimales ce
qui peut expliquer que dans les conditions de pH de notre systeme de transition, I’enzyme

n’ait pu fonctionner dans ce sens réactionnel.

Afin de reconstituer la glycolyse dans les vésicules d’acides gras, nous avons mesuré la
production du NADH par la glycéraldéhyde-3-phosphate en présence de glucose-6-phosphate
en exces afin de mettre en évidence une partie de la voie métabolique La production de NADH
au cours du temps en présence de glucose-6-phosphate par la glycéraldéhyde-3-phosphate
n‘a pas pu étre montrée suggérant le fait que les premiéres étapes de la glycolyse ne
s’effectuent pas dans les vésicules. Cependant, le NADH peut étre pris en charge par d’autres
enzymes comme lalactate déshydrogénase ou la glycérol-3-phosphate déshydrogénase. Ainsi,
le NADH pourrait étre produit par la glycéraldéhyde-3-phosphate en présence de glucose-6-
phosphate. Cependant, une fois produit, le NADH pourrait étre consommé directement par la
glycérol-3-phosphate ou la lactate déshydrogénase constituant I’équilibre du systeme Ceci
pourrait expliquer lefait que nous n’observons pas de production du NADH aucours du temps.
L’absence de production de NADH peut aussi étre expliquée par le fait que certaines enzymes
de la glycolyse n'ont pas été encapsulées dans les vésicules ne permettant pas
I'accomplissement de la glycolyse. De plus, la séquestration trés partielle des cofacteurs
comme le NAD/NADH, I'ATP ou méme le glucose-6-phosphate qui demeure chargé
négativement a ce pH peut entrainer une encapsulation de ces composés insuffisante pour
effectuer 'ensembles des réactions. Pour finir, les conditions saline et le pH des coacervats
peu optimales pour le fonctionnement des enzymes peuvent aussi expliquer |'absence de
production de NADH (Erecinska et al., 1995). L’ensemble de ces résultats montrent bien
I'importance de la mise en évidence d'une méthode permettant de quantifier et de

déterminer les enzymes encapsulées lorsque nous travaillons avec des quantités d’enzymes

107



importantes (Protéines de S. citri et cell free). Ces méthodes couplées a de la spectrométrie
de masse pourraient nous permettre de déterminer qualitativement les protéines
encapsulées. De plus, afin de déterminer de maniere plus précises les réactions enzymatiques
effectuées dans les vésicules, Il serait alors important de pouvoir quantifier les métabolites
formés au cours de la réaction, par RMN par exemple a I’'aide de substrats marqués, afin de
déterminer la quantité de produits issus de la glycolyse dans le but de déterminer les étapes

ayant fonctionnées.

En conclusion, le systéme de transition de coacervats a vésicules reste un systéme novateur,
simple et efficace pour encapsuler des biomolécules. Les taux d’encapsulation importants en
font un modele viable de microréacteur ainsi que pour |’élaboration de cellules minimales. De
plus, les vésicules d’acides gras constituent un excellent modéle biomimétique dans la mesure
ou ils entrent directement dans la composition des membranes biologiques. De plus, malgré
le fait qu’aucun phénomene de division basé sur des systémes protéiques n’aient été montrés,
les vésicules constituent un compartiment naturel capable de se diviser. Dans I’optique d’une
construction de cellule minimale dont I'un des pré requis indispensable demeure la division

cellulaire, ce compartiment basé sur des acides gras constitue un modele prometteur.
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Matériels & Méthodes
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Matériels et Méthodes

1) Préparation des échantillons d’acides gras

Une solution meére d’acide gras est préparée. 10 mg/ml d’acides gras (acide myristique :
C14:0, acide palmitique C16:0 et acide stéarique : C18 :0) protonés (Sigma-Aldrich, Saint
Quentin Fallavier, France) ou deuterés (Eurisotop Saclay, France) puis mélangées avec 8.7 ml
d’une solution de chlorure de guanidine (GuHCI, Sigma-Aldrich, réf : G4505) 1M ainsi que 8.7
ml d’une solution de NaOH 1M dans 200 ml d’eau MilliQ. La solution est ensuite soumise a 3
cycles de congélation/décongélation avant d’étre aliquotée par 5 ml puis stockée a -20°C.
Avant d’étre utilisée, chaque échantillon est chauffé a 80°C pendant 10 minutes. Afin de
former des coacervats d’acides gras, 300 uL d’une solution de chlorure de Guanidine 1M sont
ajouté en excés ainsi que 30% de Triton X114 (Sigma-Aldrich, réf. : X114) qui permet de
diminuer la température de transition et permettre de travailler plus simplement a
température ambiante (3mg/ml final). Les vésicules sont préparées par I'ajout de 5 a 15
d’une solution d’acide chlorhydrique 1M ou de 50ul d’'une émulsion de décanol (Sigma-
Aldrich, réf : 150584) sous agitation a 1ml de solution de coacervats. L’émulsion de décanol
est préparée par sonication (3 cycles de 10 secondes) d'un mélange de décanol (50uL), de
50uL de solution stock d’acides gras/GuHCI (1/1/1) ainsi que de 1.5 ml d’eau MilliQ. Afin de
former des coacervats a partir de vésicules, 5 a 15 pL d’une solution de NaOH 1M sont ajoutés
sous agitation a la solution de vésicules. Le rouge de Nile (Sigma-Aldrich, réf : 72485) est utilisé
a une concentration de 1 mg/ml dans du chloroforme. 2 pLsont ensuite ajoutés a une solution

de 1 ml de coacervats.
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2) Méthodes de caractérisation

A/ RMNdu solide

Afin d’étudier I'aspect structurale de ce systeme, des expériences de RMN ont été effectuées.
1 ml d’'une solution d’acides gras deutérés est préparé comme décrit précédemment.
L’échantillon est ensuite placé dans un rotor ZrO;(Cortecnet, Paris, France) de 100 pL. Les
expériences sont ensuite effectuées en mode statique a 76.8 MHz pour le deutérium sur un
spectrometre Bruker Advance Il 500 WB (Bruker, Wissembourg, France) avec une sonde CP-
Mas 4 mm 1H/2H. Les séquences des échos quadrupolaires sont effectuées par enregistrement
d’un signal soumis a une transformée de Fourier avec un filtre Lorentzien de 100-200 Hz. La
durée d’impulsion ainsi que le temps de délai de I’écho sont respectivement de 2.75 us et de
40us, la fenétre spectrale de 500 kHz. 4000 acquisition ont été effectuées avec un temps de

répétition de 1.5 s. La température estcontrélée a + 1°C.

