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Tentative

Entre

Ce que je pense,

Ce que je veux dire,

Ce que je crois dire,

Ce que je dis,

Ce que vous avez envie d’entendre,

Ce que vous croyez entendre,

Ce que vous entendez,

Ce que vous avez envie de comprendre,
Ce que vous croyez comprendre

Ce que vous comprenez,

Il y a dix possibilités qu’on ait des difficultés a communiquer.

Mais essayons quand méme...
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Figure 1. Origine de la théorie cellulaire. En 1665, Robert Hooke décrit un certain nombre d'objets
observés a l'aide d'un microscope rudimentaire de sa fabrication (dessin de gauche). Il observe un
fragment d'écorce et découvre une multitude de petites chambres qu'il nomme « cellules » (dessin de
droite). Les structures observées correspondent aux parois cellulaires des cellules mortes du liege.
D’apres, Micrographia, 1665.
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Figure 2. Photographie obtenue aprés observation en microscopie électronique des membranes
plasmiques de deux cellules voisines observées au niveau de leur zone de jonction. La membrane
plasmique apparait comme une région dense aux électrons (sombre). Deux feuillets, d’'une épaisseur
totale de 7-10 nm, sont visibles.



En 1665, Robert Hooke utilise ses connaissances en optique pour fabriquer I'un des
premiers microscopes a lentilles. Avec cet outil, il observe des coupes de liege et constate un
assemblage de milliers de petites sous-unités qu’il baptise « cellules » (par analogie avec les
chambres contigués des moines) et définit comme la plus petite unité structurelle du vivant
( ). Ainsi naquit la théorie cellulaire. C’est en 1675 que le naturaliste Antonie Van
Leeuwenhoek, premier a construire des microscopes en utilisant des lentilles biconvexes plus
performantes, observe des micro-organismes ciliés (protozoaires) et les appels
« animalcules ». Suites aux nombreuses observations de leurs prédécesseurs, en 1839, un
botaniste et un zoologiste (Matthias Schleiden et Théodore Schwann) établissent deux grands
axiomes de la théorie cellulaire selon lesquels tous les étres vivants (plantes et animaux) sont
faits de cellules, et réaffirment que les cellules sont la plus petite unité du vivant. C’est Rudolf
Virchow en 1858 qui rajoute le troisiéme axiome « Omnis cellula es cellula » signifiant qu’une
cellule ne peut étre engendrée que par une autre cellule. La découverte de ce dénominateur
commun a tous les étres vivants a provoqué le développement d’outils optiques de plus en
plus avancés afin d’en percer le fonctionnement. Mais I’observation de si petits objets dépend
de I’évolution technologique et de ses limites. C’est pour ca qu’il faudra attendre 1932 et

I’invention du microscope électronique pour étudier la structure fine des cellules.

L’élément commun a toutes les cellules est la membrane plasmique (MP) dont
I'universalité est comparable a celle de 'ADN. La MP a longtemps été percue comme une
simple séparation entre I'intérieur et I'extérieur de la cellule ; elle est, en fait, une véritable
interface dynamique permettant la détection et la réponse a des signaux environnementaux

biotiques et abiotiques.

1.1 La composition de la membrane plasmique

De la méme maniére que les avancées technologiques ont permis une meilleure
compréhension de la notion de cellules, elles ont accompagné des théories successives
concernant la composition de la membrane plasmique. Ainsi, Gorten et Grendell, en 1926, ont
observé que la quantité de lipides composant les érythrocytes hémolysés supposait une
disposition en double couche sur toute la surface de ces derniers. La microscopie électronique
a parallélement permis d’observer la présence d’une membrane plasmique de 6 a 10 nm
d’épaisseur chez toutes les cellules et de confirmer le modéle de la double couche lipidique

( ).






1.1.1Les lipides membranaires

Les lipides sont des corps gras insolubles dans I'eau et solubles dans les solvants
organiques non polaires. Ils sont constitués d’une téte polaire hydrophile et d’'une chaine
d’acide gras hydrophobe, ce qui en fait des molécules amphiphiles. Les lipides sont
extrémement divers et, sur une cellule unique, on peut en compter plus de 1000 especes
différentes (Van Meer, 2005). Les techniques les plus répandues pour évaluer la diversité des
composants lipidigues membranaires sont la chromatographie sur couche mince (TLC), la
chromatographie phase gazeuse (CPG) et la chromatographie phase liquide a haute
performance (HPLC). Pour des analyses plus fines, la CPG et la HPLC peuvent étre couplées a

un spectrometre de masse.

1.1.1.1 Les phospholipides

Les phospholipides font partie des lipides majoritaires de la MP. Par exemple, chez les
cellules de tabac, ils représentent 30 % des lipides de la MP (Cacas et al, 2015). La
phosphatidylcholine (PC) et la phosphatidyléthanolamine (PE) sont les phospholipides majeurs
des MP végétales (Mongrand et al, 2004).

La synthése des phospholipides est réalisée au sein du réticulum endoplasmique (RE ;
Ohlrogge & Browse, 1995) et commence avec |’acide phosphatidique (PA). Ce dernier est
produit par deux réactions d’acylations au niveau des C1 et C2 du glycérol-3-phosphate et
servira de précurseur a la synthése de tous les autres phospholipides. Cette caractéristique
fait du PA un régulateur de la synthése des autres phospholipides (Testerink & Munnik, 2011).
Le PA peut également étre obtenu par action des phospholipases D sur les phospholipides
préexistants ou par exemple, par action d’une diacylglycérol kinase sur le diacylglycérol (DAG,
Wang, 2006).

La premiére étape permettant la formation des autres phospholipides est la production
de DAG puis de cytidine diphosphate diacylglycérol. Les différents phospholipides seront
ensuite formés selon trois voies différentes le long desquelles I'attribution de tétes polaires

phosphatées différentes participera a leur diversité :

- Une voie dérivée de la cytidine diphosphate diacylglycérol permet la formation de

phosphatidyl inositol (Pl), phosphatidyl sérine (PS) ou phosphatidyl glycérol (PG)
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Figure 3. Structure générale des phospholipides les plus communs et des tétes polaires qui leur
sont associées. Les phospholipides sont constitués de deux chaines d’acides gras (en orange)
estérifiées en position C1 et C2 d’un glycérol (en bleu). Les chaines d’acides gras peuvent varier en
longueur et en niveau d’insaturation. Un groupement phosphate est attaché au glycérol par une
liaison phosphodiester au niveau du C3. Un groupement polaire (en gris) lui est lié. Les
groupements polaires les plus communs sont I’hydrogene (PA), I’éthanolamine (PE), la choline (PC),
la sérine (PS), le glycérol (PG), le phosphatidylglycérol (CL) et I'inositol (Pl). Modifié d’aprés Danne et

al, 2014.



