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- Glossaire -

TERMES / SYMBOLES

DEFINITION

BIOLOGIE

Apo A-l, A-ll...

La partie en gras désigne les protéines appartariant

famille des apolipoprotéines.

R1-3, R4-19 et R20-24

Sous-domaines du domaine central de la dystrophi
R1-3 comprend les répétitions de 1 a 3,

R4-19 comprend les répétitions de 4 a 19 et
R20-24 comprend les répétitions de 20 a 24.

LPL, LH, LCAT, CETP, SRB1, ABC-1

Désignent respectivement des protéines impliquée
dans le métabolisme du cholestérol, qui sont les
suivantes :

Lipoprotéine Lipase (LPL),

Lipase Hépatique (LH),

Lecithin Cholesteryl Acyl Transferase (LCAT),
Cholesteryl Ester Transfer Protein (CETP),
Scavenger Receptor class B type | (SRB1)
ATP-binding Cassette transporter 1 (ABC-1).

'

VLDL, IDL, LDL, HDL

Désignent respectivement les lipoprotéines de tres
faible densité (Very Low density), de densité
intermédiaire (Intermediate Density), de faible slgnh
(Low Density) et pour finir de haute densité (High
Density).

HDL,, HDL3

Deux sous-classes associées aux HDL.

DPPC, DOPC, DMPC, DPPG, DOPS

Phospholipides suivants :

la dipalmitoyl-phosphatidylcholine (DPPC),
la dioléoyl-phosphatidylcholine (DOPC),

la dimyristoyl- phosphatidylcholine (DMPC)
le dipalmitoyl-phosphatidylglycérol (DPPG),
la dioléoyl-phosphatidylsérine (DOPS).

Phases G, LE, LC et S.

Phases Gazeuse (G), Liquide Expansé (LE), Liquid
Condensé (LC) et Solide (S) des phospholipides. L
transitions de phase du premier ordre sont indigjués
en désignant les deux phases impliquées dans le
changement séparées par /.

trans, tout-transetgauche

Désignent les conformations des liaisons C-C des
chaines hydrocarbonées des phospholipides.

B-octyl-glucopyranoside

Détergent couramment utilisé pour solubiliser les
protéines membranaires.

CE, CL, TG, PL

Ester de cholestérol (CE),
cholestérol libre (CL), Triglycéride (TG) et
phospholipide (PL).

Motifs 11-mers et 22-mers

Désignent respectivement les motifs de 11 et 2%4a¢
aminés de long des apolipoprotéines échangeables

INSTRUMENTATION

To 3
[mg/mZ2], [mN/m]

Désignent respectivement la concentration surfacig
nécessaire pour initier une pression de surface nor
nulle et le coefficient de cisaillement mesurélaur
monocouche formée.

F, A, Ys i
[J], [m?3], [MN/m], [MN/m]

Désignent respectivement I'énergie libre, l'aiee, |
tension et la pression de surface associées a une
interface. Les indices i et j, quand ils sont pnése
indiquent quels sont les 2 milieux qui forment
l'interface.




L, I, e 0 Désignent respectivement la longueur, la largeur e
[m], [m], [m], [°] I'épaisseur du papier filtre et I'angle de mouillag
P, R F Désignent respectivement le poids, la poussée

[mN], [mN], [mN]

d’Archimede et la projection selon I'axe z de la
résultantd= des forces exercées sur le papier.

Neau Mhirs n, 1, ei, er, 0t
[S.U], [S.U], [S.U], [S.UL[], [°L.I°]

Désignent respectivement les indices de réfracteon
I'eau, de I'air ou de milieux quelconques 1 ettdes
angles d’incidence, de réflexion et de transmissgion
faisceau laser.

08 [°]

Angle de Brewster (rem; =65 — 1)

Moy Ts, 8py Os, (Bpis Esi), (Bpr, Esy)

Désignent les coefficients de réflexion de I'onides
le plan parallelerp) et dans le plan perpendiculaire
(r¢) au plan d’incidence et les déphasages respé@ti

et dg, ainsi que les amplitudes du champ électrique
de I'onde incidente (i) et de I'onde réfléchiedBns
chacun de ces plans.

IS

v, A, P, A a
[°], °1, °L.[°], [mil/g]

Parameétres ellipsométriques : correspondant au
moduley et a la phasA du rapport des coefficients
de réflexion parallele et perpendiculaire au plan
d’incidence

Angles P du polariseur et A de I'analyseur sur le

montage expérimental, et incrément a de l'indice d
réfraction de la solution.

D

T, AC(z),neth
[mg/m?]

Désignent les paramétres suivants de la monocaug
concentration surfacique a I'équilibFe excés de
concentration en fonction de I'éloignement par @py
a l'interfaceAC(z), indice de réfraction n et
épaisseur h.

PM-IRRAS, IRRAS

Polarization Modulation — InfraRed Reflexion -
Absorption Spectroscopy (PM-IRRAS), et
Infrared Reflexion - Absorption Spectroscopy
(IRRAS)

fm, PEM et A—:

[kHz]

Désignent respectivement la fréquence de modulat
le modulateur photoélastique et le signal de
réflectivité différentiel normalisé.

ion

ui, WV') WV“I Mil Eye

Désignent respectivement I'opérateur moment
dipolairey; associé au mode de vibration de la liais(
chimique, les états vibrationnels inférieur et sigué
yyety,, le moment de transition Mui leur est
associé, le champ électrique excitateur E et pair f
I'angle 6 entre ce champ électrique et le moment de
transition.

N

RI/RII

Rapport du maximum de l'intensité sur la bande
associée a I'amide | sur le maximum de l'intensiié
la bande associée a 'amide II.

AFM, STM, SNOM

Microscopie a force atomique (AFM),
microscopie a effet tunnel (STM),
microscopie de champ proche optique (SNOM).

F, kK, Az
[NN], [MN/m], [nm]

Force F exercée par I'échantillon sur la pointe,
constante de raideur k du levier et modificatioriade
hauteur de la point&éz créée par l'interaction.

P.1.D.

Parametres du gain du systeme d'asservissement
microscope AFM : proportionnel P, intégré | et
différentiel D.

du

Tle, Te*

[MmMN/m], [MN/m]

Pressions d’exclusion mesurées respectivemenapa
surpression et par 'augmentation du déphasage

provoquées par les protéines dans la couche diedpi

ar |




TRAITEMENT D’'IMAGES

NDG, seuillage

NDG signifie Niveau De Gris, les NDG inférieursaa
valeur seuil prendront la valeur 0 (noir) et ceuky
sont supérieurs prendront la valeur 255 (blanc) ¢lor
seuillage de I'image AFM.

D(r), V(). g(r)

Probabilité D(r) d’obtenir un objet ler voisin aeun
distance r de I'objet étudié. Probabilité V(r) diebir
un objet £ voisin a une distance r d’un point distrib
au hasard. Pour finir fonction de corrélation sur |
position des objets g(r).

Hé

p Densité d'objets correspondant a la distributiczlleé

D4(r), V(r), g(r) Notations utilisées pour les estimateurs des fonsti
D(r), V(r) et g(r) respectivement.

p*, fs 0 Parameétres dont dépend I'estimation de g(r) : la

densité de particulgs® d’objets seuillés sur I'image
AFM, le noyau d’Epanechnikoy; gt la bande
passanté.

W, AQ et 3(x)

Fonctions mathématiques utilisées pour les
estimations des fonctions de distribution :
W correspond a une fenétre délimitant une certaing
zone sur la distribution, A représente I'aire ditece
fenétre (ou éventuellement l'aire de l'intersection
entre deux fenétres) et la fonctiojfx) renvoie 1 si la
valeur de x se situe dans l'intervalle y et 0 sinon

D

D(Nexp: V(Nexp: I(Nexp

Correspondent aux fonctions de distribution
expérimentales mesurées sur I'image AFM.

D(r)p, D(NH, V(N)p, V(NH, 9(Ne, 9(NH

Correspondent aux fonctions de distribution pour u
groupe de points (indice P) ou de disques durs
(indice H) distribués aléatoirement sur une surfee
la taille de I'image AFM.

D(Np-Le, D(NH-Le, V(Np-Le, V(NH-Le, 9(Np-LE,

g(Nh-Le

Correspondent aux fonctions de distribution pour u
groupe de points (indice P-LE) ou de disques durs
(indice H-LE) distribués aléatoirement dans deszgo
circulaires représentant les domaines LE présents
l'image AFM (DPPC).

D(r)1-5-.e, D(N1-5_ 1o V(D15 15 V(N15 1

9(N1s 16 9(Nis_Lc

Correspondent aux fonctions de distribution pour u
groupe de disques durs distribués aléatoiremermt ay
une insertion 5 fois plus probable en phase LE¢:d
1-5 LE) ou 5 fois plus probable en phase LC (indic
1-5 LC).

MODELE D'’AUTO-ASSEMBLAGE

M, P, MP, MR

Désignent la membrane (M), une molécule de prot
(P), un noyau (MP) créé par l'insertion d'une piraé
dans la membrane lipidique et pour finir un objet
protéique comportant n protéines (MP

CL) CP) CMP) CMPn

Désignent respectivement les concentrations
suivantes : concentration en lipides, en protéiess,
noyaux et en objets comportant n protéines.

S, & P(S),
[um?], [nm2], [S.U],

a,
urit [

B,
S.U]

k, k
[I/mol]

Surface d’'un objet protéique S, surface occupée pa
une protéine & probabilité P(S) d’obtenir un objet d
taille S et parameétrasetp reliant le logarithme de

cette probabilité a la surface des objets. Lestaotes
k; et k sont des constantes de réaction respectiven

=

=)

[72 =)

D

dine

Ar

D

nent

pour la formation des noyaux et pour leur croiseang
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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Un grand nombre de protéines exercent leurs fomgtimologiques aux interfaces
hydrophile/hydrophobe, comme par exemple les preginteragissant avec les membranes
cellulaires. Or, les propriétés physicochimiques pmtéines a ces interfaces sont largement
impliquées dans leurs fonctions biologiques. Uneraghe intéressante consiste donc a
étudier le comportement de ces protéines a laidéune cuve en téflon, nommeée aussi
cuve de Langmuir. Cette méthode permet d’étudisrpretéines quand elles sont présentes
dans différents types d’interface hydrophile/hydrolpe, comme par exemple linterface
liquide/air, lorsque la solution aqueuse remplisdancuve est exposée a l'air libre, ou
l'interface liquide/phospholipides, lorsque noastfions une couche de lipides a la surface de
cette cuve. Cette méthode permet également dartili;m grand nombre de techniques
expérimentales adaptées a la caractérisation dehesuminces, dont I'ordre de grandeur
correspond a celui des interfaces biologiqueshriggies optiques permettant de caractériser
la densité du film, mesure de la pression bidinmmselle (pression de surface) créée par les
molécules au sein du film, analyse a I'échelle pdcopique par AFM (microscopie a force
atomique) d’'un préléevement du film réalisé sur uppmort solide, spectroscopie infrarouge...

Ainsi, si cette méthode a fait ces preuves poutrmen évidence des comportements
physicochimiques importants des protéines (1, @srallons maintenant tester sa pertinence
pour révéler les origines de ces propriétés phgbictiques.

Cette étude s'inscrit dans le contexte généralédiede des propriétés interfaciales des
« protéines a motifs répétés ». Une protéine afsmogpétés comporte dans sa structure une
guantité importante de segments analogues, ne eodr que quelques résidus, et pouvant
se retrouver sur dautres protéines. Si ces segmgmissedent des propriétés
physicochimiques particuliéres, il est donc possilgu'un caractere physicochimique
particulier de la protéine soit déterminé par lenbce de ces segments dans sa structure. Les
études sur les motifs répétés des protéines pdetgriis souvent sur l'analyse de la séquence
et de la structure des protéines dans lesquelsaezont localisés (3). La mise en évidence

des différences et des similarités dans les prigizridterfaciales des protéines possédant le
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méme motif, mais dans des proportions variablésj@sc un argument direct pour expliquer
les raisons de la conservation, de la délétion @dadmultiplication de ce motif dans la
séquence de ces protéines. Cette caractérisatiomt@ufaces permet également de comparer
le degré d’analogie dans les propriétés interfasial’'un groupe de protéines, au degré
d'analogie dans la séquence des motifs. Elle apportainsi des réponses a la
guestion suivante : « Quel degré de conservatibmérsessaire dans la séquence d’'un motif
pour conserver ses propriétés interfaciales doeid ». Ce qui en somme revient a se
demander quelle est l'information génétique mingmdur conserver une fonction biologique
au sein d’'une protéine, ou pour permettre a unee alg I'acquérir, dans la mesure ou cette

propriété biologique dépend des propriétés intafes.

Nous nous sommes ainsi intéressés a un groupeotinas a motifs répétés nomme :
« apolipoprotéines échangeables », dont font plsi@polipoprotéines A-1, A-ll, A-1V, C-I,
Cll, C-lll et E. Les protéines appartenant a ceugmsont principalement constituées par un
grand nombre de répétitions d’'un méme motif de diles aminés de long (11-mer). I
semble que ce motif ait évolué vers un motif dea@i#les aminés de long (22-mer) présent en
proportion variable au sein de ces protéines (4183 apolipoprotéines échangeables sont
présentes a la surface d’assemblages supramokésutis taille nanométrique, constitués de
protéines et de lipides, et nommés lipoprotéineasr (figure 1). Ces complexes rendent
possible le transport de matériaux hydrophobesiéacgras, ester de cholestérol) a travers le
plasma sanguin, afin d’alimenter les cellules degénisme. La membrane de ces systemes
est le point déterminant de leur structure et desldonctions biologiques. De part son
amphiphilicité, elle permet de délimiter le milibydrophile du milieu hydrophobe. Du fait de
son accessibilité depuis le plasma sanguin, cgslkeéent cette membrane qui présente les
sites actifs de la lipoprotéine aux enzymes eteautnembranes biologiques. Cette membrane
est constituée de lipides, dont la majeure padig des phospholipides, et des protéines. Les
apolipoprotéines A-l et A-1l (Apo A-1 et A-1l) appiennent a la famille des apolipoprotéines
eéchangeables, et sont les constituants protéiqagsurs des lipoprotéines de haute densité
(HDL). Du fait de leur importance dans le mécanismerse du transport du cholestérol et
de leur capacité a inhiber ses effets néfastelmsante, les HDL ont été étudiées par le passé
de facon tres intensive (6, 7). Comme les autreges de ce groupe, les Apo A-l et A-ll
auraient la possibilité de se déplacer d’'une liptéine a une autre, ce qui laisse supposer que
la présence de répétitions du motif 11-mer darsetpience de ces protéines leur confere des

propriétés physicochimiques spécifiques. Cependantnme toutes ces protéines ne
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possedent pas la méme affinité pour la surfaceligeprotéines (8), il semblerait qu’une
divergence dans les propriétés physicochimiquasderotéines soit créée par la présence en
proportion variable du motif 22-mer.

Protéine :
Apolipoprotéine A

Milieu
hydrophobe

Phospholipide (PL)
Cholestérol

Cholestérol estérifié

triglyosrides ‘ Couche amphiphile

Figure 1 - Description d’'une lipoprotéine de hadinsité (HDL). Le coeur est hydrophobe
(en vert), et la surface est amphiphile (en bl@sgtte surface (ou membrane) est composée de
protéines, de phospholipides et de cholestérol.

Des études antérieures sur cuve de Langmuir ontmétéees pour caractériser le
comportement de I'Apo A-l, de I'Apo A-ll et d’ausseapolipoprotéines échangeables a
l'interface liquide/air (9). Nous avons voulu pauirge ces études en caractérisant le
comportement des Apo A-l et A-ll a I'interfaceudige/phospholipides. Pour chaque protéine
étudiée, nous avons réalisé une couche de phoppledid’'une épaisseur monomoléculaire
(monocouche) a la surface de la cuve, et nous avpasé cette protéine dans la solution
agueuse remplissant la cuve. L’insertion et l'iatdéion de la protéine avec la couche de
phospholipides sont alors mesurées grace aux tpodsmidécrites dans le chapitre « Matériels
et méthodes — mesures aux interfaces ». Nous ashawisi trois phospholipides différents
pour cette étude : DPPC, DOPC et DPPG de maniénedéer I'influence de la charge et de la
phase des lipides sur leur interaction avec laépret Nos résultats sont divisés en trois

chapitres, qui seront suivis de la conclusion galeér

1- Linfluence de la charge et de la phase des phdgptes sur l'interaction

Apo A-l1 / phospholipidesNous exposons ici les mesures de la pression dacsuet du
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déphasage optique (ellipsométrie) produits parrésgnce de I'’Apo A-1 dans la couche de
lipides. Cette étude est complétée par une analgdistique par AFM du taux d’occupation
des objets créés par la protéine dans ces couehépides. Nous exposons également les
résultats d’une étude statistique sur la formepadescules protéiques, de taille nanométrique,
qui interagissent avec la couche lipidiqgue. Nousnawcomplété ces résultats par des mesures

de spectroscopie infrarouge de type PM-IRRAS.

2- L’analyse de la distribution spatiale des particulleréées par I'’Apo A-l dans des
couches de DPPC, DOPC et DPPGette analyse est nécessaire pour discuter de la
différence d’affinité de la protéine entre les mwdu lipide dans le cas de la coexistence de
ses deux phases. Elle permet également d’étudseinteractions entre ces particules, et

d’estimer ainsi leur influence sur l'insertion @edrotéine dans la couche.