B/ Diffusion de neutrons (SANS)

Les expériences de diffusion de neutrons ont été effectuées au laboratoire Léon-Brillouin
(Laboratoire mixte CEA/CNRS, Saclay, France) sur le spectrométre PACE. La longueur d’onde
utilisée pour les neutrons a été sélectionnée a 5 ou 13 A, le détecteur étant positionné a 1. 3
et 5 metres. Le vecteur d'onde de diffusion, Q, est alors compris entre 0,003 et 0,5 A, avec
un chevauchement important entre les trois configurations Les échantillons ont été préparés
avec de I’eau deutérées puis déposés dans une cuve en quartz. Le trajet optique est de 2 cm
et la température est controlée par un fluide circulant a plus ou moins 0.2°C. Le spectre a été
corrigé en fonction du solvant, de la cellule et de la diffusion incohérente. La théorie utilisée
pour |'ajustement des données SANS peut étre trouvée dans la littérature (O’Glater 1982).

L'intensité diffusée peut étre décrite comme le produit d'un facteur de structure S (Q),
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caractéristique des corrélations entre objets, ainsi que par un facteur de forme P (Q) décrivant
la forme des objets. Les principales équations ici utilisées pour les lipides incorporés, soit dans
des micelles en interaction (cylindriques ou sphériques), soit dans des membranes plates
empilées, sont rappelées ci-dessous. Le facteur de forme d’un objet sphérique plein de rayon

R est donné par:

Psph(Q)= 9*((sin(QR)-QRcos(QR)) /(QR)3)?

Le facteur de forme d'un cylindre a orientation aléatoire avec une base de rayon R et une
hauteur pratiquement infinie (une tige allongée est un modéle approprié pour les micelles

allongées) est donnée par :

Ptige(Q)e=(1/Q)*(J2(QR)/Q)?

Ou Jiestla fonction de Bessel d’ordre 1.

Dans le cas d'un seul cylindre de hauteur d, de base pratiguement infinie avec aucune
orientation préférée (c'est-a-dire une plaquette plate orientée de maniere aléatoire, un

modeéle approprié pour décrire des bicouches indépendantes) le facteur de forme devient :

Pplaque(Q) e=sin?(Q6/2) /Q*

C/ Microscopie

Les coacervats ainsi que les vésicules sont observés a |'aide de différents microscopes.
L’ensemble des observations est effectué a température ambiante, les échantillons sont
déposés entre lames et lamelles. Pour certaines observations, deux lamelles peuvent étre
fixées sur la lame a I'aide de Gélatine 1%. Une troisieme lame est alors fixée sur les deux

lamelles fixées précédemment ce qui permet d’obtenir un canal facilitant I’observation.
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a) Microscopea fond noir

Le microscope a fond noir est principalement utilisé afin de vérifier I’état structural des
coacervats ainsique des vésicules, la présence de cristaux ou la localisation de sondes colorées
ou de protéines. Les observations sont effectuées sur un Nikon Ni Optical microscope (Nikon,
Japan) équipé d’'une caméra Digital Sight QilMc permettant I’acquisition d’'images avec le

logiciel NIS Element BR imaging. Le grossissement utilisé est le 40X.

b) Microscopea épifluorescence

Le microscope a épifluorescence est utilisé pour observer les protéines fluorescentes en
présence de coacervats ou de vésicules. Les observations sont effectuées sur un Nikon Eclipse
800 équipé d'une Coolsnap HQ2 digital camera (Photometrics) permettant I’acquisition

d’images a l'aide du logiciel METAVUE 7.7.1 (Roper Scientific, France).

Les échantillons sont préparés par mélange de 50 pl d’une solution stock de 2mg/ml de YFP
recombinante avec 1 ml d’une solution de coacervats. 100 pl d’une solution a 0.5mg/ml de
protéines marquées au FITC sont mélangées avec 1 ml de solution de coacervats. Les
échantillons sont ensuite incubés pendant 20 minutes a 30°C et agités avant I’acquisition des
images. Les transitions de coacervats en vésicules et inversement sont effectuées comme
décrites précédemment. Les différents fluorophores utilisés ainsi que les longueurs d’ondes

d’excitation et d’émissions sont répertoriés dans le tableau 2
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Tableau 2:_Longueurs d’ondes d’excitation et d’émission des fluorochromes utilisés

Longueur d’onde
(Excitation/Emission)

Rouge de Nile 550/650
Résorufine 550/580
YFP 515/550

GFP 480/500

FITC 495/520
Fluorescéine 480/520

c) Microscopieconfocale

La microscopie confocale est utilisée pour déterminer si les molécules ou les objets observés
sont localisés a la surface des coacervats ou a I'intérieur. Les observations sont effectuées sur
un microscope confocal Leica (TCS SP2) avec une immersion de 40x dans I’eau et de 63x dans
I’huile. Les lames utilisées pour ce genre d’acquisition sont des lames a fond incurvées qui
permettent de ne pas aplatir les coacervats entre la lame et la lamelle et éviter les
mouvements browniens trop importants en vue d'une acquisition séquentielle. Les
échantillons sont préparés de la méme fagcon que pour I'observation au microscope a

épifluorescence.