- Une voie dérivée du DAG génére la PC et la PE

- La derniére voie de formation passe par des échanges de téte polaire entre
phospholipides (Bohn et al, 2001 ; Brown & DuPont, 1989 ; Grandmougin et al,
1989 ; Lynch & Steponkus, 1987 ; Norberg & Lijenberg, 1991 ; Palta et al, 1993 ;
Uemura et al, 1995 ; Uemura & Steponkus, 1994 ; Wright et al, 1982 ; Yoshida et al,
1986).

Les phospholipides sont donc formés a partir d’un squelette de glycérol estérifié par des
acides gras, sur lequel une téte polaire phosphatée est fixée ( ). Ces lipides sont trés
divers de par les différentes tétes polaires existantes. Leur représentativité respective est, elle
aussi, trés variable : par exemple, le PA, le Pl, la PS et le PG représentent 20 a 35 % des
phospholipides totaux alors que la PE et le PC, qui sont les phospholipides majoritaires chez
les cellules végétales, représentent 65 a 80 % des phospholipides (Wright et al, 1982 ; Brown
& DuPont, 1989 ; Grandmougin et al, 1989 ; Lynch & Steponkus, 1987 ; Norberg & Lijenberg,
1991 ; Palta et al, 1993 ; Uemura et al, 1995 ; Uemura & Steponkus, 1994). Enfin, la partie
hydrophobe des glycérophospholipides, qui correspond aux deux chaines d’acides gras
( ), est-elle aussi extrémement variable (longueur et nombre de doubles liaisons,
insaturations, etc.). Les chaines d’acide gras les plus représentées au sein des membranes
plasmiques végétales sont I'acide palmitique (16:0), I’acide linoléique (18:2(9,12)) et I'acide
linolénique (18:3(9,12,15)) (Norberg & Lijenberg, 1991 ; Palta et al, 1993 ; Bohn et al, 2001)

représentant respectivement 20, 60 et de 7 a 26 % des acides gras totaux.

1.1.1.2 Les sphingolipides

Les sphingolipides sont un groupe trés divers de lipides. Cette classe de lipides peut
représenter jusqu’a 10 % des lipides totaux présents chez Arabidopsis thaliana (Dunn et al,
2004), chez qui on en compte 168 espéces différentes (Markham & Jaworski, 2007). Les
sphingolipides sont regroupés en 4 grands groupes : les long chain base (LCB), les céramides,
les glycosylcéramides et les Glycosyl Inositol PhosphoCéramides (GIPC) qui représentent
respectivement 0, 5, 2, 34 et 64 % des sphingolipides totaux chez A. thaliana (Markham et al,
2006a). Dans des cellules de tabac BY-2, les GIPC peuvent représenter jusqu’a 40 % des lipides
de la MP (Cacas et al, 2016).
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Figure 4. Structure générale de quelques bases sphingoides présentes chez les plantes. Chez les
sphingolipides, un aminoalcool fixe un premier acide gras (en orange). Selon le nombre et la
position des insaturations (ovale grisé) portées par cet acide gras, la base sphingoide peut varier.
Modifié d’aprés Sperling and Heinz, 2003.



Les sphingolipides sont le fruit de I'association d’une sérine et de palmitoyl-CoA réalisée
par une palmitoyl-transférase (Chen et al, 2006). Leur synthése débute au niveau du RE et est
finie au niveau de I'appareil de Golgi (Van Meer, 1989 ; Vacaru et al, 2009 ; Breslow &
Weissman, 2010). Dans les cellules animales, les sphingolipides sont transportés de maniére
vésicule dépendante et indépendante. Par exemple, leur transport entre le RE et 'appareil de
Golgi peut étre réalisé via des protéines particuliéres : les ceramide transfert protein (CERT ;
Kudo et al, 2008). Chez les végétaux aucun équivalent de ces protéines CERT n’a été identifié
et les informations manquent sur le transport vésiculaire et non-vésiculaire des sphingolipides
(Hurlock et al, 2014). Cependant, ils ont été localisés au niveau des endosomes tardifs et du

tonoplaste ou ils comptent pour 10 a 20 % des lipides membranaires totaux.

Les 4 grands groupes existants sont formés a partir de 8 bases sphingoides différentes
(Sperling & Heinz, 2003 ; Dunn et al, 2004 ; ) et se différencient selon leur structure.

Ainsi :

- Les LCB sont le fruit de la condensation d’une sérine et de palmitoyl-CoA et
représentent 0,5 % des sphingolipides totaux chez les feuilles d’A. thaliana (Dunn et
al, 2004 ; Markham et al, 2006b).

- Les céramides, formées par amidification d’un LCB par un acide gras de 14 a 28
carbones (Dunn et al, 2004 ; Konig et al, 2012), représentent 2 % des sphingolipides
totaux dans les feuilles d’A. thaliana (Markham et al, 2006b).

- Les glycosylcéramides sont formés par I’'ajout d’un (ou plusieurs) résidus glycosylés
a une base céramide.

- Les GIPC dont la synthése débute par la fixation d'une téte polaire inositol
monophosphate sur une base sphingoide qui produit un inositol phosphocéramides
(IPC) dont I’association avec des résidus glycosylés donnera un glycosyl inositol

phosphocéramide (Spassieva & Hille, 2003 ; Dunn et al, 2004).

Les deux derniéres familles citées représentent 90 % des sphingolipides chez les

végétaux (Markham et al, 201 3).