3- La comparaison entre I'Apo A-l et d’autres prot&ndu point de vue des affinités
pour les lipidesNous avons ainsi caractérisé par AFM l'interactare les fragments du
domaine central de la dystrophine et des couclpgdidues de DOPS/DOPC. Le domaine
central de la dystrophine est constitué par lestiégns d’un motif de 3 hélices orientées
anti-parallelement entre elles. En étudiant l'iatgion des fragments de ce domaine avec les
lipides, nous avons ainsi caractérisé l'interactfpotéine — lipides dans le cas d'autres
protéines, également constituées d’hélieesomme I'’Apo A-l, mais comportant un motif
différent qui ressemble a celui de la spectrineurPeela, nous avons mesuré les taux
d’occupation des objets créés par les fragmenta dgstrophine dans la couche de lipides et
analysé la forme de ces particules nanométriqueswr Binir, nous avons caractérisé
linteraction de I'Apo A-ll avec DPPC en présence doexistence des phases, par
I'ellipsométrie et la mesure de la pression deas&f par les mesures avec 'AFM du taux
d’occupation des particules d’Apo A-ll dans la coedle lipides et par I'analyse statistique
de la forme et de la distribution de ces particslasles images AFM.
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Chapitre 1 — Les apolipoprotéines échangeables etlr contexte biologique

CHAPITRE 1

Les apolipoprotéines échangeables et leur

contexte biologique

Nous pouvons trouver dans une protéine ou dansisameble de protéines, plusieurs
enchainements d’acides aminés possédant de fmmtdegies entre eux. Ces enchainements
se nomment « motifs ». Cette thése s’inscrit alass une thématique globale portant sur les
propriétés interfaciales d’'une catégorie de progsingue I'on nomme « protéines a motifs
répetes ».

Nous allons dans un premier temps définir la stitetd’'une protéine. Celle-ci
comporte quatre niveaux. Le passage d’'un nivean autre consiste a augmenter le nombre
d’interactions a prendre en compte entre les sedgsnéa protéine. Nous aborderons alors la
notion de motif dans la structure des protéineasiAinous verrons que ces motifs constituent
rarement des répétitions identiques d’'un ensemialeidks aminés, mais plutot la répétition
de segments créant une méme structure, seuls tandems, et ayant seulement quelques
acides aminés en commun, a des endroits clés. Deenmé@us verrons que si ces motifs ont
la particularité d'influer sur la structure des pigines, certains peuvent également jouer un
réle sur leur comportement aux interfaces hydraghiydrophobe.

Nous exposerons ici le cas de protéines apparteadatfamille des apolipoprotéines
échangeables, qui possédent toutes dans leur steuane forte proportion d’'un méme motif
amphiphile de 11 acides aminés de long. Ces pregéoour la plupart, possedent quelques
caractéres communs a l'interface liquide/air malglés différences considérables dans leur
structure. Cependant, cette interface simple neleépas I'ensemble des similarités et des
divergences dans les caractéristigues interfacialds ces protéines. En effet, les
apolipoprotéines ont la particularité d'interagirla surface de complexes naturels de lipides
et de protéines nommeés «lipoprotéines ». Sur satface, I'interface hydrophile/hydrophobe
comporte des phospholipides, qui sont des moléqdasant créer des interactions de van

der Waals, hydrophiles et électrostatiques aveapesipoprotéines.
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Les apolipoprotéines interviennent a la fois démsnétabolisme et la construction
des ces complexes. Nous décrirons ainsi la surfececomposition, la structure et le
métabolisme de ces lipoprotéines, notamment pdigsceu les protéines étudiées au cours
de cette these (Apo A-l et Apo A-ll) sont implesudour finir, nous exposerons les résultats
concernant la recherche bibliographique autour delations structure - fonction des Apo A-I
et A-ll.

. Contexte Général

1.1 Les protéines et leur structure

1.1.1 La synthese des protéines

Les protéines sont des macromolécules formées géimison de plusieurs acides
aminés (ou résidus) entre eux. En général, ledgipes sont constituées de plus de 100 acides
aminés. En dessous de cette taille, nous parlomsepigdes ou de polypeptides. Cependant,
certaines considérations interviennent égalementlaustructure de ces molécules pour
déterminer leur classe. Ainsi, les thionines quipussédent que 50 acides aminés sont
considérées comme des protéines.

Sur les 500 acides aminés connus a I'heure actiselids 20 participent a la synthése
des protéines naturelles. Parmi eux, le corps huraai synthétise 12 et les 8 autres sont
apportés par l'alimentation. On appelle ces desnlies acides aminés essentiels. Les acides
aminés utilisés par le corps humain pour la symtltEs protéines sont desaminoacides. lls
sont nommeés ainsi, car les trois groupes compdaamtolécule (voir figure 1) : le groupe
acide carboxylique, le groupe amine et la chaitérdée R sont attachés a un carbone central
Ce.

La synthése des protéines a lieu dans un compatimiacellulaire. Elle comporte
trois grandes étapes : la transcription de TADNARN messager, la traduction de I'ARN
messager en peptide et les modifications chimiquestraductionnelle ou post-
traductionnelles de ces protéines (glycosylatiorgthylation...). Lors de l'étape de la

traduction, les acides aminés vont étre assemliplésme chaine linéaire par la création de
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liaisons peptidiques entre eux (voir figure 1). @asons sont obtenues lors d’'une réaction
chimique entre le groupement carboxyle (CD®@t le groupement amine (N, qui
constituent les deux extrémités d’'un acide amirg.chaine finale porte donc une charge
négative sur son extrémité carboxyle (hommeée qstie C-terminal) et une charge positive
sur son extrémité amine (nommée aussi partie Nutatin La figure 1 illustre la formation

d’une liaison peptidique dans le cas ou le pH @mriant est neutre.

A Liaison peptidique
Q Ra 0 Ra
+HsN 0- ——=——>» +HN 0-
O- +  4HN \ NH
H.0
Rl 0 R] 9]
AN, AA, dipeptide
B Extrémité N-termunale Extrémmté C-termunale
o 7 R ™ /7 o~ RN o}
+HaN NH NH
MNH MNH Q-
R, o SV Rs AN o/ RN
1

2% AN 3= A
Figure 1 — Formation d’une liaison peptidique entiteux acides aminés : le
groupement carboxyle et le groupement amine intesagt ensemble, la réaction libére une
molécule d’eau (A). Ces liaisons conduisent alars formation d’une chaine linéaire ou les
extrémités ont une charge opposée (B). Sur cessdidxnas, Représente la chaine latérale
associée a I'aminoacide i, ,Cle carbone central, COQ le groupement acide carboxylique

et NH" : le groupement amine (1).

Une fois que le peptide formé s’est détaché dusobwe, celui-ci va entreprendre une
étape de maturation ou il va subir différentes rications chimiques (modifications post-
traductionnelles). Au cours de cette étape, laaomdtion de la chaine polypeptidique va étre
modifiee de maniere a obtenir une structure pdmi qui définit également la différence
entre la protéine et le peptide. Cette structute@msctérisée selon quatre niveaux qui seront

définis dans la suite de ce chapitre.
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1.1.2 Structure des protéines

La structure des protéines est classée selon quateaux. Le premier niveau
(structure primaire) correspond a I'ordre dans é&dges acides aminés ont été assemblés tout
au long de la chaine. Trois autres niveaux vonerspiafin d’obtenir étape par étape la
structure tridimensionnelle de la protéine, seuleanto-associée. L’étude de la structure des
protéines appartient au domaine de la biologiectirale et représente un travail essentiel

pour comprendre les fonctions biologiques des prese

1- La structure primaire

La structure primaire détermine la répartition désidus le long de la chaine
polypeptidique. La chaine d’acides aminés étanthgyisée a partir du résidu N-terminal, la
séquence est donc écrite a partir de ce résidguicpermet de retrouver l'historique de la
construction de cette chaine. Les 20 aminoacididisést pour fabriquer les protéines ne
possédent pas tous des propriétés physico-chimgjoekires. Nous pouvons les regrouper
en quatre grandes classes en fonction de la naleiréeur chaine latérale : les résidus
aliphatiques, aromatiques, polaires et chargés {ableau 1). Ainsi, la répartition des résidus
dans la séquence primaire va conditionner le nelie de la protéine du fait de leurs
propriétés physico-chimiques spécifiques. En efietprotéine va se configurer dans une
organisation tridimensionnelle particuliere, af kgrouper ses résidus en fonction de leurs
caractéres. Cependant, au sein d’'une méme classéste des difféerences sensibles entre les
propriétés physico-chimiques des différents rés{gas figure 2), ce qui peut rendre difficile
la détermination de I'organisation spatiale dedesiaminés en fonction de la séquence
primaire. L'encombrement stérique est égalemenfagteur qui devra étre pris en compte
pour comprendre le repliement de cette chaine, learchaines latérales des résidus

n’occupent pas toutes la méme place.
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/CH3 H—CH
cn, S H—N
H CH \C/H /C\H C/C/ \>:H /f/ \\H
3 CH, 5
) | I | oA { S sz CH=—CH
Glycine  Ajanine Valine Leucine ?
GG Alg, A Val, v Lou L Histidine Phenylalanine
CH,—CH, ’ CH, His, H Phe, F
CH;, / \ - S H—CH f/H_h{-'

GH; c{-g CHZ\ /CH /SH éHz /C/ N\ P
\CH/ N CH /H - o sz \ /CH
? | I T 2 ?Hz CH=CH H—CH

Iscleucine Proline Cystéine Méthionine Tyrosine Tryptophane
lle, | Pro, P Cys, C Met, M Tyr, Y Trp, W
Aliphatiques Aromatiques
NH, NH;*
N = c—o b N M,
=0 c—0 2 JARN
NG / C{_| CH, CH, €
H OH ¢H, =0 §H, S e e S
N\ 4 1 Acide CH, /CH2 NH,
THz ?H (|-7 2 THz f 2 AspartiqueCH2 CH,
. Asp, D
Sérine Thréonine Asparagine Glutamine gzltc;i’lique P Lylfsine Arginine
Ser, S Thr, T Asn, N Gln, Q Glu, E Lys, K Arg, R
Polaires Chargées

Tableau 1 — Structure de la chaine latérale R d@des aminés naturels. Pour le cas de la
Proline, la chaine latérale est & la fois rattacts@egroupement carboxyle et au groupement
amine. On dénombre quatre grands groupes de chamlgshatiques, aromatiques, polaires

et chargées (2).

2||||||||||||||||

1.5 -
Résidus hydrophobes

0.5 + s s "

Indice d'hydrophobie
-

0.5 L * 1

Résidus hydrophiles
A5 - §
L]

2 RKDANE HSTPYCGAMWLVF |

Figure 2 — Classement des acideaminés selon I'échelle d’hydrophobicité des chaine

latérales de Kyte et Doolitle (3).
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2- La structure secondaire

Apres avoir créé une chaine linéaire par la foromatie liaisons peptidiques, les acides
aminés vont interagir entre eux en établissant kiEsons non covalentes (liaisons
hydrogene), qui vont conduire a une organisaticatiale particuliere. Afin de déterminer
cette organisation, une premiere approche corgsisteconsidérer que les interactions locales
présentes sur les segments de la protéine. Lawsteudes différents segments de la protéine
ainsi établie se nomme structure secondaire.

Les acides aminés ont la particularité de posséésr groupements hydrophiles
(amine et carboxyle). Ces groupements, enfouighétieur de la protéine, vont devoir créer
des liaisons hydrogene entre eux. L’établissementetles liaisons, entre des groupes qui
interviennent de facon périodique sur la chainggerdre alors une périodicité dans
I'organisation spatiale des résidus. Deux strustg&riodiques furent proposées en 1951 par
Pauling et Corey : les héliceset les feuillet$d (4). L’obtention d’'une structure plutét qu’'une
autre ne dépend évidemment que de la nature déseshiatérales des résidus et de l'ordre
dans lesquels ceux-ci sont rangés dans la séquemcmire. D’autres structures non
périodiques ont également été mises en évidencka gaite, comme le coudeet la boucle
Q.

Dans une structure en héliee la chaine principale se replie sur elle-méme, a
l'intérieur de I'édifice, de maniére a rapprocher droupement carboxyle d'un résidu du
groupement amine d’'un autre résidu, en créant desiliaisons hydrogéne paralleles a I'axe
de I'hélice. Dans le cas général, les liaisons bgeine se créent entre le groupe CO du résidu
n et le groupe NH du résidu n+4. Chaque résidu anggna longueur de I'hélice de 1.5 A et
il faut environ 3.6 résidus (entre 3.5 et 3.7) pocomstruire un nouveau pas sur I'hélice, ce qui
correspond a un changement d’orientation de 100& ées chaines latérales de deux résidus
successifs (voir figure 3). Il existe égalementutfas types de structures en hélice chez les
protéines telles que les héliceg Bour lesquelles chaque pas de I'hélice comptesi8lué ou
des superhélices. Dans une configuration en hélites chaines latérales sont orientées vers
I'extérieur de I'hélice et leur orientation est @aléfinie par le pas de I'hélice. Ainsi, des
chaines qui sont espacées d’une longueur correapbacce pas, seront a proximité I'une de
l'autre, et devront avoir des caracteres physidoitfues qui permettent leur coexistence. Les
hélices possedent presque toujours une configaratdroite » (par opposition a « gauche »).
Cette configuration provient de la chiralité degdas aminés. Les acides aminés sont des
molécules chirales, a I'exception de la glycinegxastent donc sous deux formes différentes :
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deux isomeres, qui correspondent a une organisapénifique des groupements chimiques
autour du carbone central, telle que chaque isoswitda projection symétrique de I'autre

par rapport a un plan (voir figure 4). Seuls lesreracides L sont utilisés pour constituer les
protéines.

Pour une structure en feuillefs les groupements hydrophiles ne créent plus de
liaisons hydrogéne entre des résidus localememhpsosur la chaine, mais entre des résidus
situés sur des segments de protéines différentdifoaussi chaines différentes ou brins
différents) (voir figure 3). Ainsi, dans cette ciguiration la chaine principale n’est pas
enroulée sur elle-méme, comme dans le cas d'uneshéhais étirée. Le long de la chaine,
deux résidus successifs sont approximativementcéspde 3.5 A et leurs chaines latérales
sont dirigées dans des directions opposées. Les dens qui constituent un feuilled
peuvent avoir des chaines principales qui sontllpbes ou anti-paralleles. Dans le cas des
chaines paralléles, le résidu le plus proche ddréeité C-terminal sur un brin se situe en
face de son homologue sur I'autre brin (et récipemaent pour le résidu le plus proche de
'extrémité N-terminal). Par contre, dans le cas dhaines anti-paralléles, le résidu le plus
proche de la partie C-terminal (réciproquementdsidu le plus proche de la partie N-
terminal) sur 'un des brins est en face du rés&dplus proche de la partie N-terminal sur
l'autre brin (réciproquement le résidu le plusgtre de la partie C-terminal).

Entre ces deux configurations, les liaisons hydnegae s’établissent pas de la méme
maniere. Sur la figure 3, nous voyons un feuillakten avec trois brins constituant un
arrangement paralléle et un arrangement anti-géealBur le brin le plus a gauche, disposé
parallelement par rapport au brin central, nousstadaons d’'une part, que seul un résidu sur
deux interagit avec le brin voisin, et d’autre pgude pour chaque résidu créant des liaisons
hydrogene, CO interagit avec le groupe NH du résidué un pas aprés sur la chaine
centrale, tandis que NH interagit avec le grou@edD résidu situé un pas avant sur la chaine
centrale. Pour ce qui est du brin le plus a drai&duyi-ci crée un arrangement anti-paralléle
avec le brin central. Nous constatons toujours sgud un résidu sur deux interagit avec la
chaine centrale, mais pour chaque résidu impliguns dette interaction CO (réciproquement
NH) est associé au groupe NH (réciproquement CO)didu voisin sur la chaine centrale.
Ainsi, tous les groupes CO et NH de la chaine igygle dans les deux arrangements créent
des liaisons hydrogene, ce qui permet de la ssebifortement.

La structure secondaire de la protéine peut éttenole par spectroscopie infrarouge.
Cette méthode permet de comparer les proportioneéénesa, feuillets B paralleles ou

antiparalleles et boucles dans la structure derdééime. Elle peut également donner une
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estimation de la proportion de résidus dans lesnsats de protéines désorganisés (sans
structure particuliére). Certaines des spectrogsoipifrarouges, comme la spectroscopie PM-
IRRAS, permettent également d’avoir acces a I'daton des segments de la protéine (dans
le cas ou la protéine est adsorbée a linterfageide/air sur une cuve de Langmuir). Cette

spectroscopie est exposee plus en détails au oh@piection 2.

-9

A B N-terminal C-terminal

Figure 3 — (A) Représentation schématique d'uiede : groupes CO (rouge), groupes
NH (bleu), G (points noirs) et chaines latérales (fleches @jr L’hélice s’allonge de 1.5 A
pour chaque résidu et sa structure repose sullidesons hydrogene créées entre CO d’un

résidu n et NH d’un résidu n+4. (B) Représentatsehématique d’un feuillgtmixte : le
brin de gauche et le brin central forment un fetifparallele, tandis que le brin central et le

brin de droite forment un feuillet anti-parallél)( Le trait gris représente la chaine
polypeptidique et les fleches noires indiquenelessde la chaine. Sur les feuillets, nous

voyons : oxygene (rouge), azote (bleu), carbooé&)(et chaines latérales (sphéres vertes).