D/ Marquages fluorescents

La catalase (Sigma-Aldrich, réf C1345) et la ribonucléase (Sigma-Aldrich, réf : R6513) ont été
marquées par du Fluorescéine Iso ThioCyanate (FITC, Sigma-Aldrich, réf : F7250). Des solutions
de catalase et de ribonucléase ont été préparées a 2mg/ml dans de I’eau MilliQ. En paralléle,

le FITC est solubilisé dans de I"acétone a une concentration de 1mg/ml. 50 pL de FITC sont
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ajoutés trés lentement a 1ml de solution de protéines tout en agitant. La solution est ensuite
incubée a 4°C pendant 12 heures. Le FITC n’ayant pas réagi est séparé des protéines en
utilisant une colonne d’exclusion de taille PD-10 (GE Healthcare life sciences, UK, réf 17-0851-
01). Afin de déterminer le taux de FITC ayant réagi avec les protéines, les absorbances a 280
nm et a 495 nm respectivement pour les protéines et le FITC sont mesurées. Un ratio
Abs495/Abs280 permet de déterminer le taux de fixation du FITC sur les protéines et doit se
situer entre 0.3 et 1. Des valeurs inférieures ne permettent pas d’avoir un signal correct alors

que des valeurs supérieures font apparaitre un bruit de fond important.

E/ Séquestration dessondes moléculaires

La séquestration des sondes moléculaires dans une phase aqueuse ou huileuse est
caractérisée par un coefficient de partition nommé P. Ce coefficient de partition est une
mesure de la solubilité différentielle de composés dans I’eau et dans I’octanol. Le Log(P) est
égal au logarithme du rapport des concentrations du composé étudié dans I’octanol et dans
I’eau: LogP = Log(Coct/Ceau). Cette valeur permet d’appréhender le caractére hydrophile ou
lipophile d’'une molécule. En effet, sile LogP est positif, cela exprime le fait que la molécule
considérée est plus soluble dans I’octanol que dans I'eau ce qui refléte son caractére lipophile
Lorsque ce coefficient de partition est rapporté a la valeur du pH, le coefficient de partition
obtenu est nommé D. Toutes les valeurs des coefficients de partitions ont été collectées pour
chacune des 30 sondes moléculaires que nous avons utilisées. Une solution mére de chacune
des sondes moléculaires utilisée est préparée a 2 mg/ml. 100 plL sont ensuite incubés dans
une solution de 5 ml de coacervats. Une fois la séparation de phase obtenue, les échantillons

sont photographiés afin de montrer la partition de chacune des sondes.
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3) Matériel biologique

A/ Spiroplasma citri:souches etconditions de culture

La souche de S. citri GlI13 a été isolée a partir de cicadelles capturées au Maroc et est cultivée

a 32°C dans un milieu SP4 dont la composition est définie dans le tableau 3.

Tableau 3 : Composition du milieu SP4

Base autoclavée (30 min/115°C) _

Mycoplasma Broth Base 1lg
Peptone 1.6g
Tryptone 3g
Rouge de phénol 0.5% 1.2 ml
pH 7.8
Qsp H20 205 ml
Aaiits steies (fitrés s O.asum) |
Sérum de veau feetal (décomplémenté 1 h a 50 ml
56°C)
CMRL 1066 (acides aminés et vitamines) 15 ml
Yeastolate 4% (p/v) 25.5 ml
Glucose 50% 3ml
Penicilline G a 200000 unités/ml 1.5 ml

La croissance de S. citri est suivie par le changement de couleur d’un indicateur coloré : le
rouge de phénol dont la coloration est dépendante du pH de la solution. Au cours de leur
croissance, les spiroplasmes vont produire de I’acide Lactique ce qui a pour conséquence de
diminuer le pH et ainsi changer la couleur du milieu. Le rouge de phénol n’étant qu’un
indicateur, chaque culture est observée au microscope a fond noir, le titre de la culture en fin
de phase stationnaire étant de 10% a 10° bactéries par ml. La culture est alors repiquée au

1/108™e dans du SP4 frais ce qui correspond & un passage.
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a) Extractionde protéinesdeS. citri dans les coacervats

2 Litres de cultures sont effectués dans le but de constituer une réserve de bactéries. Une fois
que l'indicateur coloré vire au jaune, I’ensemble du volume est centrifugé a 20000g pendant
30 minutes a 4°C par 250 ml. Les culots de cellules sont ensuite remis en suspension dans le
minimum de volume de tampon HEPES-Saccharose (8mM HEPES, 280mM Saccharose, pH 7.4).
Cette opération est répétée 3 fois dans le but de laver les spiroplasmes. Une fois les lavages
effectués, les bactéries sont centrifugées dans des tubes eppendorf 1 ml dans le but de
récupérer I’équivalent de 50 ml de culture dans un tube. Ala fin de la derniére centrifugation,

les culots sont congelés a seca -20 °C.

Le culot est ensuite décongelé puis incubé dans de la glace le temps que la décongélation soit
compléte. Le culot est ensuite remis en suspensiondans 1 ml de tampon HEPES-saccharose.
Une fois repris, I’échantillon va subir différents cycles de sonication (5 cycles de 15 secondes
de sonication entrecoupés de 30 secondes dans la glace). Une fois ces différents cycles
terminés, 10 ulL de solution sont prélevés pour les expériences de réactions enzymatiques, et
mélangés a 1 ml de solution de coacervats ou de vésicules. La solution est ensuite incubée 15

minutes a 32°C pour permettre une extraction plus compléte des protéines.