Ces différentes classes et les modifications structurelles qu’elles peuvent subir sont a
I’origine des différents niveaux de solubilités, de charges, de formes et de tailles présentés

par les sphingolipides. En effet, en raison des nombreuses associations possibles entre téte
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Figure 5. Structure générale des sphingolipides présents chez les plantes. Les sphingolipides sont
des lipides complexes résultant de I'amidification d’un acide gras (en orange) sur une base
sphingoide (en bleu) comportant quatre modifications possibles (sur fond gris) : I'nydroxylation ou
la désaturation en (E) en C-4, et la désaturation en (E) ou (Z) en C-8, ce qui entraine sept LCB
fréquents. Ces LCB sont liés a plus de 10 groupes acyle gras différents (en orange), qui a leur tour
varient en a-hydroxylation, en longueur de chaine et en insaturation w9. Plusieurs classes sont
différenciées selon le radical ajouté a ces différentes bases (en vert). Modifié d’aprés Sperling and
Heinz, 2003.
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Figure 6. Structure des principaux phytostérols. La structure du noyau stérane est conservée. Un
groupe méthyle ou éthyle en C24 différencie respectivement le campestérol et les sitostérol et
stigmastérol. Ce dernier se caractérise en plus par une double liaison en position C22.



polaire et résidus glycosylés, une trés grande diversité peut étre observée avec, par exemple,
21 tétes polaires différentes identifiées chez les GIPC végétaux (Cacas et al, 2013 ; Buré et al,
2014 ; ). De plus, les différentes longueurs de chaines acyles possibles (composées de
16 a 26 atomes de carbones) augmentent encore les possibilités de diversification de cette
famille de lipides (Markham et al, 2006a).

1.1.1.3 Les stérols

Les stérols sont trés importants dans la composition de la MP. De fait, ils y sont trés
abondants, avec un taux variant de 20 a 50 % des lipides totaux selon I’espéce et I’organe
considérés (Tavernier et al, 1993 ; Warnecke & Heinz, 2003). Par exemple, dans la feuille la
proportion de stérols représente 38 % des lipides totaux chez A. thaliana (Uemura et al,

1995) ; elle estde 41 % chez le blé et monte a 47 % chez le seigle (Uemura & Steponkus, 1994).

Les stérols libres sont des dérivés d’isoprénoides synthétisés au niveau cellulaire dans
le RE via la voie du mévalonate (Valitova et al, 2016). Le fait que leur présence se situe
essentiellement au niveau de la MP et de I'appareil de Golgi (Hartmann & Benveniste, 1987)

laisse penser que leur transport depuis le RE se fait trés rapidement aprés leur syntheése.

Les stérols sont formés d’un noyau stérane (structure rigide composée de 4 cycles), d’un
groupement hydroxyle en position C3 et d’'une chaine latérale composée de 8 a 10 atomes de
carbone (Bloch, 1992 ; ). Dans le régne végétal, il en existe plus de 200 différents. lls
varient selon la position des doubles liaisons dans le noyau stérane et/ou la longueur et le
nombre d’insaturation(s) de la chaine latérale (Lefebvre et al, 2007 ; Mongrand et al, 2004 ;
Palta et al, 1993). Plus précisément, ils se différencient selon la présence d’une insaturation
en position 22 dans le cas du stigmastérol, et d’'une longueur différente de la chaine alkyle
greffée sur le carbone 24 : un seul carbone dans le cas du campestérol, deux pour le sitostérol

et le stigmastérol (Schaller, 2004 ; ).

Les formes libres des stérols représentent 70 a 90 % des stérols en fonction de I’espéce
et de I'organe considérés, et il peut y avoir jusqu’a environ 30 stérols libres différents au sein
d’une méme plante, comme par exemple dans les racines de mais (Valitova et al, 2016). Les
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Steryl glycosides Acyl steryl glycosides

Figure 7. Représentation schématique des stérols conjugués. La structure d’un steryl-glycoside (a
gauche) et d’un acyl-steryl- glycoside (a droite) présente, greffé(e)s en C3 sur le noyau stérane, a la
place du groupe hydroxyle normalement trouvé a cet endroit sur la forme libre des stérols, des
sucres et/ou des chaines acyled (montrés sur la figure par un cercle rouge). (Modifié d’aprés Ferrer
et al,2017).



principaux stérols rencontrés chez les végétaux sont le sitostérol, le campestérol, le
stigmastérol et le fucostérol. lls peuvent représenter différentes proportions de la MP en
fonction de I'espéce considérée. Chez A. thaliana, par exemple, il y a 64 % de sitostérol, 11 %
de campestérol, 6 % de stigmastérol et 3 % de fucostérol (Benveniste, 2004). Chez les cellules
de tabac BY-2, le sitostérol, le campestérol et le stigmastérol constituent 95 % des stérols
totaux (respectivement 32, 27 et 34 % ; Roche et al, 2008a).

On peut aussi trouver les différents stérols sous formes conjuguées a des sucres et/ou
des chaines acyles. Ainsi, les stérols conjugués, spécificité des membranes végétales, sont le
fruit de la condensation d’un stérol avec un ose au niveau de son groupe hydroxyle pour
donner des stéryl-glycosides (SG). Le principal ose qui compose les SG est le glucose, mais on
retrouve aussi le galactose, le xylose et le mannose (Kovganko et al, 1999). Les SG peuvent
ensuite eux-mémes étre modifiés par I’ajout d’un groupement acyle en position C6 de I'ose
pour former les acyl-stéryl-glycosides (ASG, ). Ces formes conjuguées représentent

généralement moins de 20 % des stérols totaux (Ferrer et al, 2017).

1.1.2Les protéines membranaires

Lorsque la tension interfaciale de la MP a été mesurée comme nulle, alors que celle d’une
interface eau-huile ne I'est pas, il a été suggéré que des protéines comptaient parmi les
composants de la MP, provoquant une chute de cette tension interfaciale (Danielli & Davson,
1935). Ce sont donc les protéines membranaires qui permettent de diminuer la tension de
surface de la MP, participant de ce fait a son intégrité. Selon leur structure, elles pourront
également influencer localement la courbure de la MP (Simunovic et al, 2016 ; Lee et al, 2005).
De plus, par leurs fonctions trés diverses, elles permettent a la MP d’étre plus qu’une simple

séparation entre la cellule et son environnement.

Dans les cellules de tabac BY-2, des analyses de MP purifiées ont démontré qu’il existe,
au sein de la MP, un rapport protéine/lipide de 1/1 (m/m ; Mongrand et al, 2004). Le rapport
molaire entre protéines et lipides est de I’ordre de 1 molécule de protéine pour 100 molécules
de lipides (Granner, 1996). On notera que ce rapport peut varier en fonction de I’espéce, du
type cellulaire ou des conditions de croissance. Ainsi, chez le riz et A. thaliana, des analyses
génomiques ont permis d’estimer a 20-30 % le nombre de génes codant des protéines qui

pourraient étre transmembranaires (Stevens & Arkin, 2000; Komatsu, 2008).