Les traits en pointillé représentent les liaisogsitogéne.
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X
&,

Isomeére L Isomeére D

Figure 4 — Représentation des deux isomeres Ldg<acides aminés. Ces deux molécules

sont symétriques par rapport au plan représentélparait en pointillé.

3- La structure tertiaire

La structure tertiaire correspond a la configurattes acides aminés dans I'espace
tridimensionnel en tenant compte de I'ensembleimesactions existantes. Ainsi, en plus des
liaisons hydrogene déja évoquées, les résidusagitsent par des interactions de van der
Waals et des liaisons disulfures (liaison covaldatee établie entre deux résidus cystéine).
La structure tertiaire permet de déterminer lasdaslaquelle la protéine appartient, du fait de
sa fonction biologique. Par exemple, les protégiebulaires, qui sont des protéines solubles
en milieu aqueux, adoptent une structure qui learmet de placer leurs segments
hydrophobes a lintérieur de I'édifice moléculaitein du milieu agueux. En revanche, les
protéines membranaires ont une structure qui lermet de placer ces segments hydrophobes
a l'intérieur de la bicouche lipidique. La struauertiaire des protéines est obtenue, soit par
des études cristallographiques de diffraction dg®ns X, soit en utilisant la spectroscopie
par résonance magnétique nucléaire.

De nombreux facteurs modulent la conformation depilatéine : solvant, force
ionique, viscosité, concentration en protéines.shila structure tertiaire est tres dépendante
des conditions expérimentales dans lesquellesalté obtenue. D’autres informations seront

ainsi nécessaires pour connaitre la structure getaine dans son contexte biologique.
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4- La structure quaternaire

Les protéines dans leur environnement biologique parfois auto-assemblées. Par
exemple, I'hémoglobine est constituée de quatrénelsapolypeptidigues de méme structure
tertiaire (voir figure 5). La structure quaternaieprésente ces auto-assemblages de protéines.
Ces structures sont stabilisées par des liaisodsobgne, des ponts disulfures, et des ponts
salins (liaisons ioniques créées entre les grodjied et COO situés aux extrémités des

chaines).

Figure 5 - Structure quaternaire de 'hémoglobiG® tétramere est constitué de deux
dimeres ¢,5) identiques. Les monomeres en bleu représentdatriizea et ceux en rouge

représentent la forme (6).
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1.2 Conséquence de la répétition de fragments dedmau sein de

la séquence des protéines

1.2.1 Les protéines posseédent dans leur séquereceroportion importante de

motifs pouvant se répéter d’'une protéine a I'awre’'une espece a l'autre

La plupart des innovations dans la fonction destémes sont survenues par
l'intermédiaire de la duplication des génes (7)duplication et la recombinaison a I'intérieur
d’'un géne sont souvent responsables de fortesasité dans les séquences codées par des
régions distinctes de ce gene (8). Ces similasw@® appelées « motifs répétés » et sont
fréquentes, elles apparaissent dans au moins 14%ndemble des protéines (9).

Des études ont montré que des répétitions du rA&AT (voir figure 6), ayant été
observées sur difféerentes espéces, n’étaient erenmeyidentiques qu’a 13% au niveau de
leur séquence (10). Ceci indique que malgré laewasion de la structure globale créée par
ces sous-unités, seule une faible contrainte froge sur la conservation de chaque
répétition. Ainsi, du fait de la faible similarities répétitions de certains motifs, au sein de la
séquence d’'une protéine et entre les séquencegféientes protéines, la détection de ces
motifs est difficile. Cette détection est renduea®e plus ardue par le fait que le nombre de
répétitions n’est pas forcément un multiple entAinsi, déterminer I'existence de régions
répétitives au sein d’'une séquence nécessite aelngren compte a la fois les alignements
optimaux, correspondant aux motifs pour lesquetctae est le plus élevé et les alignements
sub-optimaux, qui correspondent aux motifs dorgdere est moins élevé. La pertinence de
l'alignement peut ensuite étre estimée a partimé’wapproche classique, qui consiste a
comparer le score obtenu pour un motif a celui mibtseur des séquences reconstruites en
générant aléatoirement la position des résidus (Elpertinence de ce score peut également

étre estimée a partir des résultats obtenus suyrdésines appartenant a d’autres especes.

17



Chapitre 1 — Les apolipoprotéines échangeables etlr contexte biologique

1.2.2 Certains motifs conditionnent la structungimensionnelle de la protéine

ainsi que ses propriétés physico-chimiques

Certains motifs, comme par exemple : TPR, ArmathillPAT, ANKYRIN et LRR...
vont apparaitre sous la forme de tandem au semedséquence et former un assemblage doté
d’'une structure tridimensionnelle particuliére (8pir figure 6). Ainsi la détection de ces
motifs dans les séquences des protéines produibfiemations qui sont a la fois importantes
pour la structure, la fonction et I'évolution desg@otéines.

La répétition de petites unités structurales offi@grtains avantages a la protéine que
ne permet pas la répétition de domaines de tdile ipnportante (8). Ainsi, la répétition de
certains motifs permet la création de structuragedas dont le nombre de répétitions peut ne
pas étre limité par I'encombrement stérique (clestas par exemple du motif HEAT).
D’autres ont la possibilité, au contraire, de crées structures trés compactes permettant de
limiter I'interaction avec les ligands (c’est lesgaar exemple du motif Kelch).

Les motifs répétés sont le plus souvent impliguéssdles liaisons opérées par la
protéine (8). Ceci montre l'importance de la cakesttion de ces motifs répétés aux
interfaces hydrophile/hydrophobe, qu’ils soientéak isolé ou a l'intérieur de la protéine.
Ainsi, certaines études ont démontré que les mo#R présents dans différentes protéines
possédaient des propriétés interfaciales semblafdestigue d’'adsorption, activité de
surface, stabilité et rhéologie de surface), malgréaux de conservation assez faible dans la
séquence de leurs acides aminés (12). Ceci indjgada répétition de certains motifs peut
creer des propriétés interfaciales particuliereso@ges a une structure tertiaire bien
déterminée, méme si la quantité de résidus corseauésein de la séquence est faible.
D’autres études ont été réalisées sur des prot@ntsres, appartenant a la famille des
apolipoprotéines échangeables et possédant toateserain nombre de répétitions d’'un
méme motif, mais ayant des structures tertiairférdntes. Ces études sont exposées plus en
détail dans la section 2.2 de ce chapitre. Cestiramontrent que ces protéines possedent une
activité de surface similaire (pression de surfateuantité de matiére a l'interface pour
'équilibre thermodynamique) (13). Ainsi, la régi&mn d’'un motif amphiphile de 11 acides
aminés de long dans la séquence a permis de censhiez ces protéines certaines propriétées
identiques aux interfaces hydrophile/hydrophobet ém permettant a leur structure d’évoluer
pour accomplir d’autres fonctions. Pour finir, ag&sultats peuvent étre rapprochés d’une

étude qui a démontré que la fréquence d’apparities motifs répétés est plus importante
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dans les organismes eucaryotes que dans les organiprocaryotes (9), ce qui laisse
entendre que ces sous unités sont associées ikatgfion de la complexité des fonctions

cellulaires (8).

; Top view

TPR

Fib

_ Side view

Figure 6 — Structure tertiaire de fragments de pinés constitués de différents motifs répétés
(les noms de ces motifs sont indiqués sur la figluae délimitation entre chague motif est

indiquée par un changement de couleur (8).
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Il. Les apolipoprotéines échangeables

Cette these aborde la question de l'influence desifsnrépétés sur les propriétés
interfaciales des protéines, a travers I'étudeéAleol A-1 et dans une moindre mesure celle de
'Apo A-ll, qui sont deux protéines appartenant @ flamille des « apolipoprotéines
échangeables ». Les apolipoprotéines interviendans des complexes formés de lipides et
de protéines, nommeés « lipoprotéines », qui peganetle véhiculer les lipides hydrophobes
a travers le plasma sanguin. Les différentes cdadsdipoprotéines ainsi que leur structure et
leur métabolisme seront décrites dans la sectitve8apolipoprotéines échangeables sont un
sous-groupe de la famille des apolipoprotéines. Inesnbres de ce sous-groupe ont la
possibilité de se déplacer d’'une lipoprotéine aaurtee, contrairement aux autres membres de
cette famille qui restent lies au complexe molécelldurant tout son parcours métabolique.
Ce sous-groupe compte sept protéines : Apo A-l|l, AA-IV, C-I, C-Il, C-lll et E, qui
possédent un nombre important de similarités eslles.

2.1 Caractéristigues structurales communes des apobprotéines

échangeables

Les apolipoprotéines échangeables ont en commusichéarités au niveau de leurs
genes, qui pour plusieurs d’entre eux sont locatgémpeoches dans le génome. Ces génes
possedent tous quatre exons (séquences traduiesldola synthese la protéine) et trois
introns (séquences non traduites situées entextass), a I'exception du gene de I'Apo A-IV
gui posséde trois exons et deux introns (14). lees goremiers exons codent le peptide signal
tandis que les exons 3 et 4 codent la protéindefirtdes protéines possedent également des
similarités au niveau de leurs structures, chadiekes possede dans sa séquence plusieurs
répétitions d’'un méme motif de 11 acides aminédodg, nommé motif 11-mer (15). Ce
motif a évolué pour former un autre motif de 22dasiaminés de long, nommé motif 22-mer,
gue I'on retrouve également dans la séquence deooge d’apolipoprotéines. Les répétitions
de ce motif 22-mer ont souvent la périodicité d'umdice a, et beaucoup d’entre elles

admettent une proline au niveau du premier résidwui a pour effet de créer des « coudes »
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séparant les hélices. Ce motif 22-mer est prinerpaht codé par I'exon 4 (ou I'exon 3 pour
'Apo A-1V). La longueur de cet exon varie considBlement entre les protéines de cette
famille, en comparaison a I'exon 3 (ou lI'exon 2 pdépo A-1V), ce qui produit une
variation importante du nombre de motifs 22-mesenés dans les séquences de ces protéines
(de 1 répétition pour 'Apo C-Il & 13 répétitionsys 'Apo A-1V). En se basant sur leur degré
d’homologie, un arbre d’évolution a été proposérges apolipoprotéines échangeables (14)
(voir figure 7). Celui-ci annonce que toute cetmmille est issue d'un méme gene
probablement proche de I’Apo C-I.

[] = GEME DUPLICATION

W o= DUPLICATIONOF 22 OR 11 CODOMS

A = DELETIOM OF 11 0ODONS

A-1 A—-1v E A-ll C=-1n C-1l1 C-1

Figure 7 - Représentation d’'un schéma hypothétmpreernant I'évolution des genes des
apolipoprotéines échangeables. L’ancétre commupreshe de I’Apo C-I1.

Chague carré correspond a la duplication d’'un gehes deux copies vont ensuite évoluer

indépendamment I'une de I'autre en subissant wnglasieurs duplications ou délétions

d’'un motif 11-mer ou 22-mer (14).

Les apolipoprotéines échangeables possédent da&sshél amphiphiles, qui leur
permettent de s’associer avec les lipides. Cepéndagxiste plusieurs classes d’hélices
chez ces protéines, qui n'ont pas toutes la mérnaté&fpour les lipides (16). Ces classes
d’hélices se nomment A, G* et Y (voir figure 8).

Les hélices de classe A correspondent a une ca&eégbhélices propre aux
apolipoprotéines échangeables, ou les acides amhagés positivement (I'arginine et la
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lysine) sont placés a l'interface entre la régiatape et non polaire, tandis que les acides
aminés chargés négativement (I'acide glutamiqu@aete aspartique) sont placés au centre
de la région polaire. Cette configuration a ét@ciee a la présence des motifs 22-mer (17).
Elle privilégie les interactions entre I'Apo A-l lets phospholipides (notamment ceux qui sont
zwitterioniques), en insérant les hélices dans tnauoouche de lipides parallélement a
l'interface hydrophile/hydrophobe (voir figure 9Pans cette configuration, nommée
également « snorkel model » (modele du tuba), deglus placés a l'interface hydrophile /
hydrophobe s’étendent vers la face polaire deitbéle facon a placer leurs charges positives
dans le milieu aqueux (18), ce qui permet a I'leelile dissimuler la totalité de sa face non
polaire dans la partie hydrophobe de la couchépa¥ek.

Les hélices de classe G* se rencontrent dans cies| sbpt apolipoprotéines
eéchangeables. Ces hélices amphiphiles sont casgeerpar la distribution aléatoire des
acides aminés de charges positives et négativelesuface polaire. Cette classe ressemble
beaucoup aux hélices amphiphiles G, présenteslespsotéines globulaires, qui du fait d’'un
large secteur polaire sont trés solubles et préaeptu d'affinité pour les lipides. Cependant
les fonctions biologiques des hélices de classedat, elles, moins bien connues.

Les hélices de classe Y, ont également une diswibgpécifique des acides aminés
chargés. Ceux-ci se regroupent en différents daesagn fonction de leur charge. Les résidus
positifs se situent au centre de la partie poleira I'interface entre les parties hydrophile et
hydrophobe, tandis que les résidus négatifs sergitur la face polaire entre les groupes de
résidus positifs. Les fonctions biologiques deecelisse d’hélices sont également encore mal

connues.

Classe A Classe Y Classe G*

Figure 8 — Classes d’hélices amphiphiles identffidans les apolipoprotéines échangeables.
Elles sont caractérisées par la distribution desidés chargés et par les tailles des secteurs
occupeés par les résidus hydrophobes et hydrophikescteurs noirs : résidus polaires
positifs, secteurs hachurés : résidus polaires tifgat secteurs blancs : résidus hydrophobes
(18).
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Figure 9 — Schéma représentant le mode d’inteoacties hélices de classe A avec les

phospholipides zwitterioniques selon le principexdsnorkel model » (19).

2.2 Caractéristiqgues communes des monocouches foresépar les

apolipoprotéines échangeables a l'interface liquideir

Des travaux antérieurs, menés par V.M. Bolanosi&afc Renault et S. Beaufils, ont
eu pour objectif d’étudier le comportement inteidhdes apolipoprotéines échangeables a la
surface d’'une cuve de Langmuir et en I'absenceigides (13). Un nombre important de
parametres physiques furent pris en compte pow@ct@Eiser ces monocouches, parmi eux :
les valeurs maximales de la pression de surfade & concentration de protéines par unité
de surface, obtenues lorsque la surface est sanrpmtéines, la concentration surfacifjge
nécessaire pour initier une pression de surface mole, et pour finir, le coefficient de
cisaillementu de la couche une fois formée. Les valeurs de aesnetres sont exposées dans
le tableau 2 pour les apolipoprotéines A-1, A-I}},C-1l et C-IlI.

A T'équilibre thermodynamique, ces couches possetimiies une concentration par
unité de surface semblable située entre 1.5 einfj/2. Nous constatons egalement que les
valeurs finales de la pression de surface sontpir@shes, avec des valeurs comprises entre
22.5 mN/m et 26.5 mN/m. L’étude de ces propriétésriaciales met en évidence I'existence

d’'un caractere commun entre ces protéines, indiffiénent de leur structure tertiaire, qui ne

23



Chapitre 1 — Les apolipoprotéines échangeables etlr contexte biologique

peut-étre lié qu’a la présence d’'une quantité irigmte de répétitions d’'un méme motif a
l'intérieur des séquences de ces protéines. Dawaneeurs ont mentionné I'existence d'un
comportement commun a l'interface liquide/air pées apolipoprotéines échangeables, qui
consisterait en une orientation privilégiée de delélicesa parallelement a I'interface (20,
21), tout en acceptant cependant d’explorer d’autamfigurations (21, 22). Ce dernier point
est également suggéré par 'augmentation de laecdration surfacique produite apres que la
pression de surface ait commencé a augmenter.aPoults mesures réalisées a l'interface
liquide/air révelent tout de méme des différenaetseeces protéines. Nous constatons ainsi
une variation importante dans le coefficient deailsment qui passe de 12 mN/m, pour
'Apo C-1l a 48 mN/m pour I'Apo A-ll. D’autres expinces menées sur I'Apo A-l (V.M.
Bolanos-Garcia, S. Beaufils et M.Pinot, données pdrli€ées), ont montré que cette protéine
ne modifiait pas les propriétés rhéologiques d’ooeche de lipides a l'interface liquide/air,
lorsqu’elle s’y insérait. Cette difference dansrigidité des films de protéine reflete une
différence dans les interactions a longue et moggrumtée existant dans ces couches. Or, il a
été démontré que les interactions de ce type jotaie réle important dans le passage de la

forme discoidale a la forme sphérique des lipojpmegecontenant I'Apo A-1 (23).

Max. Max. Max. p

Pression | Concentration (apres Io
Protéines de Surfacique 15h) (mg/m2)

Surface (mg/m?) (mN/m)

(mN/m)
Apo A-l 22.5 1.6 22 0.6
Apo Al 23 15 48 1.2
Apo C-I 23.5 1.5 38 1.1
Apo C-lI 25 15 12 0.8
Apo C-llI 26.5 15 28 1.1

Tableau 2 — Comparaison de quelques propriétésighgs des monocouches formées par

les apolipoprotéines échangeables a l'interfaceitig/air (13).
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lll. Les lipoprotéines et le cycle du cholestérol

Les lipides polaires (phospholipides, cholestéeblapolaires (triglycérides, esters de
cholestérol) sont nécessaires aux besoins de Hmge humain et sont amenés aux cellules
par la voie sanguine. Cependant ces lipides n’giastsolubles dans un milieu aqueux, ils
doivent circuler dans le plasma sanguin sous ladod’'un complexe nommé lipoprotéine, ou
des protéines, les apolipoprotéines, forment awex lipides polaires une membrane
amphiphile permettant d’isoler les lipides les physlrophobes du milieu aqueux. La surface
des lipoprotéines est donc I'un des principauxssides interactions protéine - lipides ou
protéine - protéine, pour les apolipoprotéines éghables. Nous allons définir ici ce contexte
biologique en décrivant tout d’abord les princigalmolécules présentes a la surface des
lipoprotéines (phospholipides, cholestérol et gyogrotéines), nous évoquerons ensuite les
différentes classes de lipoprotéines et nous aéwyila structure de celles ou la conformation
de I'Apo A-l est la mieux connue (les HDL discoidauPour finir, nous évoquerons le
mécanisme global de transport du cholestérol dangahisme, en indiquant les principales

fonctions accomplies par ’Apo A-l et 'Apo All.