Afin de déterminer la partition des protéines de S. citri dans les coacervats, nous avons repris
un culot de 50 ml de cultures dans 5 ml d’une solution de coacervats. L’échantillon est ensuite
incubé sur la nuit a 32°C. Les deux phases sont ensuite séparées et récupérées. 100 uL de
chacune des phases sont incubées dans un tampon Laemmli2X (Tris-HCl pH 6.8, B-
mercaptoéthanol 10%(v/v), SDS 4% (m/v), bleu de bromophénol 0.2% (m/v) et Glycérol 20%
(v/v)) pendant 20 minutes. Les échantillons sont ensuite incubés 3 minutes a 95°C avant que

5uL de chacun des échantillons soient déposés sur gel de polyacrylamide.
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B/ Escherichia coli:souches etutilisation

La souche utilisée pour les besoins des expériences menées est la souche BL21 Star (DE3).
Cette souche est largement utilisée pour la production de protéines et de peptides
recombinants. Elle permet d’améliorer le rendement de production dans un systéme
d’expression utilisant le promoteur T7 comme cela est le cas pour le vecteur d’expression
pET28(+). Cette souche porte une mutation dans le géne codant pour la RNase E qui est la
principale source de dégradation des ARNm. Cette souche est cultivée dans un milieu LB

(tableau 4) liquide a 37°C sous agitation (180-200 rpm/min)

Tableau 4 : Composition du milieu LB

composarts |18

Tryptone 10g
Yeast extract 5g
NaCl 10g
H20 Qsp 1L
pH 7

Agar (si milieu solide) 15g

a) SynthésedeYFP recombinante

i. Plasmides

Le plasmide pET28a (+) est un vecteur d’expression (société Novagen) qui permet le clonage
et I'expression de protéines recombinantes dans E.coli. || possede I'origine de réplication
pBR322 ainsi que deux genes de résistance a I’ampicilline et a la kanamycine. Le gene cible
codant pour la YFP est placé sous la dépendance d’un promoteur fort du bactériophage T7
inductible par I'isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside (I'IPTG). Ce plasmide porte également
deux séquences composées de six résidus Histidines présents de part et d’autre du site de
clonage permettant I’étiquetage aussi bien en N-terminal qu’en C-terminal.
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ii. Transformation

La transformation au chlorure de calcium (Mandel et Higa, 1970) a été utilisé pour la
transformation de la souche d’E.coli BL21 star (DE3) par le vecteur d’expression pET28(+)
contenant laséquence du gene de la YFP. Pour chaque transformation, 3 ml de culture ont été
ensemencés et incubés a 37°C sous agitation. A partir du moment ou I’absorbance a 550 nm
atteint 0.6, les cellules sontincubées dans la glace pendant 30 minutes puis centrifugées a 4°C
pendant 10 minutes a 5000g. Le culot de cellules est remis en suspension dans 2 ml d’une
solution a 54 mM de CaCl,. Apres une incubation de 15 minutes dans la glace, les cellules sont
centrifugées a nouveau a 4°C pendant 10 minutes a 5000 g. Le culot de cellules est ensuite
remis en suspension 200uL de CaCl, glacé et stérile. Les bactéries devenues alors
chimiocompétentes sont mélangées a 1 ug de plasmide pET28(+) pendant 30 minutes dans la
glace. Le mélange est ensuite incubé 60 secondes a 42°C dans un bain-marie. 1ml de LB est
alors ajouté au mélange qui est alors incubé 1 heure a 37°C. 250ul sont alors déposés sur

milieu LB solide en présence d’ampicilline (100ug/ml) et incubés a 37°C sur la nuit.

iii. Productionde protéinesrecombinantes

Un transformant est repiqué puis cultivé dans 500 ml de LB contenant 30 uG/uL de
kanamycine jusqu'a atteindre une valeur de densité optique a 600 nm de 0.6 ce qui
correspond a la fin de la phase exponentielle de croissance. Dans ce systeme d’expression,
I’expression du gene codant pour la YFP est sous le controle d’'un promoteur inductible a
I'IPTG. La concentration d’IPTG ainsi que le temps d’induction peuvent étre variables selonle
taux d’expression et la propension a former des corps d’inclusion. La Hise-YFP est alors
produite a 28°C en ajoutant 0.05mM d’IPTG pendant 12 heures. La culture est ensuite
centrifugée a 7000g pendant 10 minutes a 4°C. Le culot est ensuite repris dans un tampon de
lyse (50mM Tris ; 0.3M NaCl, pH 8). Apres 10 minutes d’incubation a température ambiante

en présence de lysozyme a une concentration de 0.2 mg/ml, le mélange est soumis a plusieurs
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cycles de sonication (30 secondes de sonication en alternance avec 30 secondes dans la glace)
jusqu'ace qu’un lysatsoit obtenu. Lelysat estensuite centrifugé a 13000g pendant 10 minutes

a 4°C, le surnageant contenant la protéine d’intérét est récupéré.

iv. Purificationdes protéinesrecombinantes

En pratique, le protocole consiste a éluer la protéine sur une colonne d’affinité de nickel
permettant une premiére purification. La protéine subit ensuite un passage sur une colonne

échangeuse d’ions ce qui élimine les contaminants éventuels.

La résine utilisée pour la purification de la YFP recombinante est une résine IMAC (immobilized
Metal Affinity Chromatography) utilisant un ion nickel (Ni-NTA). Lion Ni?* posséde six liens de
coordination, quatre sont sollicités parle NTA pour I'immobiliser sur la résine et deux peuvent

interagir avec les chaines latérales des résidus histidines.

Nous avons utilisé une résine pré-chargée en Nickel (Bio-Rad) pour un volume final de colonne
de 1ml. Avant de déposer les échantillons sur la colonne, cette derniére est lavée a I'aide de
10 volumes d’eau MilliQ afin d’éliminer les traces d’éthanol puis elle est équilibrée a I'aide de
10 volumes de tampon de lyse. Aprés ces séries de lavage, le surnageant récupéré
précédemment est chargé sur la colonne. Les protéines éluées sont récupérées par fraction
de 1 ml. Une fois la totalité de I’échantillon passé a travers la colonne, celle-ciestlavée a I'aide
de 10 volumes de tampon A+ 0.1% Triton X-100 (tableau 5) puis ensuite par 10 volumes de

tampon A afin d’éliminer le Triton X-100.
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Tableau 5 : Composition du tampon de lyse utilisé pour la lyse des bactéries au cours de I'expression des protéines
recombinantes.