Les protéines membranaires peuvent étre séparées en deux grands groupes : les

protéines périphériques et intégrales. Les protéines périphériques ne pénétrent pas dans la
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Figure 8. Représentations schématiques de la membrane plasmique. A, Modele de la mosaique
fluide tel qu’imaginé par Singer et Nicolson en 1972. Dans ce modéle, une mer constituée d’une
bicouche homogéne de phospholipides forme le support au milieu duquel les protéines sont
enchassées. B, Modéle de la mosaique fluide tel que revisité par Nicolson en 2013. Dans cette
« nouvelle » représentation, la diversité des composants de la membrane et les interactions qu’ils
peuvent mettre en place sont considérées.



MP et ne lui sont liées que par des hélices alpha, des boucles hydrophobes ou des liaisons
électrostatiques avec des lipides (Harlan et al, 1995). Les protéines intégrales possédent une
région hydrophobe qui leur permet de pénétrer partiellement, ou d’étre enchassées dans la
MP. Chez A. thaliana et Nicotiana tabacum, respectivement, 51 et 61 % des protéines
membranaires possédent un (ou plusieurs) domaine(s) transmembranaire(s) (Marmagne et al,
2004 ; Morel et al, 2006). D’autres régions de ces protéines, hydrophiles, sont en contact avec
le cytoplasme ou le milieu extracellulaire. Les protéines peuvent également prendre la forme
de tonneaux béta qui, une fois enchassés dans la MP, permettront le passage de certaines
molécules (vers I'intérieur ou I’extérieur des cellules) de maniére relativement spécifique. Les
protéines membranaires peuvent donc remplir une grande diversité de fonctions. Elles vont
permettre de transmettre a I'intérieur de la cellule des informations sur le milieu extérieur,
mais aussi étre le point de départ de cascades de signalisations qui permettront a la cellule de

répondre de maniére appropriée aux variations de son environnement, biotique ou abiotique.

1.2 La structure de la membrane plasmique

1.2.1Lorganisation latérale des composants membranaires

1.2.1.1 Le premier modeéle de la mosaique fluide

Au niveau moléculaire, la MP est donc un assemblage, majoritairement, de lipides et de
protéines. L’'un des premiers modéles tentant de la décrire a été baptisé modeéle de la
mosaique fluide par Singer et Nicolson (1972). Dans ce modele des protéines intégrales,
pouvant se lier a des glucides (pour former des glycoprotéines) ou a des lipides (lipoprotéines),
sont séparées par de vastes zones composées de lipides (on parle de « mer de lipides »), cet
ensemble formant une mosaique de lipides et de protéines ( ). Ainsi leur hypothése
est que la membrane est un fluide visqueux bidimensionnel de protéines et de lipides en
équilibre thermodynamique (Singer & Nicolson, 1972). Les lipides forment ainsi la matrice et
servent de solvants aux protéines, et les différents composants peuvent alors présenter une
mobilité latérale. Ce modele anticipait déja des interactions entre protéines et de possibles
variations de I’épaisseur de la membrane en fonction de sa composition locale. Par contre, il
envisageait une distribution aléatoire des protéines a la surface des membranes, due a
I’observation de la localisation d’alpha globulines marquées par des anticorps liés a de la
ferritine (Singer & Nicolson, 1972).
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Figure 9. Effet de la géométrie des différents lipides sur leur assemblage spontané. Les lipides en
forme de cone (comme le phosphatidylinositol) tendent a s’organiser en micelles sphériques. Ceux
en forme de cOne tronqué tendent a produire des micelles cylindriques, ou des bicouches qui se
vésicularisent, selon la largeur de leur base. Les lipides en forme de cylindre (dont nombre de
phospholipides, comme la phosphatidylcholine) tendent a s’assembler en lamelles, correspondant a
la bicouche a I'origine des membranes biologiques. Des lipides avec une géométrie de cone inversé
(comme les stérols) tendent a s’associer en sphere inversée avec leur téte polaire vers l'intérieur
d’une micelle inversée. Modifié d’aprés Leite et al, 2015.



Depuis, notre représentation de la MP a été largement complétée. De fait, la MP est un
systeme extrémement complexe et la vaste hétérogénéité de ses composants fut
(re)découverte au fil des avancées techniques, notamment en utilisant des méthodes de
purification et de visualisation de la MP (Mongrand et al, 2004 ; Van Leeuwen et al, 2007). Des
méthodes de suivi moléculaire, comme le Single Molecular Tracking, ont, par exemple, montré
la forte mobilité latérale des différents composants de la MP, lipides comme protéines (Li et
al, 2011 ; Sahl et al, 2010). Des approches de modélisation ou de biophysiques ont permis de
mettre en évidence les différentes interactions qui peuvent avoir lieu entre ces composants
(Rosetti & Pastorino, 2010 ; Krause et al, 2014), mais aussi avec d’autres structures cellulaires
(Chichili & Rodgers, 2009). Le modéle in fine a été revisité pour tenir compte de ces avancées,
tout en conservant son nom de « Fluid-Mosaic Membrane Model » afin de souligner

I'importance de I’aspect de mosaique (Nicolson, 2014 ; ).

1.2.1.2 La notion de degre d’ordre

De fait, les lipides sont des molécules amphiphiles constituées d’une téte polaire et de
chaines acyles hydrophobes. Selon la taille de la téte polaire et le niveau d’insaturation des
chaines hydrophobes, les lipides peuvent avoir des géométries différentes qui influenceront
I’encombrement stérique de la molécule (Seddon et al, 1997 ; Mouritsen, 2005 ; Frolov et al,
2011 ; Sprong et al, 2001 ; Cullis et al, 1986). Par exemple, les différentes tétes des
phospholipides ont des volumes trés différents (en A) variant de 9,8 pour le PA a 105,5 pour
le PI, méme si globalement ils se tiennent avec des volumes de 72,8, 61,6 et 40,8 pour PC, PS
et PE respectivement (DiNitto et al, 2003). Aussi, la hausse du nombre d’insaturations des
chaines acyles (en conformation cis, et présentant alors un « coude » dans la linéarité des
chaines d’acide gras) augmente I’encombrement stérique du lipide (Rosetti & Pastorino, 2010).
Certains lipides vont ainsi pouvoir s’imbriquer les uns avec les autres formant des structures
locales plus ordonnées. Par exemple, la minuscule téte hydrophile du cholestérol lui donne
une forme conique, alors que I’addition de divers substituants sur la téte polaire des
sphingolipides induit leur forme conique inversée (Israelachvili et al, 1980). Au contraire, un
rapport équilibré entre les espaces occupés respectivement par la téte polaire et la queue
hydrophobe confére une forme plutét cylindrique a un lipide tel que la PC. Cette derniére

structure est notamment responsable de la formation spontanée de liposomes ( ).