3.1 Principales molécules présentes a la surfacesdgoprotéines

3.1.1 Les phospholipides

Les phospholipides appartiennent a la catégorieligietes polaires. lls constituent
avec les glycolipides les deux grandes classes afte catégorie. La structure des
phospholipides est constituée de quatre partiesesaives allant de I'extréemité hydrophobe a

I'extrémité hydrophile, qui sont :

- Un ou deuxacides gras Les acides gras sont des chaines hydrocarbomées s
terminant par un groupement acide carboxylique. @sslécules sont de
différentes longueurs et peuvent posséder une osiepirs doubles ou triples

liaisons entre leurs carbones (insaturations) (ugure 10 et tableau 3).
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- Un alcool, qui peut étre soit le glycérol (pour les diacypphoglycérides) soit la
sphingosine (pour les sphingophospholipides).

- Ungroupement phosphatequi constitue le début de la téte polaire.

- Un autrealcool, relié au groupement phosphate par une liaisoar,est qui

constitue I'extrémité de la téte polaire.

Nombre de Nombre de Nom commun
o . Nom Formule
carbones doubles liaisons systématique

12 0 Laurate n-Dodécanoate CH3(CH,),,COO

14 0 Myristate n-Tétradécanoate CHs; (CH,)1,COO0

16 0 Palmitate n-Hexadécanoate CHs; (CH,)1,C0O0

18 0 Stéarate n-Octadécanoate CHs; (CH,)1,COO

20 0 Arachidate n-Eicosanoate CH; (CH,)1s.COO0

22 0 Béhénate n-Docosanoate CHs (CH,),cCOO

24 0 Lignocérate  n-Tétracosanoate CHs (CH,),,COO

16 1 Palmitoléate cisA%-Hexadécénoate CH;z (CH,)sCH=CH(CH),COO

18 1 Oléate cisA%-Octadécénoate  CHj (CH,),CH=CH(CH,),COO

o cis, cis-A®, A ]

18 2 Linoléate . CH3(CH,)4(CH=CHCH,),(CH,)¢CO

Octadécadiénoate
o all-cis-A®, A" A™-

18 3 Linolénate ) CH3CHy(CH=CHCH,)3(CH,)¢COO

Octadécatriénoate
_ all-cis-A®, A8, A, A

20 4 Arachidonate . CH3(CH,)4(CH=CHCH,)4(CH,),COO

Eicosatétraénoate

Tableau 3 — Exemples d’acides gras avec leur foerohimique. Les acides gras sont ionisés au
pH physiologique (le pH du sang est d’environ &#i) convient de les écrire sous leur forme
carboxylate. Ces acides contiennent habituelleraantombre pair d’atomes de carbone.

5-
o)
1
H.C '
3 CH2 ;
C\\
s~ 0 5-

(CHy),

Figure 10 — Formule d’un acide gras.
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Dans le cas de la famille des diacylphosphoglgestiles acides gras sont reliés par
des liaisons esters au groupement glycérol. Le pgnment glycérol est un alcool a trois
carbones, sur lequel se fixe, en plus des acides, ¢m téte polaire du phospholipide. II
constitue donc I'élément central de la moléculsastructure joue un réle important dans la
structure du phospholipide (voir figure 11). L'éximité de ces lipides est constituée d'un
alcool. Ainsi, différents alcools peuvent se fixpar une liaison ester au groupement
phosphate pour terminer la téte polaire. La chalgeelle-ci dépendra alors de la charge
portée par cet alcool (voir figure 12). En effedjmune le groupement phosphate est porteur
d’'une charge négative, dans le cas de la cholinegjypositive, la charge globale de la téte
sera neutre (la téte sera zwitterionique), dansake du glycérol, qui est neutre, la charge
globale sera négative (la téte sera anionique).

La sphingomyeéline est le lipide le plus connu d&atfaille des sphingophospholipides.
Il s’agit d’'un lipide polaire membranaire qui nerigé pas du glycérol. En fait, la colonne
vertébrale de la sphingomyéline, comme pour leseaumembres de sa famille est la
sphingosine, alcool aminé possédant une longuaehsjidrocarbonée insaturée (figure 13).
Dans la sphingomyéline, le groupe amine du sqeegihingosine est relié a un acide gras
par une liaison amide, et le groupe hydroxyle pniende la sphingosine est estérifié par la

phosphorylcholine.

Acides Gras Téte Polaire
Figure 11 — Structure générale d’un diacylphosglifioéride, les groupements & R
indiquent la position des chaines hydrocarbonéesagéles gras et X indique la position de
I'alcool. Le carbone central C-2, appartenant ayagrol, est représenté dans sa
configuration absolue.

27



Chapitre 1 — Les apolipoprotéines échangeables etlr contexte biologique

Sérine 'C'O‘:\ M Ethanolamine Hs
= 0 C
HO é‘ "'-.\ '_/" S
C MNH5+
H‘“‘C s R‘“NH3+ c
Hz -
Choline iié g: cH Glycérol =
) 3 H
L= e
CHa, He Ha

Figure 12 — Principaux alcools constituant la t@taire des phosphoglycérides. Lors d’'une
liaison ester le groupement OH marqué en rougdileste, permettant ainsi au carbone sur

lequel il était fixé de se lier a un oxygene duugrement phosphate.

TTTHN b
& CH
HaC{HoClys c 0. 0 o~ S
s / ‘"‘H._,-»/, T p-ff S~ MHI‘ !
"""',.r{'H HZ _,r:{: _:-1 ‘ ".-,/? y
HO o ) H4C :

Figure 13 — Structure de la sphingomyéline, la gasphingosine est marquée en bleu,

I'acide gras en vert et la phosphorylcholine engeu

3.1.2 Les apolipoprotéines

Plus d’'une quinzaine d’apolipoprotéines sont atduetnt décrites dans la littérature.
Les caractéristiques des principales apolipopregégont présentées dans le tableau 4. Les
fonctions de ces protéines interviennent a diffesyeniveaux. Tout d’abord, elles jouent un

réle clé sur la structure de la lipoprotéine, patdrmédiaire de leurs hélicesamphiphiles.
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Ensuite, elles vont exercer un autre réle en igissant avec d’autres protéines, qui sont

soient des enzymes, soient des récepteurs memtgsnai

Masse Concentration
Apolipoprotéine | moléculaire Site de plasmatique Fonctions
(kDa) synthese (g/L) principales
P-Struct. des HDL
Apo A-| 28 Foie, intestin 1,20 Act. de la LCAT et
Lg. de ABCAl et
SRB1.
Apo A-ll 17 (dimére) Foie, intestin 0,40 P-Struct. des HDL
Act. de la LH.
Apo A-IV 46 Foie, intestin 0,15 Act. de la LCAT.
Apo A-V 39 Foie 0,15*10 | Act. dela LPL
P-Struct. des VLDL e
Apo B-100 549 Foie 0,90 LDL, Lg. du récepteut
R-LDL.
Apo B-48 246 Intestin - P-Struct. des chylor
microns.
Apo C-I 6,5 Foie 0,05 Act. de la LCAT,
inhib. de la CETP
Apo C-lI 8,5 Foie 0,04 Act. de la LPL.
Apo C-llI 8,7 Foie 0,12 Inhib. De la LPL.
Apo E 39 Foie 0,05 Lg. des récepteurs R-
LDL et LRP.

Tableau 4 — Caractéristiques des principales appiptéines (24).
P-Struct. : protéine de structure, Act. : actiwatj Inhib. : inhibition et Lg : ligand

3.1.3 Le cholestérol

Le cholestérol est un lipide appartenant a la flentdes stérols. Nous retrouvons les
membres de cette famille dans les regnes animagétaxdx et microbiens. La structure du
cholestérol est tres différente de celle des phalgptes (voir figure 14), il est beaucoup plus
compact et apolaire que ces derniers. Il est aahsr partir de I'union de quatre cycles

hydrocarbonés. Une partie hydrocarbonée est fixe#uw des cycles a I'une des extrémités
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de la molécule, et un groupement OH est fixé suauine cycle a l'autre extrémité de la
molécule. Le groupement OH est la seule partieiqgotiu cholestérol, il est donc orienté de
fagon a étre en interaction avec les tétes poldiessphospholipides environnants, tandis que

le reste de la molécule s’aligne parallélemenugslehaines acyl.

HiC,

CH,

HO

Figure 14 — Structure du cholestérol

Le cholestérol libre présent a la surface des lipi@nes de haute densité (HDL) est
estérifie par la LCAT (Lecithin Cholesterol Acyl ansferase). La réaction enzymatique
comporte deux étapes (24) : premiérement, I'hydmlyd'un des acides gras des
phospholipides, ce qui généere un lyso-phospholiffiit@spholipide avec un seul acide gras)
et un acide gras libre, deuxiemement, I'estériftcatdu cholestérol libre par I'acide gras
hydrolysé (le groupe OH est remplacé par I'acidesdrydrolysé). Le cholestérol estérifié, qui
a donc perdu son groupement hydrophile, pénétres alans le coeur hydrophobe de la
particule.

3.2 Composition et structure des lipoprotéines

Il existe différents types de lipoprotéines. Elfest classées par densité croissante :
les chylomicrons, les VLDL (Very Low Density Lipagein), les LDL (Low Density
Lipoprotein), les HDL2 et HDL3 (High Density Lipaptein). La composition chimique des
lipoprotéines varie avec leur densité. Ainsi, neesouvons dans le tableau 5 la fraction
massique occupée par chaque constituant : phopes| cholestérol estérifie ou libre,
triglycérides (lipides entierement hydrophobes) pebtéines pour chaque catégorie de
lipoprotéine. Nous constatons donc que les apalgaémes A-l et A-ll sont principalement
associées aux lipoprotéines de haute densitéts
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Pour comprendre les mécanismes qui régissent fFatigo ou linsertion des
apolipoprotéines a la surface des lipoprotéinesstlimportant de connaitre la composition
surfacigue de ces complexes. Ainsi, la sphingomgééit les phospholipides avec une téte
phosphatidylcholine sont les deux principales caiég de lipides polaires trouvées a la
surface des lipoprotéines. D’autres phospholipiges®ont présents en minorité, comme les
phospholipides a téte éthanolamine (zwitterionigetefeux a téte inositol (anionique) (25).
Cependant, la composition lipidique surfacique e#&galement d’'une classe de lipoprotéines
a une autre. Par exemple, les phospholipides awectéte phosphatidylcholine ont des
chaines acyl (chaines hydrocarbonées obtenuestia @e8 acides gras) plus saturées a la
surface des LDL qu'a la surface des HDL. De plus, rapport sphingomyéline sur
phosphatidylcholine et le rapport cholestérol lipren estérifié) sur phospholipides sont tous
deux plus élevés pour les LDL que pour les HDL (28). Ceci pourrait avoir comme

incidence de limiter I'insertion de certaines pnoés dans la membrane des LDL.

Classe CE CL TG PL Protéines Principales
apolipoprotéines
Chylomicrons 3 1 90 4 2 B48, CI, ClI,
Clll, E
VLDL 12 6 60 14 8 B100, ClI, CII,
Clll, E
IDL 26 10 30 20 14 B100, E
LDL 40 11 5 22 22 B100
HDL 18 5 7 25 45 Al, All, AlV,
Cl, Clll, E

Tableau 5 — Composition chimique des lipoprotéi@esie la masse totale).
CE : cholestérol estérifie, CL : cholestérol libfeG : triglycérides, PL : phospholipides (24).

Le schéma le plus général sur la structure deprgiéines est une sphére constituée
d'un noyau hydrophobe (ester de cholestérol, trigligles) entouré d'une couronne
périphérique amphiphile. Cette couronne correspandine monocouche (couche dont
I'épaisseur est d'une seule molécule) constituéeliespholipides, de cholestérol libre et
d’apolipoprotéines (voir figure 15). Cependantslde leur création, les HDL ont une forme

discoidale du fait de I'absence de matiére hydrbphau centre de celles-ci (voir figure 15).
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Ainsi, I'étude de l'interaction des apolipoproté&navec une monocouche de phospholipides
modélise plutdt la surface des HDL matures ques @itk HDL naissants.

Les HDL naissants sont formés par une bicouchehdspgholipides, entourée par des
apolipoprotéines A-l afin d’isoler les chaines adgs phospholipides du milieu aqueux.
Parmi les modeéles permettant de décrire les HDIcodimux, il existe deux modéles
principaux. Le premier modéle est le modéle ditick&-Fence » (« piquets de cloture »)
(28), ou deux apolipoprotéines A-l entourent leqdes de phospholipides, I'une a la suite de
lautre, en placant leurs hélicesparallelement aux chaines acyl des phospholipjdeis
figure 15). De cette maniere, chaque protéine dexeinteractions intramoléculaires fortes
entre ses hélices, et des interactions intermaé@esl faibles avec I'autre protéine présente
sur le disque. Dans le second modele ou modéle Bibuble-Belt » (« double ceinture »)
(29), deux apolipoprotéines A-I paralleles enttesséntourent le disque de phospholipides en
placant leurs hélices perpendiculairement aux chaines acyl des phogptiet (voir figure
15). De cette maniere, chaque protéine crée desaations intermoléculaires fortes avec
lautre protéine présente sur le disque et desdations intramoléculaires faibles entre ses
hélices. Ce deuxiéeme modele est le modele privélégiheure actuelle. La configuration de

I’Apo A-1 dans les HDL sphériques a, quant a e#li& beaucoup moins étudiée.

Protéine :

Milieu
hydrophobe

Phospholipide (PL)
Cholestérol

Cholestérol estérifié

Couche amphiphile

triglycérides

Figure 15 — A gauche - un HDL sphérique, avewah: le cceur hydrophobe et en bleu : la

couche périphérique amphiphile. L’orientation depl@téine dans ce type d’HDL est encore

mal connue. A droite - deux modeles proposeés lgsuiDL discoidaux, en haut - le modele
« Picket-Fence », les 2 Apo A-l ont des hélicparalléles aux chaines acyl des
phospholipides, et en bas - le modéle « DoublésBéés 2 Apo A-l ont des hélices

perpendiculaires aux chaines acyl des phospholg{d@e) .
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3.3 Métabolisme des lipoprotéines

Afin d’expliquer les principales fonctions biologigs de 'Apo A-I et de I’Apo A-ll,
nous allons décrire ici le schéma général représefe métabolisme des lipoprotéines. Celui-

ci peut étre décomposé en trois voies principad}, Qui sont les suivantes :

- une voie exogene, correspondant au métabolismeclig@emicrons, particules
iIssues des intestins comportant les graisses diesglimentaires.

- une voie endogéne, correspondant au métabolisme Wd3L, qui sont
synthétisées par le foie a partir des acides gsassides chylomicrons ou libérés
par les tissus adipeux. Le métabolisme des VLDLdooa a la production des
LDL. Ces LDL constituent le produit final de cet®ie endogéne, et seront
captées par le foie ou par les tissus périphériques

- une voie inverse correspondant au métabolisme @&s &ui assurent le retour du

cholestérol des tissus périphériques vers le foie.

Aprés absorption des graisses d'origine alimentaliiiatestin gréle sécrete des
chylomicrons, dont la demi-vie est trés courte, ldedre de quelques minutes. Les
chylomicrons natifs sont constitués majoritairemeettriglycérides. La lipoprotéine lipase
(LPL) va hydrolyser ces triglycérides pour les sfanmer en acides gras libres et en glycérol.
Les acides gras libérés sont soit stockés parsku tadipeux, soit utilisés par les tissus
périphériqgues comme source d’énergie, soit encarglisés pour la synthese hépatique des
VLDL (31). Ces chylomicrons appauvris en triglyc&s finissent leur vie en étant captés par
le foie.

La voie endogéne commence avec la synthése des \pable foie. Leur production
est stimulée par les acides gras libres captédepfie aprés un repas riche en graisse ou
libérés par le tissu adipeux a jeun. Comme dansake des chylomicrons, la LPL va
hydrolyser les triglycérides contenus dans le dagdrophobe de la lipoprotéine pour former
des acides gras, et transformer rapidement les Vé&lipoprotéine de plus forte densité : les
IDL. Ces IDL par I'action de la lipase hépatiqueHfLvont a leur tour se transformer en LDL.
Cependant, seulement 50% des VLDL sont transfoendsDL, le reste est capté par le foie

sous la forme de remnants de VLDL ou d’'IDL. Les LBdsurent la distribution aux cellules
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du cholestérol qui est nécessaire a I'édificati@s enembranes cellulaires, ainsi qu'a la
synthése des VLDL, des composés biliaires et demdmes stéroides. Cependant les LDL
peuvent également selon certaines conditions ppgtiologiques, subir des phénomenes
d’oxydation et étre captées par les récepteursmidEsophages, qui sont impliqués dans la
genese de la plaque de cholestérol obstruantti®synommée plaque d’athérome. Les LDL
constituent ainsi la fraction la plus athérogen lgmprotéines.