I R

NaZzHPO4 0.1 M 40.5 ml
NaH2P0O4 0.1M 9.5 ml
NaCl 0.25M
H20 Qsp 100 ml

L’élution des protéines recombinantes se fait par compétition avec I'imidazole pour la fixation
avec le nickel. 3 ml de concentration croissante d’imidazole (0.05M ; 0.1M ; 0.5M) en solution
dans le tampon A sont chargés surla colonne. Les fractions sont récupérées par volumes de 1
ml. 50 ul de chacune des fractions sont testés par SDS-PAGE afin de déterminer la quantité de

protéines dans chacune des fractions.

Une fois I’élution terminée, la colonne est lavée avec 10 volumes de tampon A + 0.5 M
Imidazole suivi de 10 volumes d’éthanol 20%. Aprés avoir déterminé par SDS-PAGE les
fractions contenant la YFP, celles-ci sont déposées sur une colonne d’exclusion de taille de
type PD-10. Cette colonne permet la séparation d’objets de masse moléculaire supérieure a
5000 Da : les molécules de masseinférieure vont pouvoir pénétrer dans les pores de la matrice

et vont étre éluées plus tardivement que les molécules de masse supérieure.

La colonne estéquilibrée avec un tampon phosphate (80 mM Na2HPO4, 20 mM NaH2PO4, pH
8). Ce tampon va étre utilisé pour éluer la protéine et la conserver. Le volume maximal
pouvant étre chargé sur la colonne est de 2.5 ml, les fractions des échantillons vont étre
chargées parvolumes de 1 ml. Une fois la solution de protéines entierement pénétrée dans la
matrice, 2.5 ml de tampon phosphate sont ajoutés. Les fractions récupérées sont ensuite

dosées, aliquotées et conservées a -20°C dans le tampon phosphate précédemment cité.
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c) Systéemecell-free

Le systeme cell-free utilisé pour exprimer la GFP a été préparé selon Shin et Noireaux (Shin et
Noireaux, 2010, 2012). Ce systeme d’expression est composé a 33% d’extrait brut de E.coli et
a 66% d’'un mélange des composants suivants : 50 mM HEPES pH 7.6, 1.5mM ATP et GTP, 0.9
mM CTP et UTP, 1 mM de spermidine, 0.75 mM de c-AMP, 0.33 mM de NAD, 0.26 mM de
coenzyme A, 30 mM d’acide phosphoglycérique, 0.068 mM d’acide folique, 0.2mg/ml de
tRNA, 1 mM d’'IPTG, 1 mM de chacun des acides aminés, 2% PEG 8000, 6.5 mM de glutamate

magnésium et 50 mM de glutamate potassium

4) Méthodes d’analyse

A/ Quantification des protéines

a) SpectrométrieUV-Visible

Les spectres ont été enregistrés sur un spectrofluorimétre Xenius XC UV-visible (Safas,
Monaco) a 25°C a I'aide d’un thermorégulateur Ministat 125 (Huber, Germany). Des solutions
de 1 mg/ml de lipases (Sigma-Aldrich réf : L3126), de marqueurs de poids moléculaires (GE
Healthcare life science, UK, réf : 17-0446-01), de Horse Radish Peroxydase (Sigma-Aldrich réf :
P8375), de glucose oxydase (Sigma-Aldrich réf : G7141), de phosphatase alcaline (Sigma-
Aldrich réf : P4552), de protéinase K (Sigma-Aldrich, réf : P2308), de ribonucléase A et de
catalase ont été préparées. 50uL de solution de protéines sont ajoutés indépendamment a
1ml d’une solution de coacervats et incubés 12 heures a 30°C ce qui permet une séparation
de phase compléte. Les deux phases sont ensuite séparées a I'aide d'une pipette Pasteur ce
qui permet d’éviter les contaminations d’une phase par une autre. 1 ml de chaque phase est
récupéré, puis, 20 uL de chacune des phases sont dilués dans 980uL d’eau MilliQ avant d’étre

analysée. L’acquisition des spectres est effectuée par mesure de I’'absorbance entre 200 et
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400 nm ce qui nous permet d’étre dans la gamme de longueur d’'onde pour quantifier les
protéines. Dans le cas des spectres de fluorescence pour la quantification des réactions
enzymatiques, se référer a la section suivante « Réactions enzymatiques » pour plus de détails
sur les réactions. Apres séparation des deux phases, 50uL de chaque phase sont récupérés
puis dilués dans 1 ml d’eau MilliQ avant d’étre analysés. L’acquisition des spectres a été
effectuée par mesure de la fluorescence émise. La partition des sondes moléculaires a aussi
été effectuée par mesure UV-visible a 25°C. Les différentes sondes sont incubées dans une
solution de coacervat comme décrit précédemment. Dans le cas de la fuchsine basique, le bleu
de toluidine, la rhodamine 6G, le brillant blue R et la rhodamine B, 100 uL de la phase d’acides
gras sont dilués dans 1 ml d’eau MilliQ. Dans le cas de la calcéine, du bleu de bromocrésol, du
bleu de bromophénol ainsique du xyléne cyanol, 500 pL de chacune des phases sont prélevés.

L’absorbance entre 400 et 800 nm est ensuite effectuée pour chacune des phases.

b) Séparationdes protéines en gel d’électrophoreése

Dans le systeme SDS PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis), les
protéines saturées par les molécules de SDS (détergent anionique) chargées négativement
vont migrer dans un champ électrique en fonction de leur masse. Les gels de polyacrylamide
utilisés sont coulés entre deux plaques de verres séparées par une bande de Téflon de 1.5 mm
d’épaisseur. Les échantillons sont incubés dans le méme volume de tampon Laemmli 2X avant

d’étre déposés sur gel.

i. Gelsde polyacrylamide

La technique utilisée est celle décrite par Sambrook (Sambrook et al. 1989). Le gel est

constitué d’un gel de séparation d’environ 12 cm polymérisé sous 1 ml de butanol saturé en
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eau, surmonté d’un gel de concentration de 3 cm. La composition des différents gels de

polyacrylamide est décrite dans le tableau 6.

Tableau 6 : Composition des différents gels SDS utilisés au cours de cette thése.