La cohésion de la bicouche lipidique dépend aussi des interactions entre les lipides
voisins. On peut citer principalement les forces de Van der Waals correspondant a des liaisons

de faible énergie (mais souvent nombreuses) entre les chaines hydrophobes, ou encore les
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ponts hydrogénes correspondant a des liaisons électrostatiques fortes entre les tétes polaires
(Pascher, 1976). Ainsi, en fonction de leur nature, les lipides vont s’organiser de maniére
particuliere, et des interactions fortes comme une structure complémentaire vont pouvoir
induire un agencement plus ou moins structuré et compact de la MP (Pandit et al, 2004 ; Xu &
London, 2000 ; Simons & lkonen, 2000). Il est a noter que cet agencement correspond a la
conformation de plus faible énergie (Mouritsen, 1991). Cependant, la grande diversité de leur
composition lipidique implique que les membranes biologiques présenteront obligatoirement
des imperfections dans cet agencement optimal. Un parameétre biophysique permet de
quantifier le niveau de structuration (ou de compaction) de la MP : le « degré d’ordre ». Le
degré d’ordre se base principalement sur les anomalies de [|’organisation et refléte
I’agencement collectif des lipides, mais aussi I'intensité et le nombre des interactions fortes
et faibles qui se forment entre les constituants membranaires (Kaiser et al, 2009 ; Owen et al,
2012).

1.2.2Séparation de phases sur membranes isolées

Le résultat de ces interactions préférentielles entre certaines espéces lipidiques est
I’existence d’une partition en deux phases au sein des membranes modéles. Celle-ci a été
identifiée pour la premiére fois en 1981 sur une membrane composée de PC et de cholestérol
(Recktenwald & McConnell, 1981). Ainsi il a été montré que l'organisation des bicouches

lipidiques n’est pas homogéne mais compartimentée.

1.2.2.1 Les difféerents états physiques et thermodynamiques des membranes

Afin de mieux comprendre les différents états de phase des lipides dans les membranes,
prenons I'exemple de I'eau. L’eau présente trois différents états de phase, solide en dessous
de 0°C, liquide entre 1 et 100°C et gazeux au-dessus de 100°C. Le passage d’une phase a une
autre est donc défini par ce qu’on appelle la température de transition de phase (Tm) et le
passage d’une phase a I'autre est réversible en modifiant la température. Dans le cas de 'eau,
la Tm est dépendante de la pression : la Tm entre I’état liquide et gazeux est plus faible si la
pression est moins importante (seulement 80°C en haut de I’Himalaya, par exemple). Mais la
Tm est également dépendante des solutés contenus dans I’eau, comme par exemple I'ajout
de sel sur la glace qui réduit la température a laquelle elle va fondre. Il est également important
de comprendre que la transition de phase est un phénomeéne coopératif entre les molécules.

Les différents états de phase de I’eau présentent également des niveaux d’organisation
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Figure 10. Effet de la température de transition de phase et de I'ajout de cholestérol sur I’état de
phase des membranes. L’augmentation de la température (au-dessus de celle de transition de phase
du lipide, Tm) provoque une baisse du niveau d’ordre des chaines acyles des phospholipides
(passage de la phase solide ordonnée, So a la phase liquide désordonnée, Ld). L’ajout de cholestérol
(en rouge) induit une augmentation du niveau d’ordre des chaines acyles et provoque un
changement de I'état de phase des membranes (passage de la phase Ld a la phase liquide
ordonnée, Lo). D’aprés Fantini et al, 2002.



différents : a I’état solide, les molécules sont plus ordonnées et présentent une disposition
réguliéere (comme le cas des cristaux) ; a I’état liquide, les molécules, bien qu’en contact les
unes avec les autres ont une mobilité latérale élevée. Tous ces principes physiques trés
généraux peuvent étre appliqués aux lipides, qu’ils soient disposés en monocouche ou en
bicouche (Mouritsen, 2005).

Ainsi la séparation de phases sur membranes modéles est le résultat d’un agencement
collectif d’une espéce de lipides. Cet agencement dépend de la nature de I'espéce lipidique,
de la température du systéme étudié et du niveau d’hydratation de la membrane considérée.
Ces agencements sont le fruit d’arrangements spatiaux des atomes des lipides (plus
particulierement entre les atomes de carbone des chaines acyles) dans la bicouche lipidique
(Lentz et al, 1980 ; Hjort Ipsen et al, 1987). L’association des lipides d’'une méme espeéce au
sein d’'une membrane modéle tend vers la conformation requérant le moins d’énergie. Dans
cette conformation, toutes les liaisons C-C des chaines acyles sont saturées, les interactions
entre chaines acyles des lipides sont maximales et la diffusion latérale des lipides est presque
nulle. Dans ce cas, la phase obtenue est dite phase gel ou solide ordonnée (So ; Mouritsen,
1991).

1.2.2.2 La notion de transition de phase

L’augmentation de la température d’un systéme provoque une hausse des mouvements
de rotation au niveau des liaisons C-C (Pucadyil & Chattopadhyay, 2007 ; Vaz et al, 1985). Ces
mouvements de rotation vont induire un état désordonné des chaines acyles. Ceci donnera
haissance a un nouvel état de phase dit liquide désordonné (Ld, ), au sein de laquelle

la diffusion latérale des lipides est plus élevée.