Il existe une troisieme voie, communément appelé€ransport Inverse du
Cholestérol », dans laquelle sont impliquées I'Apd et I'Apo A-Il. Cette voie assure le
transport jusqu’au foie du cholestérol apportélpar_DL aux tissus périphériques, afin qu’il
y soit recyclé ou éliminé par la bile. Ce processassuré par les HDL, s'oppose a
'accumulation du cholestérol dans la paroi artieriet exerce un effet potentiellement anti-
athérogene. Ainsi, une mesure de la concentratioohdlestérol HDL est un marqueur du
risque cardiovasculaire bien établi. Le transposteise du cholestérol comporte quatre

étapes (24) :

- La prise en charge du cholestérol libre (non dsi¢des cellules par les HDL.

- L'estérification du cholestérol libre.

- Le transfert du cholestérol des HDL vers les lipp@ines de plus faibles densités.
- Le captage des HDL par le foie.

La reconnaissance d’'une protéine nommeée ABC-1'paolA-I, a I'extérieur de la
cellule, amorce le processus de transfert du ctéstaslibre intracellulaire vers les HDL.
L'origine des HDL est multiple, elles peuvent épeduites au cours de la fusion ou de
I'hydrolyse d’autres HDL, mais aussi lors de ladgtion extracellulaire de I'’Apo A-I suite a
son interaction avec I'ABC-1.

Apres leur création, les HDL ont une forme disct@daoir section 3.2). Cependant,
au cours du métabolisme, le cholestérol libre preada surface des HDL va étre estérifié par
la LCAT (voir section 3.1). Le cholestérol esté¥ifia alors migrer vers le cceur hydrophobe
de la lipoprotéine et provoquer la transformatiam ld particule discoidale en particule
sphérique. L'activité enzymatique de la LCAT esth@blement déclenchée par le domaine
central de I'’Apo A-I, qui serait alors moins insél@ns la membrane que les autres segments
de la protéine (32). L'estérification du cholestélibre provoque une augmentation du
volume de la particule, qui devra augmenter la ttéande phospholipides et

d’apolipoprotéines présents sur son enveloppe HIIs vont ensuite échanger avec d’autres
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lipoprotéines de plus faibles densités, une paltieholestérol estérifié qu’elles contiennent
(VLDL, IDL et LDL) contre des triglycérides et cegrace a lintervention d’'une autre
protéine : la CETP (Cholesteryl Ester Transfer &t Cet échange favorise le retour du
cholestérol jusqu’au foie, et s’accompagne égalémian remodelage des HDL en modifiant
la quantité de phospholipides a leur surface. LB4& Heront eux-méme absorbés par le foie
suite a l'interaction de certaines apolipoprotéiagsc les récepteurs a la surface du foie
(notamment entre 'Apo A-l et SRB1).

Tout comme 'Apo A-I, 'Apo A-ll est également wonstituant protéique majeur des
HDL. Sa principale fonction biologique, connue lzelire actuelle, consiste a prendre la place
de I'Apo A-l a la surface des HDL. Ce processuffesttue sans affecter significativement les
propriétés structurales de la lipoprotéine et sgrassible grace a une plus forte affinité de
'Apo A-ll pour le lipide que I'Apo A-l. L'une desconséquences biologiques de ce
déplacement de I'Apo A-I par I'’Apo A-ll pourraitrét’'augmentation de la dégradation des
HDL par le foie (33).

V. Relation entre structure et fonctions pour 'Apo
A-l et 'Apo A-II

4.1 L’apolipoprotéine A-I

L’Apolipoprotéine A-1 (Apo A-l) est principalemerdssociée aux lipoprotéines de
type HDL (High Density Lipoprotein), il s’agit duripcipal constituant protéique de cette
classe de lipoprotéine. Elle joue un réle import#ants la détermination de leur taille. En plus
de son interaction avec les phospholipides, I'Apbaila possibilité de créer des interactions
spécifigues avec d’autres protéines, accomplisaardi des fonctions essentielles dans le
métabolisme de ces HDL. L’Apo A-l interagit ainsieg 'ABCAL, la LCAT et la SRB1,
afin de réaliser les processus biologiques quétimtécrits dans la section 3.3.

La séquence de I'Apo A-l fut déterminée par Breweeanl. en 1978 (34). L'Apo A-l
est constituée de 243 acides aminés (sa masseulaiiéest de 28.1 kDa), qui peuvent étre
regroupés en deux parties : le domaine N-termic@ihprenant les résidus 1 a 43), qui est

encodé par I'exon 3 du gene de cette protéine dbieaine comprenant la partie centrale
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ainsi que la partie C-terminal de cette protéin@mjorenant les résidus 44 a 243), qui est

encodé par I'exon 4 du méme geéne.

4.1.1 Structure et fonction du segment codé paohet

La comparaison entre les séquences des mammifédesué que le domaine N-
terminal de I'Apo A-l est fortement conserveé tandige la partie codée par I'exon 4 montre
des substitutions entre les espéces (35). Cependiandépit de ces changements dans la
structure primaire, la structure secondaire appamnhme étant fortement conservée. Ce qui
montre limportance de cette structure dans la ewation des fonctions biologiques
essentielles.

Des travaux antérieurs (36) ont permis de révélerlg structure de la protéine sans la
terminaison N contenait 10 hélices amphiphilespligoart étant séparées par un « coude »
produit par la présence d’'une proline. Huit de loélices sont constituées par des motifs 22-
mer, et deux, par des motifs 11-mer. La déternonatle la structure de cette partie de la
protéine, a I'état non lié aux lipides et pour wésolution de 3 A, a permis de confirmer ces
résultats (37, 38). Ainsi, nous pouvons voir sutecstructure, montrée par la figure 16, dix
hélicesa qui s'étendent successivement les unes a la dageautres, tout en donnant au
monomere une forme de « fer a cheval », a causgha@ogement d’orientation de I'axe des
hélices imposé par chaque proline. Nous constaégatement que la région C-terminal
posséde une hélieeplus courte, séparée des autres hélices par gimanéon hélicoidale.

Sur la méme figure, nous pouvons voir que les mamesd’Apo A-l s’assemblent en
un tétramere en forme d’ellipse, composé de demredis. Chacun de ces dimeres est formeé
de deux monomeres arrangés de facon antiparaflgisi, la forme de ces dimeres rappelle
trées fortement la configuration de I'Apo A-l1 danss|HDL discoidaux selon le modéle

« Double-Belt » (voir section 3.2).
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Figure 16 - Structure cristallographique de I'’Apel sans les résidus [1 — 43] et non
liée aux lipides. Cette structure fut déterminéecawne résolution de 3 A. A gauche : nous
avons un monomere, ou la forme en « fer a cheeat due a la présence de prolines entre

les hélices. A droite : nous avons I'arrangementé&ramere obtenu lors de la cristallisation,

ou les monomeéres sont arrangeés anti-parallélem&nt 38).

4.1.2 Lien entre structure secondaire et affiait lipides

Les mesures de dichroisme circulaire ont démofitnglication des hélices alpha de
I’Apo A-1 dans les liaisons avec les lipides. Efegfcette protéine est composée de 40 a 50 %
d’hélices alpha en I'absence de lipides et jus@& &6 lorsqu’elle est liée aux lipides ((39) et
(40)).

Le domaine codé par I'exon 4 possede 6 hélicedadse A créées par les domaines
22-mer, et 4 hélices de classe Y (17) (voir figli¥@. Les hélices alpha amphipathiques de
classe A sont caractérisées par un haut momenbpiydbe et une distribution unique des
résidus chargés (34) (voir section 2.1). Cependastmesures expérimentales indiquent que
les hélices de classe A appartenant a ’Apo A-hhjomas forcément une grande affinité pour
les lipides. Palgunachari et co-auteurs ont déraanie seulement deux de ces hélices (acides
aminés 44 a 65 et 220 a 241), ont une affinitéisogiive pour les lipides (41). L'une de ces
deux hélices (résidus 220 a 241) appartient au ohen@terminal, et il a été démontré que la
présence de ce domaine était indispensable poutidtion d’'une liaison entre la protéine et
les lipides (35).
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Figure 17 — Sur la séquence de I'Apo A-I - en haudus voyons la répartition des motifs 11

ou 22-mer, codés par I'exon 4 (en noir) et celkes dhotifs 11-mer, codés par I'exon 3 (en

blanc)- en bas - nous voyons la répartition descleéb: amphipathiques et leur classe
A (noir), Y (hachuré) et G* (blanc). Les traits avdoubles fleches représentent les parties
liantes aux lipides, tandis que les traits sanshdesi fleches représentent les parties qui ne le
sont pas. Juste en dessous, se situent les valaur®ment hydrophobe par résidu, calculé

sur des segments de 11 acides aminés (19).

Les hélices alpha de la partie centrale de la protéemblent ne pas jouer de rdle
essentiel dans l'initiation de la liaison avec lipgdes. Cependant, des hélices appartenant a
cette région (hélices 100 a 121 et 122 a 143) p@nt avoir une importance dans la

stabilisation du complexe lipides — protéines. egments impliqués dans I'activation de la

LCAT ont été localisés sur la partie centrale @b A-l (42).
4.1.3 Structure tertiaire et quaternaire de I'ensdende la protéine

L’Apo A-l possede certaines caractéristigues destépres globulaires. En effet,
plusieurs facteurs indiquent que sa structure ekdtivement flexible : une énergie de
dénaturation faible (43, 44), une hétérogénéitdadelocité de sédimentation (23). Ce qui
permet une interaction rapide de ses acides arydrsphobes avec les lipides des vésicules

de DMPC, pour former des HDL discoidaux (45, 46).

38



Chapitre 1 — Les apolipoprotéines échangeables etlr contexte biologique

L’Apo | existe sous forme monomérique, pour desceatrations inférieures a 0.1
mg/mL. Il a été suggéré, qu’en solution, les domsik-terminal et N-terminal pouvaient
créer des interactions entre eux, ce qui permetti@istabiliser la structure globale de la
protéine (47, 48). Au dessus de cette concentratoprotéine s’auto-associe en impliquant,
semble-t-il, les segments hélicoidaux situés supddie C-terminal, qui peuvent alors se
stabiliser (49).

Ainsi, dans un premier temps, I'étude de I'Apo Asémblait indiquer que la
terminaison N était uniguement importante pourtddiisation de la protéine en solution en
'absence de lipides ((50), (51)). L'affinité de demaine pour les lipides est ainsi faible,
malgré la présence d’'un domaine amphipathiquerfant liant aux lipides (acides aminés 44
a 65) (41) (voir section 4.1.2 de ce chapitre). €belant certaines études suggéraient déja que
ce domaine pouvait exercer une influence dansrladtion de complexes lipides - protéines,
en favorisant I'accessibilité a certaines hélicastés (35). Des études récentes améenent
maintenant, a revoir certaines considérations awstructure tertiaire de la protéine (52-56).
Le domaine N-terminal et la partie centrale dert#éine (résidus de 1 a 187) s’organiseraient
dans un paquet d’hélicesarrangées de facon anti-paralléle (55, 56). LeadoenC-terminal,
constitué par les résidus 188 a 243, serait qudndnaoins organisé (57e modéle semble
en accord avec la structure cristallographique Agol A-I entiere, montrée sur la figure 18
(54).

Saito et co-auteurs ont ainsi proposé un mécangsnaeux étapes pour la liaison de
'Apo A-l a la surface des particules lipidiqueshépdques (voir figure 19) (52, 57). Dans un
premier temps, les hélices du domaine C-terminal initient la liaison aux tlps. Ce
processus est accompagné d’'une augmentation degdarfion d’hélices dans cette partie de
la protéine. Dans un deuxieme temps, le paqueticdseprésent dans la région N-terminal
s’ouvre et les interactions hélice - hélice sonrsalremplacées par des interactions hélice -
lipides. Cette seconde interaction est égalemewbrapagnée d'une augmentation de
I'hélicité dans la protéine, concernant les résiti2@ a 142 (58) et 1 a 43 (59-61).

Des mesures calorimétriques ont mis en évidencelayliaison de I'Apo A-1 aux
lipides impliquait un processus exothermique, ce budiquerait que le changement
conformationnel des segments non organisés (« Raol ») vers une structure en hélice
produit I'énergie nécessaire a la liaison de lagine aux lipides (62). Cependant, selon cette
méme étude, la liaison de I'Apo A-l a une coucheligales fluide, n'impliquerait pas

d’échange de chaleur, ce qui indiquerait alorsliaison guidée par I'entropie, ou la protéine
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N

remplacerait a linterface les molécules d'eau éaBI entre les tétes polaires des

phospholipides.

aine C-terminal

Y,
Domaine N-terminal

Figure 18 - Structure cristallographique de I'’Apel Atacte et non liée aux lipides.
Cette structure fut déterminée avec une résolutim@.4 A (54). L’Apo A-l est constituée d’'un
paquet de 4 hélices regroupant le domaine N-terh@hka partie centrale, tandis que la

partie C-terminal comporte deux hélices anti-pagbdk.

N-terminal

N
C

=)

/ C-terminal

helical bundle
structure

initial lipid binding step through
the C-terminal domain

conformational reorganization with
bundle open structure

Figure 19 — Modele en deux étapes pour le mécaniki@ison de I'’Apo A-l a la surface
des particules lipidiques sphériques. A I'étatdéibfApo A-l est organisée en deux domaines
structuraux : le domaine C-terminal est peu organiandis que les parties centrale et N-

terminal sont structurées en un seul paquet d’leélic La liaison est initiée par
'augmentation de I'hélicité dans la région C-temal, ensuite le paquet d’hélices s’ouvre et

transforme les interactions hélice - hélice enratéions hélice - lipides (57).
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4.2 L'apolipoprotéine A-II

L’Apo A-Il humaine est la principale protéine deOL apres I'Apo A-l. Cette
protéine joue un réle important dans le meétabolisteeces lipoprotéines. L'une des ces
fonctions biologiques consiste ainsi a déplaceptAA-1 de la surface des HDL, ce qui
produit a la fois un effet sur le métabolisme dé€3LHet sur leur structure. L’Apo A-ll chez
'étre humain est constituée de deux chaines pptligigues de 77 acides aminés (8.708
kDa), reliées par un pont disulfure au niveau dudié numéro 6 et formant ainsi un dimeére
(63, 64). A ce jour, deux structures cristallogligpks de I'Apo A-Il ont été publiées. L'une
correspond a la protéine humaine a I'état natugb), (et I'autre correspond a la protéine
associée a un détergent :ploctyl-glucopyranoside, couramment utilisé pourubdiser les

protéines membranaires (65).

4.2.1 Analyse de la structure de I'’Apo A-Il adepur

La structure cristallographique de I'Apo A-ll emalisence de détergent a été obtenue a
une résolution de 2 A (65), elle est présentédasfigure 19. Chaque chaine polypeptidique
possede trois longues hélioesqui sont ponctuées par des prolines, d’'une fapmilaire a
celle qui a pu étre observée sur 'Apo A-lI (pour daucture obtenue sur le segment
comprenant les résidus 44 a 243). De courtes kdliedype 3 comprenant 3 a 4 résidus sont
situées entre ces longues hélices (65). La cordigur globale de la protéine montre que les
chaines polypeptidiques sont compactées dans amgament qui rappelle le paquet d’hélices
a du domaine N-terminal de 'Apo A-l entiere. Chadlienere contient trois longues zones
hydrophobes, correspondant aux résidus 6 a 2% 58t 60 a 70, sur chacune des chaines.
Ces zones hydrophobes permettent aux dimeéres mdigitefortement entre eux a l'intérieur
du cristal de protéines (voir figure 19) (65). Ladyse de la répartition des motifs répétés nous
indique globalement que la moitié de la protéinecesstituée de motifs 11-mer (codés par

'exon 3) et I'autre moitié par des motifs 11/22meodés par I'exon 4) (voir figure 20) (19).
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4.2.2 Analyse de la structure de I'Apo A-ll asse@éun détergent

Des études a partir de peptides synthétiques @marg des fragments de I'Apo A-ll
ont mis en évidence des sites de liaisons entigipmet lipides (19). Les sites liants et non
liants sont indiqués sur la figure 21. Il appagditsi gu'au moins deux sites distincts sont
liants sur chaque chaine polypeptidique. L'analgsda séquence primaire a, quant a elle,
révélé l'existence de trois domaines amphipathigdesclasse A sur cette protéine. La
position et la longueur de ces domaines sont egsos#ir la figure 21. La structure
cristallographiqgue de I'Apo A-Il associée afi-octyl-glucopyranoside montre une
configuration globale trés différente de I'étaturat (65) (voir figure 20). Les assemblages de
diméres n’ont plus la méme courbure ni la mémentateon qu’a I'état pur. Nous constatons
gue si l'assemblage des diméres sans détergent fa@@ penser a la structure
cristallographique de I'’Apo A-I intacte, alors eettouvelle configuration en forme de boucle,
lors de la présence de détergent, est plus proehmite de I'Apo A-l sans le domaine N-
terminal. Cette configuration rappelle le modélbauble-Belt » adopté par I'Apo A-1 dans
les HDL discoidaux, puisque les chaines polypeapties, en plus de former une boucle,
placent les hélices perpendiculairement aux chaines acyl des lipi@B% Ainsi les chaines
polypeptidiqgues de I'Apo A-l et de I'Apo A-ll créerdes structures de configuration
semblable malgré leur différence de longueur. Rioim, nous ajoutons que la formation de
paquets d’hélices. de longue taille, en I'absence ou en faible quandie lipides, est un
arrangement commun observé a ce jour sur deux saatpelipoprotéines, I'Apo E et
I'apolipophorine Il ('une des trois apolipoproids des insectes) (65).
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C-terminal

éerr%al

N

(A)

Figure 20 - Structure cristallographique de I'ApellAntacte, a I'état pur (65) : les
chaines polypeptidiques sont associées sous lafdamiméres (A), eux méme impliqués
dans un plus grand assemblage (B). La résolutibne®.7 - 2.5 A.
Structure cristallographique de I'’Apo A-Il intact® présence dgoctyl-
glucopyranoside et avec une résolution de 2.7 -AX®) (65). Nous constatons un
changement radical dans la courbure et dans la awotipn des hélices, qui sont orientées

perpendiculairement aux chaines des détergents.
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Figure 21 — Sur la séquence de I'Apo A-Il - en hawbus voyons la répartition des motifs 11
ou 22-mer, codés par I'exon 4 (en noir) et celkes dhotifs 11-mer, codés par I'exon 3 (en

blanc) - en bas - nous voyons la répartition ddghéa amphipathiques de classe A

(rectangles noirs) (les classes d’hélices Y et &sant pas présentes sur cette protéine). Les

traits avec doubles fleches représentent les paligates aux lipides, tandis que les traits

sans doubles fleches représentent les partieseylé sont pas (données issues de travaux

sur des peptides synthétiques). Juste en dessosius les valeurs du moment hydrophobe
par résidu, calculé sur des segments de 11 acidesés (19).
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CHAPITRE 2

MATERIELS ET METHODES -

Mesures aux interfaces

Le premier modele de membrane biologique fut d@pélgar |I. Langmuir dans les
années 1930. Ses études sur des films d'huiles@rface de I'eau (1) I'ont amené a formuler
une théorie générale sur la chimie des surfaceslujua valu le prix Nobel de Chimie en
1932. Avec sa collaboratrice K. B. Blodgett, ilsranluisent la notion de monocouche, film
interfacial dont I'épaisseur est d'un atome ou d'unolécule, et qui posseéde des propriétés
thermodynamiques bidimensionnelles (2, 3). Nousxaudilisé ce modele de membranes
biologiques parce qu’il posséde deux intéréts irtgous : d’'une part, une géométrie simple
qui permet une analyse plus facile de l'interactiprotéine - lipides et d’autre part, la
possibilité de réaliser des mesures expérimentaleslifférentes échelles spatiales.