Gel de Gel de séparation

concentration a concentration
4% constante

12,5%  10%

Polyacrylamide 40% 1mL 93mL 7,5mL
Tris-HCI 1M pH 6,8 2,5mL - -
Tris-HCI 1,5M pH 8,8 - 9mL 9mL
SDS 20% (p/v) 50 pL 150 pl 150 L
Qsp H:0 10 mL 30mL  30mL
APS 10% (p/v) 50 pL 150 pl 150 uL
TEMED 10 pL 15 pL 15 pL

La séparation des protéines est effectuée a 80 Volts pendant I’entrée des protéines dans le
gel de concentration (20 minutes) afin d’éviter un effet de diffusion, le reste de
I’électrophorése étant effectuée sur la nuit a 60 Volts constants. Le tampon d’électrophorése

est explicité dans le tableau 7.

Tableau 7 : Composition _du tampon utilisé pour I'électrophorése des protéines en conditions dénaturantes.

Tampon électrophorése SDS _

Tris 25 mM
Glycine 200 mM
SDS (p/v) 0,1%
Qsp H:0 1L
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c) Visualisation des protéines apres électrophorese

Aprés électrophorese, les gels sont colorés par différentes techniques. Quelle que soit la
méthode de coloration utilisée, les différentes étapes s’effectuent a température ambiante et

sous agitation

i. -Colorationaubleucolloidal

La coloration au bleu colloidal est moins sensible que la coloration au nitrate d’argent. Elle
posséde cependant I'avantage d’étre compatible avec des analyses en spectrométrie de
masse. Dans notre cas l'intérét réside surtout dans le fait de pouvoir observer des profils ainsi
que des bandes de maniere a pouvoir quantifier ces bandes. Les solutions nécessaires sont

regroupées dans le tableau 8.

Tableau 8 : Composition des tampons utilisés pour la coloration des protéines au bleu colloidal.

Solution de fixation Ethanol 50% (v/v)

Acide phosphorique 2% {v/v)
Solution de lavage Acide phosphorique 2% (v/v)
Solution de sensibilisation Ethanol 17% (v/v)

Acide phosphorique 2% (v/v)
Sulfate dammonium 15% (v/v)

Solution de coloration Ethanol 17% (v/v)
Acide phosphorique 2% {v/v)
Sulfate dammonium 15% (v/v)
Brillant blue G-250 0.1% (p/v)

Solution de décoloration Eau distillée

Solution de conservation Acide acétique 1%

Le gel est tout d’abord fixé pendant 1 heure dans une solution de fixation. Cette solution est
renouvelée pour 1 heure de fixation supplémentaire. Le gel est ensuite incubé 1 heure dans

une solution de lavage, 20 minutes dans une solution de sensibilisation puis coloré jusqu'a
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obtention de la coloration voulue. Le gel est ensuite lavé plusieurs fois avec de I'eau MilliQ

afin d’éliminer le bruit de fond présent sur le gel.

ii. -ColorationauKangCoomassie

La coloration au Kang coomassie présente |'avantage d’étre une méthode de coloration
guantitative, tres rapide et trés simple. Aprés migration des protéines, le gel est récupéré puis
lavé 3 fois 10 minutes avec de I'’eau MilliQ. Une fois lavé, le gel estensuite incubé au minimum
1 heure dans la solution de coloration. Au bout d’une heure, les bandes sont visibles.
Cependant, le gel peut étre incubé sur la nuit puis lavé 3 fois 10 minutes avec de I'eau MilliQ

afin d’enlever le bruit de fond avant d’étre analysé.

iii. Colorationaunitrated’argent

Les solutions utilisées pour la coloration au nitrate d’argent basées sur le Kit Proteosilver ™

SilverStain (Sigma) sont détaillées dans le tableau 9.

Tableau 9:_Composition des différentes solutions utilisées pour la coloration au nitrate d’argent

R

Solution de fixation Ethanol 50%
Acide Acétique 10%

Solution de sensibilisation 1% Sensitizer Proteosilver
Solution de coloration 1% Silver proteosilver
Solution de révélation 5% Developer Proteosilver 1

0.1% Developer Proteosilver 2

Ce kit de coloration a I’argent permet une coloration sensible des protéines et présente

I'avantage d’étre rapide d’utilisation en supprimant les étapes a I'obscurité. Aprés la
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séparation des protéines sur gel de polyacrylamide, celui-ci est lavé dans de I'eau MilliQ
pendant 2 minutes. Le gel est ensuite incubé dans 100 ml de solution de fixation pendant 20
minutes. Le gel est lavé une premiere fois dans 100 ml d’une solution a 30% d’éthanol pendant
10 minutes puis une seconde fois dans 200 ml d’eau MilliQ. Le gel est ensuite incubé 10
minutes dans 100 ml de solution de sensibilisation. Le gel est ensuite lavé 2 fois dans 200 ml
d’eau MilliQ pendant 10 minutes. Le gel est ensuite incubé dans 100 ml de solution de
coloration pendant 10 minutes avant d’étre lavé 1 minute et trente secondes dans 200 ml
d’eau MilliQ. Pour finir, le gel est incubé dans la solution de révélation jusqu'a obtenir la
coloration désirée (3 a 10 minutes). La réaction est arrétée par I’ajout de 5 ml de solution stop

dans la solution de révélation.

d) Quantification des bandes protéiques

Une fois la coloration faite, le gel est scanné puis analysé avec le logiciel imagel) v1.48 (NIH,
USA). L'intensité de chacune des bandes est mesurée ce qui permet de déterminer un ratio
pour lequel nous avons la quantité de protéines encapsulées/quantité de protéines au départ.
Ce calcul nous permet d’obtenir une valeur relative de I’encapsulation (exprimée en %) qui

peut étre facilement comparée aux autres valeurs obtenues dans la littérature.