La température permettant a une membrane constituée d’une seule espéce lipidique de
passer d’une phase So a une phase Ld est la Tm (Mabrey & Sturtevant, 1976 ; Xie et al, 2002).
Cette température est spécifique pour chaque espéce lipidique. Elle est influencée par la
structure des lipides ; ainsi, la téte polaire (Pluschke & Overath, 1981 ; Blume & Ackermann,
1974), la longueur des chaines carbonées (Shimshick & Mcconnell, 1973 ; Marsh, 1991) et leur
hiveau d’insaturation (London & Brown, 2000 ; Silvius et al, 1979) seront déterminants pour
la valeur de Tm. Par exemple, plus les chaines acyles sont longues, plus la Tm est élevée et

plus les chaines acyles comportent d’insaturations, plus la Tm est faible.
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1.2.2.3 La phase liquide ordonnée

En poursuivant les expérimentations sur membranes modéles, un autre état de phase a
pu étre mis en évidence sur des mélanges plus complexes. En effet, sur des membranes
composées d’un lipide a chaine acyle saturée et de cholestérol, I’émergence d’une phase
intermédiaire entre So et Ld, dite phase liquide ordonnée (Lo) a été constatée en jouant sur la
concentration en cholestérol et en se placant au-dessus de la Tm du lipide considéré (Vist &
Davis, 1990 ; ). En dessous de la Tm du lipide, il y a une séparation entre la phase So
et la phase Lo si la concentration en stérols est augmentée. En se placant au-dessus de la Tm
du lipide, la concentration en cholestérol requise pour constater une séparation de phase Lo-
Ld est plus faible (Heberle et al, 2010). En fait, le cholestérol est a la fois miscible dans les
phases So et Ld, provoquant une désorganisation de la premiére et une organisation de la
seconde (Sparr et al, 2002). Cet effet paradoxal du cholestérol sur les phases Ld est dii a son
effet condensateur. En bref, la surface occupée par un méme nombre de molécules de
cholestérol et de phospholipides, mis en solution séparément, est plus importante que celle
d’un mélange des deux (Hancock, 2006). L'effet du cholestérol est dépendant du degré
d’insaturation des lipides qui I’environnent, un environnement riche en lipides a chaines acyles
saturées permettant un plus fort effet condensateur (Greenwood et al., 2006). Cette phase Lo,
« intermédiaire » entre So et Ld, est plus ordonnée que la phase Ld du point de vue de la
conformation des chaines acyles, mais plus désordonnée du point de vue de la position latérale
des molécules (Nielsen et al, 1999). D’autres études ont montré des propriétés particuliéres
pour ces phases Lo, comme une plus large épaisseur (Sankaram & Thompson, 1990 ; Pencer
et al, 2005), une organisation plus condensée et une structure plus rigide (Stottrup & Keller,
2006 ; Hancock, 2006). Ces phases Lo peuvent coexister dans une méme membrane avec les
phases Ld (Heberle & Feigenson, 2011). En conclusion, la seule définition consensuelle de ces
phases Lo propose que leur formation soit dépendante de la présence de cholestérol, et les
analyses de résonance magnétique nucléaire (RMN) montrent une conformation trans de
I’ensemble des chaines hydrocarbonées des lipides qui s’y trouvent (Polozov & Gawrisch, 2006
: Miao et al, 2002).

1.2.2.4 Observations de séparation de phases sur systemes artificiels

Les propriétés biophysiques des phases Lo ont été étudiées principalement sur
membranes modeéles, par exemple par microscopie a force atomique (AFM). Cet outil, via la
mesure de la réponse engendrée par une déformation physique de la membrane a I’aide d’une

fine pointe, a permis d’une part d’évaluer I’élasticité de surface des phases Lo comme trés
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restreinte (Giocondi et al, 2009), et d’autre part d’évaluer la taille de ces phases entre 15 et
70 nm selon la composition lipidique de la membrane modéle étudiée (Milhiet et al, 2001).
Sur des bicouches supportées fabriquées a partir de dioléoylphosphatidylcholine (DOPC)/
Sphingomyéline (SM ; 1/1, mol/mol) comportant différentes proportions de cholestérol, I’AFM
a permis d’identifier des régions de membrane plus « rigides », d’une taille de 10 a 100 nm,
surélevées de 1 nm et occupant 21 % de la surface de la membrane. Sur ces membranes, I’ajout
de 2, 5, 10 ou 15 % (mol) de cholestérol ne provoque pas de changement dans I'apparence
des domaines, excepté peut-étre une légere augmentation de leur taille. Avec 25 % de
cholestérol, les domaines sont bien plus larges (jusqu’a 1 pm) et moins réguliers et couvrent
environ 41 % de la surface de la membrane. Avec 30 % de cholestérol, les domaines couvrent
58 % de la bicouche et la différence de hauteur entre les deux types de domaine diminue a 0,6
nm. A 50 % (mol) de cholestérol, les domaines atteignent une taille supérieure a 10 pm,
couvrent environ 50 % de la surface de la membrane et la différence de hauteur entre les
domaines est de 0,4 nm. La SM et le DOPC sont saturés par le cholestérol, mais une séparation
de phases reste observable (Rinia & De Kruijff, 2001). Ces résultats ont permis de déterminer
que la taille des phases Lo pouvait étre influencée par la concentration de cholestérol. Mais
I'influence de la température a également été étudiée. Sur des GUV ternaires de DOPC/1,2-
dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC)/cholestérol, des expériences de RMN couplées a de la
microscopie ont permis de montrer qu’il existait une partition de phases. Dans ce systéme,
les phases Lo montrent un diamétre variable selon la température. Ainsi, pour des
températures inférieures a la Tm, les phases Lo sont plus étendues qu’a une température
supérieure a la Tm (Veatch et al, 2004). L'utilisation de la « Férster resonance energy transfer »
(FRET) sur des LUV binaires de PC/cholestérol ou ternaires de 1-palmitoyl,2-oléoyl-sn-
glycerophospho-choline (POPC)/ N-palmitoyl-D-sphingo-myéline (PSM)/cholestérol a permis
d’observer la présence de phases Lo de 20 a 100 nm (sur les LUV binaires) et supérieures a
100 nm (sur les LUV ternaires ; De Almeida et al, 2005). Ainsi, la formation et les dimensions
des phases Lo sont influencées par la concentration en cholestérol et la température du

systéme étudié.