En ce qui concerne le travail présenté ici, les oemuches sont réalisées a la surface
d'une cuve en téflon, nommée également cuve deméngvoir figure 1). Les protéines
étudiées sont des molécules amphiphiles qui s'adesbrnaturellement a une interface
hydrophile/hydrophobe. Deux types d'interface hptie/hydrophobe sont prises en
compte : l'interface liquide/air et l'interface lede/lipide (voir figure 2). L'interface
liquide/lipide est créée par dép6t d'un volume degpholipides sur la surface de la cuve.
Ces molécules qui comportent une structure majoeitaent hydrophobe, restent confinées a
la surface de la cuve. L'utilisation de deux systemmodeles - film pur de protéines et film
mixte de protéines et lipides - a pour objectiftut¥er le comportement interfacial de la
protéine dans un systéme dont la complexité estgiée.

Au cours de la cinétigue d'adsorption de la pnoééa l'interface, des mesures de la
pression de surface et de la variation de I'andlp®ométrique sont réalisées, ainsi que des
mesures de spectroscopie infrarouge de type PM-8RRArsque la pression se stabilise, le

systéme atteint son état d'équilibre thermodynamigfuun prélévement est alors effectué sur
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la monocouche par la méthode de Langmuir-Blod@sgtte méthode consiste a transférer le
film sur un substrat solide afin de le caractériselféchelle du nm par la microscopie a force
atomique (AFM). L’ensemble des techniques permtettarcaractériser le film sont décrites

dans la suite de ce chapitre.

Barriére motorisée

Sous-phase 2
:%Lji -

Solution de
Cuve en téflon protéines

Figure 1 — Mode de préparation des films aux ifstees.

Al Air Phospholipides

Tampon \ Tampon
m <+— Protéines
A

(Apo A-l) | B

e

Figure 2 — Représentation schématique des diffésenterfaces :
liquide/air (A) et liquide/lipides (B).
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|.  Principe des mesures tensiometriques et

ellipsométriques

1.1 Mesure de la pression de surface

1.1.1 Définition de la tension de surface

Au sein des liquides, les molécules exercent dese$oattractives entre elles qui
assurent la cohésion. Lorsqu'une molécule se sitiee surface du liquide, la somme des
forces exercées sur elle résulte en une forcecatteaorientée vers l'intérieur du liquide. A
I'équilibre, le nombre de molécules dans cetteigardition sera minimal, le liquide aura donc
tendance a minimiser sa surface. Ainsi lorsquentedécules se placent a linterface en
augmentant de ce fait la surface d'une quanxi#t¢ elles produisent une augmentation de
I'énergie libredF. La quantité qui définie cette augmentation d'@ieempar rapport a
'augmentation de la surface correspond a la tarsiperficielley (mN/m) et est définie par

la relation suivante :

oF ,
= — éqg. 1
Y (aAj (¢a- 1

ou F correspond a I'énergie libre, A a l'aire oé=upar l'interface et ou les trois parametres
fixés sont : T (température), V (volume) et n (noeenbe molécules). Nous verrons par la suite

une méthode expérimentale permettant de mesuterteasion superficielle.
1.1.2 Relation de Young et notion de mouillage

Nous pouvons représenter la tension superficiedies da forme d'un vecteuy;
tangentielle a l'interface entre les matériaux j. é®ar exemple, dans le cas d'un systeme
composé de 3 fluides différents (1, 2 et 3) noncihies et en contact, nous obtenons la
représentation vectorielle exposée sur la figur€@&.formalisme nous amene a la relation

suivante lorsque le systeme est a I'équilibre, lépdei du triangle de Neumann :
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—

Vis. * Vog ¥ Va1 = 0 (€q. 2)

Avecys »: tension de surface entre les liquides 1 gb2; tension de surface entre les
liquides 2 et 3 ef3: tension de surface entre les liquides 3 et hsDe cas particulier d'une
goutte posée sur une surface solide (voir figuredlis obtenons la relation suivante, appelée

équation de Young:
yl,a XCOSG) = ya,s - ys,l (éq 3)
ou, 0 correspond a I'angle de mouillage, a la tension de surface entre le solide et ladeu

T2 & la tension de surface entre le liquide et &air, sa la tension de surface entre l'air et le

solide.

Figure 3 - Systeme a I'équilibre de 3 fluidesentact.

air 8
liquide

solide

Figure 4 - Angle de mouillagéd'une goutte sur une surface solide.
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1.1.3 Méthode de la lame de Wilhelmy

La tension superficielle est mesurée par la méthdmlda lame de Wilhelmy. Ce
systeme comporte dans notre cas un papier filtricak (pour d’autres dispositifs il s’agit
d’'une lame en platine), dont une faible portionieshergée dans le liquide. Ce papier filtre
est relié a un capteur électronique par linterraigdi de crochets (figure 5). Le capteur
électronique permet ainsi de mesurer la force fint@le s’exercant sur le papier. Le papier a
dans notre cas une largeur | de 1 cm, une épaissd¢’environ 0.5 mm et une longueur L de
2.5 cm. La précision sur ce dernier paramétre a®a@influence sur la mesure de la tension
superficielle, contrairement a la précision suotegueur et I'épaisseur.

La résultantd- des forces s'exercant sur le papier s'écrit tectan suivante :

—

F =P+ I:)A + finterf (éq. 4)

ou, P correspond au poids du papiBg, a la poussée d'Archimédefgt s a la force créée par
la tension de surface.

La force interfaciale s’exercant sur le capteurce&ée par la remontée du liquide sur
le papier (le ménisque). La valeur de cette formmsque le papier est a I'état d’équilibre
dépend de la différence entre la tension supeltcibe I'interface papier/air et la tension
superficielle de l'interface papier/liquide. Cefierce dépend également du périmétre du
papier, soit de la valeur 2(l+e), puisque ce contl@limite le front du liquide et de I'angle de
mouillage®6. Ainsi, selon I'équation de Young (voir équation Bous obtenons I'expression

suivante pour la force interfacidigers :

—

finterf = - yl,a ECOSG) E?-EQ' +e) l_jz (éq. 5)
La projection E sur I'axe vertical de la résultante des forcesegj@nt sur le papier
s'écrit donc :

F, =P + P, = y,lcos@)[2[(l +e) (éq. 6)

Comme P et Psont identiques a l'interface eau/air et a I'ifaee film/air,alors nous

pouvons mesurer la variation de la forde: créée sur le papier par la présence du film.
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AFZ FZ film erau (éq. 7)

= (yeau,a - yfilm,a) EI:OS@) m ql + e)

ol, B et "™ sont respectivement la projection sur z de ladfan@ée par I'eau et celle
créée par le film sur le papiefim,a et yeauaSONt respectivement les tensions de surface des
interfaces film/air et eau/air.

Le papier filtre est totalement mouillant, donmua obtenons un anghke égal a 0.
Comme de plus nous connaissons la largeur | ei$géeur e du papier, nous pouvons donc
obtenir la différence entre les tensions de surtaéées par I'eau pure et par le film, d'aprés
'équation suivante (équation 8). Cette différemsedéfinie comme lpression de surfacer

créée par le film.

film eau
— I:Z I:Z

201 +¢) (6. 8)

T= yeaua - yfilm,a

!

Papier

Liquide e

Figure 5 - Schéma d'une lame de Wilhelmy, vyaraold, la lame est immergée dans un
liquide, et vue de face.
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1.2 L'ellipsométrie

1.2.1 Réflectivité de la lumiéere par une interface

Dans le cas d'une interface d'épaisseur nullg, &'dge en I'absence de molécules se
situant a l'interface liquide/air et dans le cascetie interface est éclairée par une onde plane
dont la longueur d'onde est supérieure aux distaente les molécules d'eau, nous pouvons
considérer que cette interface est une interfac€rdsnel. Ainsi, la trajectoire du faisceau
laser, qui est contenue dans le plan d'incidenserégie par les lois de Snell-Descartes
(figure 6), d'une part le faisceau laser incideminfe un anglé®; avec la normale a la surface
qui est égal a l'anglé formé par le faisceau réflechi, d'autre part lmgnsmise forme un
angle6; avec la normale tel qu®,;;.Sin(0;)) = Nea.SINO;), OU Ny et nay SoNt les indices de

réfraction respectivement de I'air et de I'eau.

Faisceau incident Faisceau réfléchi
Air
n, =1
Eau
medls 00 Faisceau transmis

Figure 6 - Schéma de la réflexion et de la trarssimon d'un faisceau laser par une interface.

1.2.2 Principe général de I'ellipsométrie

L'ellipsométrie est une technigue optique d'anatisssurface, non destructrice, qui est
fondée sur la mesure du changement de polarisdtionfaisceau laser créée par sa réflexion

sur une surface plane (voir figure 7).
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Une surface plane peut-étre caractérisee par sefficents de réflexion et de
transmission, qui sont des nombres complexes,iatogrespondent au rapport de I'amplitude
de I'onde réfléchie ou de l'onde transmise surplinde de I'onde incidente. Les équations
suivantes (équations 9 et 10) définissent les woexfits de réflexion pour les composantes du

champ électrique paralléle (p) et perpendiculajea( plan d'incidence :

— Epr — i
o = E._ _‘rp‘EXp(JJp) (é9.9)
pi
E, .
rs = E. = ‘rs‘ @Xp(] 55) (éqg. 10)

Sl
ou I, et  sont les modules des coefficients des composaertggectivement paralléle et
perpendiculaire, tandis qu et ds sont les déphasages des coefficients des compssant
respectivement paralléle et perpendiculdine.pratique, nous mesurons le rapport entre ces

deux coefficients, aussi nommeé elliptigitéqui s'écrit sous la forme suivante :

-

p =—=tany.exp(jb) (éq. 11)

rS

r
avec tany =%

S

et A=ardpo|=0,-9,

ou A correspond au déphasage entre les composantesgpeds réflexion et correspond au
rapport des modules des coefficients de réflexiort gs. Ces deux paramétres sont les
parametres ellipsométriques et sont mesurés graaispositif expérimental qui est décrit
dans la suite (voir section 1.3).
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E rp.Ep.dép

Film (n —»
interfacial

Figure 7 — Schéma de principe du déphasage d'ude par une surface de Langmuir.

1.2.3 Cas particulier de I'angle de Brewster

Dans le cas d'une interface de Fresnel, les camffic de réflexion, pour les deux
composantes, sont des nombres réels et sont déathita condition de continuité de la
composante tangentielle du champ électrique ethdump magnétique a travers l'interface.

Ces coefficients s'expriment sous la forme suivante

_n, [tos@) —n, [tosE,)
L [tos@ ) +n, [tosE,) (6q. 12)
1 i 2 t

c = [cos@ ) —n, [cos@,) |
® n, [€os@) +n, [tosE,) (éq. 13)

ou 6;, 6, et6; sont définis sur la figure 6.

Ainsi, pour une onde électromagnétique incidentesxiste une valeur de l'angle
d'incidence ou le coefficient de réflexion de lanpmsante en p est théoriguement ng#@J,
donc l'onde réfléchie par la surface sera entiénérpelarisée en s. Dans ce cas la, I'angle
d'incidence et l'angle de transmission vérifierdpres les lois de Snell-Descartes, la relation
suivante :0; + 0; = n/2. Nous obtenons alors la relation qui suit (équmfid), indiquant la
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valeur de I'angle d'incidence pour laquelle l'isignsur la composante p du faisceau réfléchi

est nulle. Cet angle est nomiaégle de Brewsteret notég :

n

tan@;) = n_2 (éq. 14)
1

ou, n et n sont les indices de réfraction respectifs du mile se propage le faisceau
incident et du milieu ou se propage le faisceawmstras. Pour une interface air/eau :
0g = 53°12". Si l'on trace les variations des cogffits de réflexionyret i en fonction de
I'angle d'incidencé; (d'apres les équations 12 et 13), on vérifie barigle de Brewstdig, le
coefficient p s'annule (voir figure 8).

Lorsque des molécules s'adsorbent a la surfaca devie, elles créent une interface
d'épaisseur non nulle. L'intensité de la composprde faisceau réfléchi n'est plus égale a 0
et nous pourrons alors la détecter. L'angle de Biewpermet ainsi de s'affranchir du signal
lumineux produit par I'eau lorsqu'on éclaire laface de la cuve et permet d'obtenir un signal
dont l'intensité est proportionnelle au carré épdisseur de la couche. Des lors, nous ne
sommes plus dans le cas d'une interface de FreRaelellipsométrie nous allons mesurer
'augmentation du déphasage entre la composartéapcemposante s créée par la réflexion
sur le film, ce qui exige une intensité suffisaate cette composante p et donc de décaler
I'angle d'incidence d'un degré par rapport a ledgl Brewster; = 6g — 1.

05

Coefficients de Réflexion
(=]

05

-1
10 20 30 40 50 60 70 80 90

Angle d'incidence (°)

Figure 8 - Variations des coefficients de réeflexipet s en fonction de I'angle d'incidence.
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1.2.4 Calcul de la concentration surfacigliel’un film adsorbé

Habituellement une fois les parametiegt A mesurés, l'indice de réfraction n et la
hauteur moyenne h de la monocouche doivent étenabten recalculant et A a partir de
valeurs arbitraires de n et h qui sont insérées tmexpressions des coefficients de réflexion
rp et . Ensuite n et h sont ajustés jusqu'a obtenir disivs dey etA qui sont égales a celles
qui ont été mesurées. Lorsque les valeurs de n sbrit obtenues, on peut alors calculer la
concentration par unité de surface dans le filnodmsa la surface de la cuve (4). Pour cela,
nous allons utiliser la convention de Gibbs. Cetiavention consiste a relier la quantité de
matiere par unité de surfade au sein du film a l'augmentation de la concerdraten

moléculesAC(z) lorsque I'on se rapproche de l'interface,rsBémuation suivante :

= jo Ac(z)dz (éq. 15)

Ensuite, nous devons formuler une hypothése, suaration de la concentration en
fonction de I'éloignement par rapport a l'interfagmsi, I'excés de concentration dans le film,
par rapport a la concentration en sous-phase, @dideré comme étant proportionnel a
I'éloignement par rapport a l'interface. Nous pasvalors obtenir la relation suivante entre la
guantité de matiére par unité de surface et lesiraggle n et h :

r= hi{n-n,)
= T (éq. 16)
ou a correspond a l'incrément de lindice de réfracde la solution et na lindice de
réfraction de la solution.