B/ Quantification des protéines encapsulées

La quantification de I’encapsulation a été effectuée en présence de Protéinase K. Une solution
de protéinase K est préparée a 1mg/ml dans de I’eau Milli-Q. Des solutions de ribonucléase A
et de catalase sont préparées a 1 mg/ml. 50 pl de catalase et de ribonucléase sont incubés
dans deux solutions indépendantes de 1 ml de coacervats. Aprés avoir effectué la transition
en vésicules, 5 pL de protéinase K ont été ajoutés a la solution des vésicules puis incubés 1
heure a 37°C sous agitation. A la fin du temps d’incubation 100 uL de protéines sont solubilisés

dans 100 pL de tampon Laemmli 2X pendant 20 minutes a température ambiante. Les
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échantillons sont ensuite chauffés a 100°C pendant 2 minutes avant que 20 plL de chacun des
échantillons soit déposés sur gel de polyacrylamide. Apres migration des protéines, celle-ci
sont révélées en présence de Kang Coomassie. La quantification des protéines est réalisée par

mesure de l'intensité des différentes bandes en utilisant le logiciel Image) (NIH, USA).

5) Réactions enzymatiques

A/ Laglucose oxydase

La réaction enzymatique faisantintervenir la glucose oxydase a été effectuée en incubant 50
uL d’une solution de glucose oxydase a 2 mg/ml, 10 pL d’une solution de Glucose 1M et de 10
uL d’une solution de résazurine a 1mg/ml (Sigma Aldrich, réf : R7017) dans 1 ml d’une solution
de coacervats. Apres une heure d’incubation, I’échantillon est déposé entre lame et lamelle
et observé au microscope a épifluorescence. Afin de réaliser la courbe de Michaelis-Menten
de la glucose oxydase a l'intérieur et a I'extérieur des vésicules, nous avons réalisé huit
échantillons composés de 50 pL d’une solution de glucose oxydase a 2 mg/ml, de 10 puL d’une
solution de résazurine a 1mg/ml et de huit concentrations différentes en glucose (0OmM, 5mM,
10mM, 15mM, 30mM, 50mM, 70mM et 90mM) dans 1ml final d’'une solution de coacervats.
Nous avons ensuite effectué la transition en vésicules en ajoutant 10 pL d’"HCI 1N. Nous avons
ensuite mesuré la fluorescence émise par la résorufine en diluant 10 puL de la solution de
vésicules dans 990 pL d’éthanol toutes les 5 minutes. Les valeurs des pentes des vitesses
initiales des courbes Abs=f([substrat]) obtenues pour chacune des concentrations en glucose
sont mesurées et permettent d’obtenir une courbe de Michaelis-Menten V= f(S). La
représentation linéarisée de Lineweaver-Burk 1/V= f(1/S) est obtenue en calculant I'inverse

des valeurs obtenues pour la courbe de Michaelis-Menten.
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B/ LaPhosphatasealcaline

10 pL d’une solution a 1mg/ml de phosphatase alcaline sont ajoutés a une solution de 1 ml de
coacervats. Aprés séparation des deux phases, 2 pL d’une solution a 0.5 mg/ml de méthyl
fluorescéine Phosphate (Sigma-Aldrich, réf : M2629) sont mélangés a 1 ml de chacune des
phases. Aprés 15 minutes d’incubation a 32 °C, la fluorescence de chacune des phases est
quantifiée et les échantillons photographiés. Dans le cas de la chaine de réaction impliquant
la glucose oxydase ainsi que la phosphatase alcaline, 2uL d’une solution de phosphatase
alcaline a 2mg/ml ainsi que 10 puL d’une solution de Glucose-6-phosphate (Sigma-Aldrich, réf :
G7879) a la place du glucose sont rajoutés dans une solution de coacervats contenant 50 uL
d’une solution de glucose oxydase a 2 mg/ml et de 10 pL d’une solution de résazurine a
1mg/ml. Les échantillons sont ensuite incubés 5 minutes a 30°C avant que la transition en
vésicules soit effectuée comme décrit précédemment. Apres 2 heures d’incubation a 35°C, le

signal de fluorescence de la résorufine est quantifié.

C/ Lahorseradish peroxydase

Une solution de horse radish peroxydase (Sigma Aldrich, réf : P8375) a 1 mg/ml est préparée.
L’échantillon est ensuite incubé 1 heure a 30°C. Les phases d’acides gras et aqueuses sont
séparées par centrifugation 15 minutes a 1000g. 1 ml de chaque phase est récupéré avant
d’étre incubé avec 1 pL d’une solution d’'H202 (Sigma-Aldrich, réf: H1009) et 2 pL d’une
solution d’ampliflured a 5mg/ml (Sigma-Aldrich réf : 90101). Aprés 2 heures d’incubation a
30°C, la quantité de résorufine formée dans les deux phases comme témoin de la réaction est

mesurée par fluorescence.

130



D/ Lactate déshydrogénase

a) Protéine commerciale

Une solution de lactate déshydrogénase (Sigma, réf : 10 127 876 001) est préparée dans un
tampon (Tris 20 mM, NaCl 200 mM pH 7.4) a 1mg/ml. Une solution de NADH a 5 mg/ml est
préparée dans I’eauainsi qu’une solution de pyruvate a 10mg/ml dans I’eau. Deux échantillons
sont préparés. Dans le premier, 5 pL de la solution de lactate déshydrogénase sont prélevés
et incubés dans 1 ml d’'une solution de coacervats en présence de 20 uL de NADH (0.15mM
final) et de 10 pL de pyruvate (1mM final). Dans le second échantillon, 5uL de la solution de
Lactate déshydrogénase sont prélevés et incubés dans un second tampon (Tris 20 mM, NaCl
200 mM pH 9) en présence de 20 uL de NADH (0.15mM final) et de 10 uL de pyruvate (1mM
final). Les échantillons sont incubés a 32°C, les mesures d’absorbance étant effectuées a 340

nm chaque minute pendant 10 minutes.