Le comportement du cholestérol au sein de membranes modéles est bien décrit dans la
littérature. Cependant, les MP végétales contiennent un trés grand nombre de stérols
différents, qui peuvent de plus étre trouvés sous forme conjuguée. Ces phytostérols ont des
capacités variables a former des phases Lo, les plus efficaces étant le campestérol et le
sitostérol. Le stigmastérol, quant a lui, ne montre aucune propension a promouvoir la
formation des phases Lo (Grosjean et al, 2015). De méme, les SG et les ASG vont voir leurs
propriétés biophysiques modifiées (Ferrer et al, 2017), avec une considérable augmentation

de leur capacité a interagir avec leur environnement membranaire et a former des phases Lo
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(Grosjean et al, 2015). D’autres stérols issus d’algues, notamment le fucostérol et le
desmostérol ont été étudiés sur GUV de DOPC/DPPC/stérols (ratio molaire 2/2/1) et
promeuvent la formation de phases Lo, mais de maniere moins efficace que le cholestérol
(Mouritsen et al, 2017).

De fait, les stérols, quels qu’ils soient, sont des molécules non polaires constituées
d’un anneau tétracyclique doté d’un radical hydroxyle a ’'une de leurs extrémités et une courte
chaine hydrocarbonée a 'autre. Dans les membranes (modéles ou biologiques), les stérols
sont positionnés de facon telle que le radical hydroxyle est situé juste en dessous de I'interface
aqueuse alors que la courte chaine carbonée est dirigée vers le centre de la bicouche lipidique.
L’axe de la longueur des stérols est ainsi a peu prés paralléle aux chaine d’acides gras des
lipides environnants (Khelashvili & Harries, 2012). Cette disposition place [|’anneau
tétracyclique rigide du stérol au niveau de la partie haute des chaines carbonées des lipides
environnants. Cette configuration spatiale induit alors une réduction du mouvement des
chaines carbonée et une hausse du degré d’ordre, de I'épaisseur et de la rigidité de la
membrane considérée (McMullen et al, 2004). La microscopie a force atomique (AFM) a
confirmé I'importance des stérols dans la formation et le compactage des phases Lo. De fait,
la déplétion d’une molécule de cholestérol nécessite plus d’énergie dans une phase Lo que
dans le reste de la membrane (Stetter et al, 2014). De maniére intéressante, le cholestérol
précipite a partir des bicouches de PC uniquement lorsque sa fraction molaire est de 66 %.
Une analyse thermodynamique par une simulation de Monte-Carlo révéle que |'énergie
d’interactions entre le cholestérol et 4 PC différentes ne permet pas d’expliquer un saut du
cholestérol hors de la bicouche. Un autre modele peut étre proposé. Dans le « Umbrella
model » (modeéle parapluie), la grosse téte polaire des phospholipides vient couvrir la téte
apolaire du cholestérol, réduisant ainsi son exposition au milieu aqueux (Huang & Feigenson,
1999 ; Ramstedt & Slotte, 1999 ; Fantini et al, 2013). Une augmentation de la proportion de
cholestérol dans la bicouche induit alors une réorientation des tétes des phospholipides afin
de couvrir plus de surface, provoquant une hausse du niveau d’ordre des chaines acyles et du
cholestérol. Si la quantité de cholestérol augmente encore, le nombre d’interactions
cholestérol-cholestérol croit aux dépens des interactions entre cholestérol et chaines acyles
des phospholipides, augmentant le colit énergétique des interactions cholestérol-cholestérol.
Lorsque la limite de couverture des phospholipides est atteinte, le cholestérol est exposé a
I’eau et pour diminuer le niveau d’énergie libre global (entropie) du systéme, le cholestérol

précipite. La différence de fraction molaire a partir de laquelle le cholestérol précipite entre
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Figure 11. A, Représentation schématique de I'effet des associations préférentielles entre
cholestérol et sphingolipides au sein de membranes modéles. Dans une membrane modeéle
constituée de phospholipides, sphingolipides et stérols, les affinités entre lipides différent et des
associations privilégiées entre sphingolipides et stérols se mettent en place. Un enrichissement
local de ces deux familles et leur forte interaction provoquent la formation de phases Lo. D’aprés
Fantini et al, 2002. B, Représentation schématique des interactions existant entre une molécule de
cholestérol et un sphingolipide. Modélisation des liaisons hydrogénes (en jaune) et des forces de
Van der Waals (en bleu) liant le cholestérol et un sphingolipide. Ce type de représentation montre
aussi le recouvrement possible de la petite téte du cholestérol par la grosse téte du sphingolipide
lorsqu’ils sont enchassés dans la bicouche. Modifié d’aprés Fantini et al, 2016.



les bicouches de PC et PE (55 %) pourrait traduire la différence de tailles entre les tétes polaires
de ces deux phospholipides. Ce modele permettrait ainsi d’expliquer physiquement I'effet

condensateur du cholestérol sur les membranes (Huang & Feigenson, 1999).

La conformation trans des chaines acyles permet un plus grand nombre de liaisons de
Van der Waals entre les lipides et les stérols, privilégiant ainsi les associations entre stérols et
lipides a chaines acyles saturées (Huster et al, 1998). Récemment, une étude trés compléte
sur les interactions entre cholestérol et phospholipides a montré I'étendue de I'influence de
I’affinité différentielle du cholestérol pour les différents phospholipides sur la formation de
phases Lo au sein de membranes modéles binaires. En utilisant I'acide trans-parinaric, les
interactions (le nombre de liaison hydrogénes notamment) entre cholestérol et phospholipides
ont été mesurées par RMN, et I'influence de celles-ci sur la capacité a promouvoir la formation
des phases Lo démontrée (Engberg et al, 2016). Parallelement, le DPPC, qui comporte deux
chaines acyles saturées, interagit plus fortement avec le cholestérol qu’avec le cholest-4-en-3-
one, dont le groupe polaire supplémentaire en position 3- réduit la capacité a former des
liaisons hydrogénes (Neuvonen et al, 2014). Ainsi, au sein de bicouches planes de DPPC, la
présence de cholestérol induit la formation de zones enrichies en stérols, alors que le cholest-
4-en-3-one, incapable de s’attacher aux lipides environnants, est distribué aléatoirement dans
la bicouche (Ben-Yashar & Barenholz, 1989). L’ensemble de ces exemples illustre I'importance
de la structure des différents composants membranaires dans leurs capacités a interagir et in

fine I'influence de ces interactions dans la formation de phases Lo.