Cependant, la faible résolution expérimentale supdrametrey, nous inflige une
grande incertitude sur les parameétres n et h, gesicouches dont I'épaisseur est inférieure a
100 A. Ainsi, nous utilisons une méthode alterratin effet, une relation linéaire a été
observée entrE et A a l'interface liquide/air pour [Happa-caséine (4). Cette relation linéaire
nous donnein coefficient de proportionnalité que nous pouvonappliqguer a nos mesures

ellipsométriques selon la relation suivante :
[ = 020[A (éq. 17)

oul s’exprime en mg/m2 &t en °.
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1.3 Dispositif expérimental

La cuve de Langmuir utilisée est une cuve en téflen716 cm? de surface (Nima
technology Ltd., Angleterre), munie d'un fond emreaede 2 mm d'épaisseur permettant ainsi
de diminuer le volume de la sous-phase, et donttmdter la quantité de protéine utilisée
(voir photographie sur figure 10). Cette cuve pdsséeux barrieres mobiles en téflon qui
permettent de comprimer les molécules présentassarface. Elle est équipée d'un capteur
dédié a la mesure de la pression de surface paéthhode de la lame de Wilhelmy ainsi que
d'un dispositif permettant de prélever une partidadcouche en plongeant une lame de mica
dans la cuve (prélevement de Langmuir-Blodgett; section 4.3 de ce chapitre). Un logiciel
relié a un systeme électronique, tous deux fouamisc la cuve, permet d'automatiser les
prélévements tout en régulant la pression de sarfac

Un ellipsométre a été construit autour de la cugeLdngmuir. Les mesures de la
pression de surface et de I'angle ellipsométricqrievgnt alors étre acquises en méme temps
grace a un logiciel réalisé au sein du laborat¢ifsncent Burgaud). Ces mesures et le
préelévement de la monocouche sont ainsi réaligéde snéme film interfacial. Une mesure est
obtenue toutes les 3 ou 5 secondes. L'ellipsorétree est un ellipsométre a annulation (5),
les parametres ellipsométriques sont obtenus gooniimum de l'intensité du signal, ce qui
permet une meilleure précision. Un faisceau laseréeis par une source He-Ne (Melles
Griot) dont la longueur d'onde @st 632.8 nm. Le faisceau laser sonde une surfaceidhn
1 mmz et une profondeur d'1l um. Ce faisceau esirigélrectilignement par un polariseur P
de type Glan-Thompson (Melles Griot) avant d'attenla surface de la cuve. La réflexion
transforme alors cette polarisation rectiligne efapsation elliptique. L'onde réfléchie passe
ensuite par une lame quart d'onde, orientée deamagi ce que l'angle formé par les lignes
neutres de la lame et le plan d'incidence soitGfe Buis I'onde passe par un analyseur A de
type Glan-Thompson (Melles Griot) avant de rentdans le photomultiplicateur (voir
figure 9).

En pratique, on constate que lorsque l'interdiitésignal est minimale la position du

polariseur P nous donne la valeur du parametrpselnétriquey, selon I'équation suivante

(6) :

Y=P (éq. 18)
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ci, la référence P = 0° correspond au plan d'ewte. Ainsi apres réflexion, la
composante du champ électrigue paralléle au planidince a la méme amplitude que la
composante perpendiculaire au plan d'incidence @aiations 11 et 18). De ce fait, aprés un
passage par la lame quart d'onde, nous obtenonndae polarisée rectilignement dont
I'orientation de la polarisation ne dépendra plus du second parametre ellipsométrigque
La valeur du déphasadecréée par l'interface entre les deux composamd®snde est ainsi
obtenue grace a la position de l'analyseur A, qiti&re perpendiculaire a la polarisation de

I'onde afin de minimiser le signal. Nous obtenansida relation suivante (6) :

A= 2[A (éq. 19)

ci, la référence A=0° correspond a un angle de dBfre I'analyseur et le plan

d'incidence.

Laser
»=632.8 nm

Capteur de preSS|on

‘ " | \‘ Cuve de Langmuir

Figure 9 - Schéma du dispositif expérimental gieimétrie et de tensiométrie

sur cuve de Langmuir.
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Figure 10 - Photographie de la cuve de Langmuir.

Il. La spectroscopie PM-IRRAS

La spectroscopie infrarouge est une technique codigrement intéressante pour
I'étude de systémes modélisant les membranes ljpleg. Les molécules présentes dans ces
modéles (protéines, phospholipides, glycolipides.abgorbent a des longueurs d’ondes
appartenant a l'infrarouge, ce qui nous permetaltagtes informations sur les domaines de
vibration de leurs liaisons. De plus, cette absonpést fonction de I'orientation du moment
de transition par rapport au champ électrique asm@rmet ainsi d’avoir une information sur
I'orientation moyenne de certains groupements da®

Nous avons vu précédemment que les films mincesegoelétre utilisés comme un
modéle des membranes biologiques. Aussi, I'étude fdms minces a particulierement
bénéficié d’'une méthode de spectroscopie nommédfiRfraRed Reflexion - Absorption
Spectroscopy). Cette technique consiste a pladédm sur un substrat métallique et a utiliser
I'anisotropie et I'exaltation du champ électriqueeées a la surface du métal, pour tirer des
informations sur les molécules présentes dandne €ependant, le spectre de I'échantillon
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n’étant pas normalisé en temps réel par le spéctreubstrat, cette technique ne permet pas
de s’affranchir des dérives temporelles et d’obsteni signal suffisamment fort pour étudier
les films ultraminces (d’épaisseur inférieure a 00

Ainsi, pour pallier ce probleme, des techniquetdihtielles sont apparues comme la
spectroscopie PM-IRRAS (Polarization Modulation nfrdRed Reflexion - Absorption
Spectroscopy). Cette méthode permet d'obtenir gesties normalisés par le spectre du
substrat en temps réel, dans ce cas seules laptads de surface sont mises en évidence.

2.1 Principe de la spectroscopie PM-IRRAS

La technique PM-IRRAS est issue de la techniqgue IRRASqui est une méthode de
spectroscopie infrarouge a transformée de Foutiéisable sur les films minces (7, 8).
Différentes techniques ont été rajoutées a la spmmipie IRRAS pour améliorer la détection
du signal, d’'une part en s’affranchissant des flatibns temporelles du montage optique et
de l'échantillon, d’autre part en discriminant labsorptions créées par I'échantillon des
absorptions de I'environnement (9).

Ces techniques additionnelles sont premieremeetmadulation photoélastiquequi va
permettre de moduler rapidement la polarisationcdamp électrique incident entre les
polarisations s et p, deuxiemement, ttaitement électronique qui va filtrer, démoduler et
réaliser un traitement mathématique sur le sigeell ipar le détecteur et nous permettre au

final d’obtenir le signal de réflectivité différeat normalisé :

AR R, —Rg
R R,+Rg

(éqg. 20)

La spectroscopie PM-IRRAS est une techmiouéressante pour I'étude sur cuve de
Langmuir de lI'adsorption d’une protéine a l'intexéaliquide/air ou de son interaction avec
une couche de lipides déposée a cette interfacet dabord, cette technique permet de
détecter un signal avec une intensité suffisanter pes couches dont I'épaisseur est

inférieure & 100 A, ce qui est souvent le cas pesicouches mixtes protéines/phospholipides
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gue nous étudions. Ensuite, dans ces expériemcsigiial que nous détectons est affranchi de
'environnement du film et permet ainsi de réalides expériences-situ, sur une cuve de
Langmuir a l'air libre. Pour finir, ce type de spescopie nous donne, en plus des
informations sur les modes de vibrations obtenteaditionnellement par les autres types de
spectroscopies infrarouges, d’autres informatiomscernant I'orientation des liaisons
chimiques par rapport a l'interface liquide/air.t€ederniére information provient des régles
de sélection de surface impliquant une relatiomeekrientation des moments de transition
des modes de vibration et l'intensité et la diactides bandes correspondantes sur les
spectres PM-IRRAS.

2.2 Dispositif expérimental

Le montage expérimental utilisé pour les expérismmespectroscopie PM-IRRAS est
représenté sur la figure 11 (9). Ce montage condpren spectrométre a transformée de
Fourier (Nicolet 850), lui-méme composé d’'une seungrarouge qui émet un spectre continu
dans le moyen infrarouge (de 400 & 4000*cret d’un interférométre de Michelson.
L'interférometre de Michelson permet de modulentBnsité associée a chaque longueur
d’'onde du faisceau infrarouge a une fréquence teslipadifférente, grace au déplacement
continu d’'un miroir mobile qui modifie la longuede résonance de la cavité au cours du
temps. Nous obtenons au final un interféerogrammeesjula signature de l'intensité détectée
en fonction de la position du miroir mobile et ddattransformée de Fourier va donner le
spectre infrarouge. Dans ces expériences nousantiiune vitesse de 0.4747 chpsur le
déplacement du miroir qui correspond a des frecggende modulation variant entre 0.76 et

3.8 kHz pour un domaine de nombres d’onde comptie @00 et 4000 cth
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Miroir plan Détecteur

Modulateur
photoélastique

(Y

Miroir
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Alimentation
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passe-bande
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Filtre &
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Passe-haut

Filtre 40 kHz

Detection
synchrone
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Préamplificateur
du détectenr

Figure 11 - Montage expérimental de la spectrose®M-IRRAS sur cuve de Langmuir et a
l'interface liquide/air.

Les expériences sont réalisées sur cuve de Langpuisque le signal PM-IRRAS
s’affranchit suffisamment des absorptions provogqugge I'environnement (méme si il reste
sensible a I'absorption provoquée par la vapeuag'e

Le faisceau infrarouge est envoyé a l'extérieursgactrometre a I'aide d’un miroir
basculant, puis est réflechi sur un miroir parahai afin d’étre focalisé sur la surface de la
cuve. Avant d'atteindre la surface, le faisceauspad travers un polariseur, qui ne laisse
passer que la polarisation s du champ électriquis, dtravers un modulateur photoélastique
(PEM). Le PEM est composé de quartz piézo-€leasqqui vont transformer la tension
sinusoidale § appliquée sur le PEM en une contrainte mécaniguers cristal de séléniure
de zinc (ZnSe). La déformation du cristal le retmrsabiréfringent ce qui va permettre au
PEM de moduler la polarisation du faisceau infrgemantre les polarisations linéaires s et p a
une fréquence fixe 2,f

Le faisceau est ensuite réfléchi par la surticta cuve, puis focalisé par une lentille
en ZnSe sur un détecteur de type MCT, associé préamplificateur et refroidi a I'azote
liquide (77K) pour éviter le bruit thermique (ibgit d’'un détecteur photovoltaique utilisant
des semi-conducteurs et dont I'avantage est gllid ane large réponse spectrale a un fort
rendement optique). En fonction de l'intensité dynal, on pourra modifier I'amplification

ou la fréquence de coupure du détecteur pour ajastmieux la dynamique du signal.
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2.3 Régles de sélection a l'interface liquide/air

En spectroscopie infrarouge, l'intensité d’'une adthdsorption associée a un mode
de vibration i d’'une liaison chimique donnée esipartionnelle a la quantité de molécules
absorbant dans cette bande. Cependant, I'absolgea ce mode de vibration est également
influencée par le moment de transitibh qui lui est associé et qui est défini de la fagon
suivanteM; = <y || wv>, ouy, ety sont respectivement les fonctions d’onde des états
vibrationnels inférieur et supérieur gt 'opérateur moment dipolaire associé au mode de
vibration i de la liaison chimique (voir figure 12)’absorption est ainsi fonction du terme
[Mi.E|? ou encore |IME[|2.cos¥), ou 0 est I'angle formé entre Met le champ électrique
excitateur E. Ainsi, nous pouvons dire gliatensité d’'une bande d’absorption est
directement reliée a I'angle que fait le moment dé&ansition avec la direction du champ
électrique.

A partir des spectres PM-IRRRAS, il est donc pdssde retrouver I'orientation de
certains groupements d’atomes appartenant aux me&présentes a la surface de la cuve.
Grace a des simulations de spectres PM-IRRAS () ont été réalisés sur un systeme
modele de film uniaxe déposé a la surface de I'e@s, regles de sélection régissant les
intensités sur les bandes d’absorption ont étéliésalfpour ces simulations, I'eau est
considérée comme non absorbante avec un indicéfdetion n = 1.33, I'épaisseur du film
vaut 20 A et I'angle d’incidence vaut 75°, ce gsii Bangle optimal pour le rapport signal sur

bruit (9)).Ces regles de sélection sont les suivant{é$) :

- a un moment de transition d’'un groupement moléwiaarallele au plan de
l'interface correspond une bande d’adsorption aéewers le haut.

- a un moment de transition d’un groupement moléralperpendiculaire au
plan de linterface correspond une bande d’absampirientée vers le bas.

- pour une orientation particuliere du moment de diteon par rapport a

linterface @ ~ 40°), il y a extinction de la bande d’absorption

Ces résultats sont représentés sur la figure 12.
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Ces résultats montrent que la direction d’'une batidiesorption associée a un mode
de vibration donné sur un spectre PM-IRRAS pewg-&ttiée a I'orientation du moment de
transition associé a ce mode et donc a l'orientatle certaines liaisons chimiques et de
certains groupements atomiques. Nous allons voir lpasuite des liaisons chimiques
essentielles pour la spectroscopie infrarouge d&gipes, qui nous permettront d’avoir acces

a la conformation et a I'orientation des protéiad$nterface.

8=90° 0=40°
—_—>

Figure 12 — Régles de sélection de la spectroecBM-IRRAS a l'interface liquide/air (9).

2.4 Spectroscopie infrarouge des protéines

La spectroscopie infrarouge est trés efficace pourestigation de la conformation
des protéines et permet notamment de quantifigordgportion des différentes structures
secondaires au sein de la protéine (11-14). Er, d#espectroscopie dans le domaine de
linfrarouge moyen (de 350 cfa 3500 crit) donne accés aux contributions sur les modes
de vibration. Ces modes de vibration mettent en j&longation symétrique ou
antisymétrique des liaisons chimiques ou encorectdht les angles entre ces liaisons. Dans
le cas des liaisons amides (ou liaisons peptidiques sont les liaisons qui relient les acides
aminés entre eux au sein de la protéine (voir @glB), les contributions sur les modes de
vibration associés a ces liaisons varient sensgaénors des changements de conformation.
De plus les bandes associées a ces modes de aibsatit souvent les plus intenses sur les
spectres IR des protéines et sont donc caractgrestide ces spectres (15).

Les modes de vibration des liaisons peptidiquesvgreuétre classés selon deux
catégories : les modes avec une bande d’absorgédohaute fréquence (> 3000 Ymnqui
correspondent aux modes amide A et B et ceux awmechande d’absorption de basse
fréquence (< 1700 cf), qui correspondent aux modes amide | & VII. Leslas amides A et
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B ainsi que les modes amides | a IV correspondatgésamodes de vibration situés dans le

plan de la liaison peptidique, tandis que les maalesdes V a VIl correspondent a des

vibrations hors du plan.

Les modes amides |, Il et 11l sont les modes less pitilisés et sont représentés sur la

figure 13 (16)

- Le mode amide kst situé entre 1610 et 1700 trat est essentiellement di a la

vibration d’élongation sur la liaison C=0 (78%).

- Le mode amide lest situé entre 1510 et 1560 tmt résulte du couplage entre la

déformation angulaire de la liaison N-H dans lengda la liaison peptidique (63%) et

de I'élongation de la liaison C-N (44%).
- Le mode amide Illest situé entre 1240 ¢het 1330 crit et est également di au

couplage entre le mode d’élongation de la liaisoiN @35%) et la déformation

angulaire de la liaison N-H (29%), mais sa phasepgosée a celle du mode amide

Parmi ces trois modes, nous n’utiliserons au cdarse travail que les deux premiers

(amide | et 1), car ce sont les plus intenses.

H,N——CH—|

LC—NH

I
L cH—C—©H

i i i
-C— NH+—CH—C—NH-—CH—C #NH—(‘:H—
RS RM
Bandes de vibration Description Fréquence {cm™)
H
. /
Amide I N 1700-1610
y
¥.
Amide 1T 1560-1510

Amide IIT

1310-1240

R

n

Figure 13 — Représentation des modes de vibratioie |, Il et 11l de la liaison peptidique
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Au sein d’'une protéine, les acides aminés formaetahaine, dont chaque maillon est
relié & son prédécesseur et a son successeur @diaison peptidique (voir figure 13). Une
structure répétitive comme une hélic®u un feuilletp est créée par I'apparition périodique
de liaisons hydrogene entre les groupements CIQHtdes acides aminés (voir chapitre 1
section 1.1.2). Ces liaisons hydrogene provoquantauplage entre les modes de vibration
amides | et Il et produisent ainsi un éclatemente® modes qui dépendra de la structure
secondaire de la protéine (17).

Dans le cas d'une hélice, les liaisons hydrogene se créent le long de Eineh
d’acides aminés, ce qui résulte en une différemcphtise entre les vibrations associées aux
liaisons amides appartenant a cette chaine (diféérde phase intrachaine). Par contre dans le
cas d'un feuilletp, les liaisons hydrogéne se créent entre deux ebaiiacides aminés
différentes, ainsi il se rajoute une différencepti@sesd’ entre les vibrations associées aux
liaisons amides sur des chaines différentes (difige de phase interchaine). Les fréquences
expérimentales observées dans l'eau pour les mddesibration caractéristiques de la
conformation d’'une protéine sont répertoriées dendableau 1 (18), et permettent de
différencier les structures secondaires entre elledicesa, feuillets p paralleles ou anti-

paralleles, coudgs et structures désordonnées.

Structure secondaire Mode amide | (9 Mode amide Il (crif)
Hélice 1662 - 1645 1548 — 1510
Feuillet Paralléle 1637 - 1618 1524 - 1510
1689 - 1682 (I') 1560 -1550
Anti-paralléle 1632 - 1618 (1) 1524 - 1510
Coude 1682 - 1662 1568 — 1543
Structure désordonnée 1673 - 1645 1550 — 1535

Tableau 1 : Fréguences caractéristiques dans I'éesimodes de vibration amide | et

Il pour différentes conformations de protéines,piés (18).