b) ProtéinedeSpiroplasmacitri

i. Mesuredefluorescence

Les échantillons de bactéries sont préparés comme décrit précédemment. Une solution de 5
mg/ml de NAD est préparée dans I’eau. Une solution de lactate a 10 mg/ml est ensuite
préparée. 10 pL de la solution de bactéries sont incubés dans une solution de 1 ml de
coacervats en présence de 20uL de NAD, de 50 ulL de lactate et de 10 uL d’une solution de
résazurine a 1mg/ml. La solution est ensuite incubée 1 heure a 37°C. Les échantillons sont

ensuite observés par microscopie a épifluorescence.

ii. Mesuredel’absorbancea 340 nm

Les mesures de vitesses de réactions a I'intérieur et a I’extérieur des vésicules sont effectuées
par mesure de I'absorbance a 340 nm. Afin de réaliser la courbe de Michaelis-Menten,

différentes concentrations en pyruvate sont testées a partir d’'une solution a 10mg/ml (0 mM
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;02mM ;05 mM; 1 mM; 2 mM; 5 mM; 10 mM). Pour chacune des concentrations en
pyruvate, deux échantillons sont préparés. Dans le premier échantillon, 10 pL d’une solution
de protéines de bactéries sont incubées en présence de 20 plL de la solution de NADH a
5mg/ml (0.15 mM final) ainsi que du pyruvate dans 1 ml de coacervats. Dans le second
échantillon, les coacervats sont transformés en vésicules en ajoutant 10 puL d’une solution
d’HCI IN. Une fois la transition effectuée, 10 pL de protéines ainsi que 20 puL de NADH et le
pyruvate sont ajoutés a la solution de vésicules. Pour chaque concentration en pyruvate, une
courbe Abs= f (temps) est obtenue par mesure de I’absorbance de I’échantillon toutes les
minutes pendant 15 minutes. La courbe de Michaelis-Menten Vitesse= f([pyruvate]) est alors

effectuée comme décrit précédemment.

E/ Mesuredel’activité glycolytique

a) Mesuredel'absorbancea 340 nm

L’activité glycolytique est mesurée via la catalyse du glyceraldéhyde-3-phosphate en
glycérate-1,3-diphosphate par la glyceraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase. Le NADH
formé est titré par la résazurine ou par la mesure de I'absorbance a 340 nm. Des solutions de
NAD a 1 mg/ml ainsi que d’ATP a 1 mg/ml sont préparées dans de I’eau MilliQ. Une solution
de Glucose-6-phosphate 1M est aussi préparée dans I'eau MilliQ. 10 pl d’'une solution de
bactéries sont incubés dans 1 ml d’une solution de coacervats en présence de 30 plL de la
solution de NAD, 30 plL de la solution d’ATP ainsi que 5 pL de la solution de glucose-6-
phosphate. La transition en vésicule est effectuée comme décrite précédemment. La mesure
de I'absorbance a 340 nm est effectuée apres une heure d’incubation a 32°C par dilution % du

mélange réactionnel dans de I’éthanol.

132



b) Mesurede la fluorescence

La préparation des échantillons est effectuée comme décrit précédemment. Lors de
I"incubation dans les coacervats, 10 pL d’une solution de résazurine a 1 mg/ml sont ajoutés
avant d’effectuer la transition en vésicules. Aprés une heure d’incubation a 32°C I’échantillon

est observé au microscope a épifluorescence.
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Etude dessystéemes detransitionsdansles processusd’encapsulation de biomolécules :vers
un nouveau modeéle de cellule minimale.

La compartimentation est un aspect fondamental dans la compréhension de I’apparition de la
vie sur terre mais aussi dans I’élaboration de cellules minimales. Les coacervats sont capables
de séquestrer des grandes quantités de molécules par diffusion depuis le milieu extérieur mais
ne permettent pas d’encapsuler ces molécules a cause de I’'absence de barriere physique entre
le milieu intérieur et extérieur. Les vésicules quant a elles, ne permettent pas de séquestrer
de grandes quantités de molécules a cause de la bicouche membranaire qui empéche la
diffusion des molécules depuis le milieu extérieur. Nous avons développé une nouvelle
méthode pour encapsuler des biomolécules basées sur une transition de coacervats a
vésicules. Notre systéme basé sur des acides gras saturés a longues chaines, peut former des
coacervats pour séquestrer des biomolécules puis des vésicules en diminuant le pH pour
encapsuler les molécules préalablement séquestrées. Les résultats montrent des taux
d’encapsulation supérieurs a ceux obtenus par les méthodes d’encapsulation basées sur
I’hydratation de films lipidiques.

L’encapsulation d’enzymes ainsi que des substrats de la réaction dans les vésicules ont permis
de montrer |"accomplissement de réactions enzymatiques dans ces compartiments de
maniére beaucoup plus rapide qu’en milieu dilué permettant de générer un bioréacteur
efficace. La synthése de protéines ainsi que I'accomplissement de voies métaboliques n’ont
pas été clairement mise en évidence dans les vésicules et constituent un élément décisif dans
I’élaboration d’un nouveau modele de cellule minimale.

Mots-clés: Compartiments, acides gras, biologie de synthese, cellule minimale, réaction
enzymatique, métabolisme, Spiroplasma citri

Study of transition system in biomolecules encapsulation processes: Toward a new model
of minimal cell

Compartmentalization is of importance for our understanding of the emergence of life on
earth but alsofor the development and design of minimal cells. Coacervation phenomenon
allows spontaneous sequestration by molecular diffusion from aqueous medium but do not
allow encapsulation of molecule inside. On the contrary, vesicular systems do not allow
spontaneous encapsulation of molecules inside. Here we introduce a model built from
saturated long chain fatty acids. This system can form both membranous vesicles and
membrane free coacervated droplets that result from clouding by decreasing ph. We have
shown that a large amount of proteins is encapsulated into vesicles after pre-crowding into
coacervated. Encapsulation of enzyme in vesicles allowto increase the reaction rate compared
to the reaction rate in diluted medium. Synthesis of proteins by cell-free system and metabolic
reactions with proteins of mollicutes have not clearly been shown but they represent an
essential element in the development of a minimal cell.

Keywords: Compartment, fatty acids, synthetic biology, minimal cell, enzymatic reactions,
metabolism, Spiroplasma citri
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