Dans des vésicules artificielles, le cholestérol présente une plus forte affinité avec les
sphingolipides qu’avec les phospholipides (Ramstedt & Slotte, 2006 ; Pinto et al, 2013 ;
Collado et al, 2005 ; Sankaram & Thompson, 1990 ; Frazier et al, 2007 ; ), et ce,
méme a longueurs de chaines acyles équivalentes. Ainsi, la longueur des chaines acyles n’est
pas le seul élément déterminant dans les interactions préférentielles entre stérols et lipides
(Lonnfors et al, 2011). Dans une membrane artificielle ternaire composée de phospholipides,
stérols et sphingolipides, des interactions privilégiées entre ces deux dernieres familles
géneérent la formation (De La Serna et al, 2004) et stabilisent la structuration de phases Lo.
Les groupements hydroxyles et amines des tétes polaires des sphingolipides permettent
d’établir un réseau complexe de liaisons hydrogénes avec le groupement hydroxyle du
cholestérol (Ramstedt & Slotte, 2002; Pascher, 1976; Mombelli et al, 2003). Des liaisons de
faibles énergies (de Van des Waals) entre les chaines acyles des sphingolipides et le cholestérol

participent et confortent ces interactions ( ). Ces éléments, démontrés a la fois par
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Figure 12. Séparation de phases sur membrane biologique. Photographie d’une observation en
microscopie confocale d'une vésicule purifiée a partir de surfactant pulmonaire de porc et marquée
avec du DilC18 (rouge) et du bodipy-PC (vert). Le DilC18 marque spécifiquement les phases Lo et le
BODIPY-PC les phases Ld. L’apparition de zones bien délimitées, a 37°C, démontre la coexistence de
ces deux phases au sein d'une méme membrane. Image modifiée a partir de Bagatolli et Mouritsen,
2013.



simulation informatique et méthode expérimentales, expliquent I’association forte au sein des
membranes artificielles et biologiques entre certains stérols et les sphingolipides (Ramstedt &
Slotte, 2002 ; Pascher, 1976 ; Mombelli et al, 2003). La caractérisation des propriétés
biophysiques de LUV de DOPC/DPPC/phytosphingolipides/phytostérol (ratio molaire
0,5/0,5/1/1) a montré que ce type d’association privilégiée est conservée chez les lipides

végétaux (Grosjean et al, 2015).

1.2.2.5 Observations de séparation de phases sur membranes biologiques

Les membranes de composition lipidiques artificielles, quel que soit le niveau de
complexité des mélanges, ne permettent pas d’atteindre celui des membranes biologiques.
L’utilisation de sondes fluorescentes présentant des affinités distinctes pour les phases Lo ou
Ld a permis d’observer une séparation de phases sur membranes modeéles d’origine
biologique. Pour exemples remarquables, le co-marquage par le DilC18 (présentant une
affinité pour les phases Lo) et le BODIPY-PC (présentant une affinité avec les phases Ld) montre
la coexistence de ces phases sur des membranes purifiées a partir de surfactant pulmonaire
de porc (Bagatolli & Mouritsen, 2013 ; ). De méme, le marquage avec du
naphthopyréne ou du CTB (Cholera-Toxin-B, pour marquer les phases Lo) et le R-DOPE (1,2-
dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine), le DilC16 et I’annexin V (couplés a la PS, pour
marquer les phases Ld) montre en microscopie confocale une séparation de phase sur des
vésicules géantes de MP (GPMV) produites a partir de cellules basophiles leucémiques et de
fibroblastes de rat (Baumgart et al, 2007). De maniére intéressante, les GPMV sont composées
d’un mélange naturel de lipides, et contiennent également un trés grand nombre des protéines
de la MP dont ils sont issus. Marquées, ces protéines membranaires présentent également des
affinités différentes pour les phases Lo et Ld (Baumgart et al, 2007). Ce systéme modeéle a
permis de montrer I’existence d’une séparation de phase sur de nombreuses membranes
biologiques différentes et leurs études a démontré, a I'instar des systémes artificiels, la
nécessité de la présence du cholestérol pour former les phases Lo (Levental et al, 2011 ; Sezgin
etal, 2012 ; Hammond et al, 2005 ; Winkler et al, 2017).

La microscopie bi-photonique combinée a un marquage avec du Laurdan (une sonde
fluorescente sensible a son environnement) a permis de proposer une séparation de phase
directement sur des macrophages THP-1 et des fibroblastes (Gaus et al, 2003 ; Klymchenko &
Kreder, 2014). Sur des membranes végétales, en utilisant la sonde di-4-ANEPPDHQ), la présence

de domaines Lo enrichis en stérols a été montrée a la surface du tube pollinique de Picea
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meyeri (Liu et al, 2009) ou des cellules de tabac BY-2 cultivées en suspension (Gerbeau-Pissot
etal, 2013).

1.2.3Les fractions résistantes aux détergents

Moins d’un an aprés la publication de I’article de Singer et Nicolson sur le modéle de la
mosaique fluide, une étude biochimique observait la coexistence de fractions solubles et
insolubles aux détergents lors de la purification de fractions de MP d ‘A. thaliana (Yu et al,
1973), suggérant ainsi que des sous-populations de membranes possédent des propriétés
biophysiques différentes. De fait, de fortes interactions locales entre lipides rendent des sous-
domaines particuliers moins accessibles a d’autres molécules, dont les détergents tels que le
triton X-100, méme a faible température, ce qui permet leur purification sous forme de
fractions membranaires insolubles (ou DRM pour Detergent Resistant Membranes ; Mongrand
et al, 2004). Des DRM ont été purifiés, par exemple, chez le tabac (Moscatelli et al, 2015), A.
thaliana (Borner et al, 2005) et Medicago truncatula (Lefebvre et al, 2007), démontrant ainsi
leur existence sur de nombreux modeéles végétaux. La caractérisation des fractions DRM révéle
leur enrichissement en stérols et en sphingolipides (Borner et al, 2005), mais aussi en certaines
protéines comme par exemple la flotiline 1 (Li et al, 2012) et la remorine (Szymanski et al,
2015) chez A. thaliana. On notera de maniéere intéressante que la formation de clusters de
remorine est dépendante de la présence de stérols chez le tabac, deux des composants
enrichis dans les DRM (Raffaele et al, 2009). Ainsi, des similarités entre les DRM, les phases
Lo et les domaines membranaires ont conduit a penser que les DRM pourraient étre la

contrepartie biochimique des domaines protéiques observés in vivo.

Cette approche a cependant été I’objet d’une controverse. En effet, des articles ont été
publiés alertan