La proximité de ces bandes fait que le chevaucheerdre elles est possible. Il faudra
dans ce cas utiliser des techniques de déconwvolafio de déterminer la structure secondaire
de la protéine.

Une fois la structure secondaire des chaines aacaminés établie, nous pouvons
déterminer I'orientation de ces chaines. En eléesignal PM-IRRAS théorique a été calculé
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pour une monocouche anisotrope de polypeptides (&5 valeurs des indices optiques
anisotropes furent générées a partir de mesuresimgntales en infrarouge obtenues dans le
cas d'une chaine polypeptidique avec une strugao®ndaire en hélice (20, 21). Cette
simulation fut réalisée pour différentes orientaticangulaires des hélicesa l'interface
liquide/air, les différents spectres sont représesur la figure 13 (22). Ainsi, en accord avec
les régles de sélection pour une interface diétpar(23), I'intensité de la bande du mode
amide | est fortement positive lorsque I'hélice patalléle a l'interface liquide/air, alors que
l'intensité sur la bande du mode amide Il est nd#es ce cas. Inversement, quand I'hélice
est perpendiculaire a l'interface liquide/air, témsité sur la bande associée a I'amide | est
fortement négative, tandis que lintensité sur émde associée a I'amide Il est fortement
positive. De part ces deux cas extrémes, nous psyven mesurant le maximum de
lintensité sur la bande associée a I'amide | etlaubande associée a I'amide I, puis en
faisant le rapport entre ces deux maxima (RI/Ribtenir un ratio indicatif de I'angle entre
I'hélice a et le plan de la surface (voir figure 14).

Il est également possible de déterminer I'orientaties chaines d’acides aminés pour
d’autres structures secondaires que I'h&icAinsi dans le cas de feuilletsanti-paralléles, la
direction et l'intensité des bandes associeesndidia | et a I'amide I’ indiquent si les feuillets

B et les chaines peptidiques des feuillets sontlpkegou perpendiculaires a l'interface (24).

6=90°) All
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Figure 14 — Spectres simulés d’un film monomobiceilanisotrope de polypeptides ayant
une structure secondaire en hélicéa gauche)(22) et graphe du rapport des maximuess d
bandes associées aux amides | et Il : RI/RII (atdyd22). L’orientation des vibrations

amide | et Il sur I'hélicex sont représentées sur le schéma ci-dessus.
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Ill. Matériel biologique

3.1 Choix des concentrations en Apo A-l et Apo A-I

Quand une protéine amphiphile s’adsorbe a linterfaydrophile/hydrophobe, elle
augmente la pression de surface (respectiveméatalghisse la tension de surface). Lorsque
nous augmentons la concentration de protéines es-@uase, la pression de surface
augmente jusqu’a atteindre un seuil. Ce seuil Begggue la quantité de protéine a l'interface
n'augmentera plus (voir figure 15). Dés lors, I'égmtion de la protéine en sous-phase est
favorisée de la méme maniére que la formation delies est favorisée lorsque I'on dépasse
la concentration micellaire critique (c.m.c) d’wnrfactant. Afin de privilégier l'interaction de
la protéine avec les lipides par rapport a I'intéican protéine - protéine, nous avons décideé de
réaliser nos expériences a une concentration éufiéria la concentration seuil (25). Nous
avons ainsi utilisé 1.5 pg/mL d’Apo A-l en soluti@tans nos expériences. La figure 15
présente les valeurs de la pression de surfacenddea I'équilibre en fonction de la
concentration en Apo A-l dans la sous-phase aglad 16 montre la cinétique a l'interface

liquide/air de I'’Apo A-1 pour une concentration sous-phase de 1.5 pg/mL.

30 .

25 .

v - .«

20 -

-
*
15 - -

10 - . 4

T quitibre (MN/M)

5| |

0 1 I
0.1 1 10 100
Concentration en sous — phase (ug/mL)

Figure 15 - Graphe de la pression de surface adikigre thermodynamique lors de
I'adsorption de I'Apo A-l a I'interface liquide/aien fonction de la concentration en Apo A-I
dans la sous-phase.

71



Chapitre 2 — Matériels et méthodes — Mesures auxterfaces.

La fleche indique la concentration utilisée pows &xpériences avec lipides.
Sous nos conditions expérimentales, I'Apo A-ll &xisous forme dimérique en

solution, tandis que I'Apo A-l existe sous forme momérique. Pour une concentration
massique de 0.9 pg/mL, la concentration en diméfépo A-ll est la méme que la
concentration en monomeéres d’Apo A-l pour une valdel 1.5 pg/mL, elle correspond a
53.10° mol/L. En travaillant & une concentration d’Apo lIAde 0.8 pg/mL, nous
economisons des aliquots de protéines, tout eameptoche de la concentration voulue en
dimeres avec une erreur de moins de 12 %.

Les expériences sur les Apo A-l et A-ll ont donc ét réalisées pour des
concentrations respectives de 1.5 pg/mL et 0.8 pd/mNous pourrons ainsi comparer
linteraction de ces deux protéines avec les lipigmur une méme concentration en
oligomeres (monomeres ou diméres).

V.M. Bolanos-Garcia et co-auteurs ont obtenu pae concentration en monomeres
d’Apo A-l et en diméres d’Apo A-Il de I'ordre 10mol/L des pressions finales d’adsorption &
l'interface liquide/air qui sont similaires et di@ron 23 mN/m (26). Pour une concentration
de 53.10 mol/L (soit 1.5 pg/mL) en monoméres d’Apo A-l, isoabtenons une pression
finale d’adsorption de 17 mN/m. Pour cette mémeceantration en dimeres d’Apo A-ll (soit
0.8 pg/mL), nous constatons lI'existence d’'un prempiateau vers 9 mN/m qui n’est pas
visible sur la cinétique & Tomol/L (26), la pression évolue ensuite vers unxigue plateau
dont la pression est supérieure a 15 mN/m (voiurégl6). La vitesse avec laquelle la
pression évolue vers le deuxieme plateau dépeihal @mcentration d’Apo A-Il dans la sous-
phase. L'évolution vers ce deuxieme plateau estleégmt accompagnée d'un fort
changement de l'angle ellipsométrique (voir figd® qui pourrait étre provoqué par une
modification de I'orientation d’'une partie des kébka des diméres d’Apo A-Il, par rapport a
l'interface liquide/air, comme il a été suggéré Wavl. Bolanos-Garcia et co-auteurs (27).

En réalisant des mesures sur des concentratioagfguées (de 'ordre de 1@ol/L),
nous avons constaté que les valeurs des pressiaissf d’adsorption pour 'Apo A-l et

I’Apo A-1l évoluent vers celles obtenues par Bolat@®arcia et co-auteurs (26).
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Figure 16 — Mesures de la pression de surfaceténanirs) et de I'angle ellipsométrique
(traits gris) en fonction du temps pour I'Apo Agréphe de gauche) et pour '’Apo A-l
(graphe de droite). Les concentrations en sous-@lsast de 1.5 ug/mL pour I'Apo A-l et

0.8 pg/mL pour 'Apo A-I1.

3.2 Choix des lipides

Nous allons commencer notre argumentation sur mbibex concernant les lipides par
une description de I'organisation dans les mondwudipidiques. Nous exposerons ensuite
notre stratégie pour étudier séparément l'influetec€organisation de la couche et l'influence
des charges électrostatiques portées par les péteses sur les interactions protéines —
lipides.

3.2.1 Diagramme de phases

Si nous déposons a la surface d’'une solution agueng goutte d’'une solution
obtenue en solubilisant un phospholipide dans Wasborganique, il se forme au cours de
I’évaporation une monocouche de phospholipidemtetface liquide/air. La partie polaire du
lipide est en contact avec I'eau tandis que laigartolaire, qui est la chaine hydrocarbonée,
est en contact avec I'air. Dans une chaine hydbocee, comme celles des phospholipides, il
existe une libre rotation autour des liaisons CG-€.configuration potentiellement la plus
stable est la configuratiamans Le passage d’'une configuratitnans (t)a une configuration
gauche (g)nécessite un faible apport d’énergie, que peuinfoliagitation thermique. Dans
une situation ou toutes les liaisons C-C de larshaiptent pour une configuration trans, la

chaine est étirée au maximum et nous obtenonsauiiggrationtout-trans(voir figure 17).
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Figure 17 - Les différentes conformations d’unaiok hydrocarbonée, en A : nous avons
une configuration tout-trans, en B : nous avons paeie de la chaine en configuration

gauche (...ttgtgtt...) et en C : nous avons une claiae une double liaison cis.

Des diagrammes de phase complexes (pression, tetamdr regroupant toutes les
transitions de phase théoriques et expérimentalemanocouche, sont rencontrées dans la
littérature (28). Cependant pour des moléculesarnarent utilisées en biologie, on considere
gue le nombre d’'états physiques pour un systemeu® dimensions s’éleve a quatre. Les
notations employées sont celles utilisées par Deiam et Gaines (29, 30).

L’état le plus dilué est I'état gazeux, noté G, slam cas il y a absence d’interactions
entre molécules et une désorganisation compléetetddaes aliphatiques (forte proportion de
conformations gauches parmi les liaisons C-C). dwet a mesure que le milieu devient plus
dense nous obtenons les phases liquide expansgliddle condensé (LC) puis solide (S).
Dans I'état LE, les tétes polaires sont organiskes un réseau bidimensionnel tandis que
les chaines aliphatiques restent mobiles. Lorsgaelipides passent a I'état LC, les tétes
polaires se rapprochent ce qui implique le passi@gechaines aliphatiques en configuration
tout-transet leur impose une organisation plus ordonnées@arncas, une légere inclinaison
des chaines peut-étre observée. L’état S se diffirale I'état LC, par un alignement des
chaines aliphatiques sans inclinaison.

La pression de surface, définie dans la secti@nest I'équivalent pour un systéme

bidimensionnel de la pression tridimensionnellde Ekt directement reliée a I'aire moyenne
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A occupée par une molécule a la surface de la aette aire moyenne est définie de la
maniére suivante :

S(cmR) x10°7

AR = mo <N,

(éqg. 21)

ou S est la surface occupée par la couche, n esinire de moles de solution déposée a la
surface etNa, est le nombre d’Avogadro (6.022%20mol?). L’état physique d'une
monocouche de lipides dépendra ainsi de la presdersurface. Plus la pression est
importante et plus l'aire moyenne des moléculedadeouche de lipides est faible. Ainsi,
lorsque la pression est nulle, la couche de lipektstres diluée et se trouve ainsi dans une
coexistence de phase LE/G. Au fur et a mesurelajpeession augmente, les molécules se
rapprochent et la couche passe successivemenepgrhbses LE et LC comme il a été
indiqué précédemment. Lorsque la pression conttnaagmenter le systeme passe dans une
configuration tridimensionnelle (collapse). La phasolide n’'est pas observable sur une
monocouche de lipides déposée a la surface d’'we dei Langmuir a température ambiante.
Sur le graphe de la pression en fonction de I'mioyenne des molécules, nommé isotherme
et présenté sur la figure 18, nous indiquons leegal’existence de ces différentes phases,
ainsi que les zones correspondant au changemettage. L'isotherme met en évidence deux
changements de phase 3LE et LE-> LC, se produisant a pression constante (platdau) e

correspondant donc a des transitions de phaseeduqrordre.

Pression de Surface (mN/m)

Aire Moléculaire Moyenne (A*/molécule)

Figure 18 - Représentation d’'une isotherme de cesgion, la pression de la couche de
lipides est donnée en fonction de I'aire molécaimoyenne. La phase et les changements de
phase en fonction de la pression sont indiqués (31)

Ces changements de phase vont également dépenldrestdecture du phospholipide

utilisé. En effet, il existe un paralléle entretéanpérature de fusion des acides gras formant
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les chaines hydrocarbonées des lipides et la tertypérde transition de ces lipides. La
diminution de la longueur des chaines hydrocart®és acides gras et 'augmentation du
nombre d’insaturations qu’elles portent conduitaadiminution des interactions entre ces
chaines et donc a la diminution de la températaréudion. En conséquence, si la longueur
des chaines du lipide diminue ou si le nombre diunstions portées par celles-ci augmente,
la température de transition du lipide diminue égant. De la méme facon, une diminution
de la longueur des chaines hydrocarbonées va atgmarpression de transition L& LC
du lipide et la présence d’'insaturations va empélzhéormation de la phase LC (voir figure
17).

Ainsi, les différents états physiques sont essbBatnent influencés par les
conformations adoptées par les chaines aliphatiqueescompactage des tétes polaires

dépendra avant tout de la capacité de ces chaines’ardonner.

3.2.2 Etude de l'influence de la phase du lipide

Comme nous l'avions expliqgué au chapitre 1 sec8i@) la phosphatidylcholine et la
sphingomyéline sont les deux principaux phosphddipi présents a la surface des
lipoprotéines. La présence de la sphingomyeélineifieoitbrganisation de la couche lipidique
(rigidifie la couche) et peur créer des interacti@vec les protéines qui sont différentes de
celles créés par la phosphatidylcholine (groupemehimiques différents). Nous avons donc
étudié I'influence de l'organisation de la coudipélique sur l'interaction protéines — lipides,
en utilisant seulement des phospholipides de tymsghatidylcholine, DPPC et DOPC. La
différence dans la structure des chaines acyl de@Me& DOPC permet ainsi d'obtenir une
organisation differente dans la couche de lipides. premier phospholipide, DPPC
(dipalmitoyl-phosphatidylcholine), possede deuxioba aliphatiques saturées de 16 carbones
chacune, le second, DOPC (dioléoyl-phosphatidylokdl posséde deux chaines aliphatiques
ayant chacune une insaturation et 18 carboneschaises aliphatiques associées a ces deux
lipides sont tres fréquentes dans les membrandsgimoes et peuvent représenter jusqu’a
50 % du poids total.

La présence d'une insaturation sur chaque chaipbasigue de DOPC empéche ce
lipide d’atteindre la phase LC, méme si la pressiagmente. Par contre, au dessus d'une
pression de 10 mN/m, la plus grande partie de DB&& en phase LC et a une pression de

30 mN/m, DPPC sera entierement en phase LC. Aersicomparant linteraction de la
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protéine avec une couche de DPPC a son interaatien une couche de DOPC, sachant que
les deux couches sont préparées a la méme pression I'injection de la protéine, nous
pouvons mettre en évidence I'existence d’un eféepldase, si il existe.

3.2.3 Etude de l'influence de la charge du lipide

Dans un deuxieme temps, nous avons eétudié lindkiedes interactions
électrostatiques entre protéines et phospholipidescomparant les interactions que les
protéines créent avec la phosphatidylcholine gesediju'elles créent avec un phospholipide
anionique. Comme nous l'avons précisé précédemrpwait section 3.2.1), la phase du
phospholipide dépend avant tout de la configuraties chaines aliphatiques. Ainsi, en
modifiant le groupement alcool de la téte polaireys modifions la charge portée par cette
téte (voir chapitre 1, section 3.1) tout en consetwn diagramme de phase similaire. Nous
avons donc utilisé DPPC, qui possede un grouperpbosphatidylcholine, et un autre
phospholipide, DPPG (dipalmitoyl-phosphatidylglya@r ou le groupement glycérol
remplace le groupement choline. Ainsi, DPPC possedetéte polaire zwitterionique (cette
téte forme un dipble et sa charge est donc glolaiemeutre) tandis que DPPG posséde une
téte polaire anionique (chargé négativement). Enpasant I'interaction de la protéine avec
une couche de DPPC a son interaction avec une eodehDPPG, sachant que les deux
couches ont la méme pression initiale avant I'itiggcde la protéine, nous pouvons mettre en

évidence l'existence d’'un effet de charge, si ibtx

3.3 Matériel utilisé

3.3.1 Expression et purification des Apo A-l etl A&d des fragments de la

dystrophine

L’expression et la purification des apolipoprot&nferrent réalisées par Victor M.
Bolanos-Garcia (Département de Biochimie de I'ursité de Cambridge). L'expression et la
purification des fragments de la dystrophine oré gtalisées par E. Le Rumeur et S.
Legardinier (Equipe « RMN et interactions Lipide$rotéines » de TUMR CNRS - 6026)

(32, 33). Toutes ces protéines ont été expriméass da. Coli (cellule héte). Les
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apolipoprotéines sont exprimées avec un tag histiét sont purifiees sur colonne Ni-NTA,
aprés dénaturation. Apres leur passage sur cdtrrE les apolipoprotéines sont diluées un
court moment dans un tampon TBS (20 mM Tris et @00 NaCl, pH 8.0), pour retrouver
leur repliement natif. Les fragments de la dystiphsont exprimés avec un tag GST et
purifiés sur une colonne appropriée a ce tag.

La purification de ces protéines s’achéve par wsage sur une colonne échangeuse
d’ions ou sur une colonne pour filtration par ggbrés vérification de leur identité et de leur
pureté (spectrométrie de masse, verification deélguence de la partie N-terminal, SDS-
PAGE...), ces protéines sont stockées dans un tamparoprié, a -20°C. Un protocole plus

détaillé est donné en annexes pour 'Apo A-l (\ainexe 1).

3.3.2 Tampon pour les apolipoprotéines

Les apolipoprotéines sont solubilisées dans un eanagueux de pH 7.0 +/- 0.1 avec
une concentration de 20 mM en ions phosphate (10NBMPO;, 10 mM NaHPQO,). L'eau
utilisée est obtenue a partir d'une machine a daapure (la résistivité de cette eau vaut
18.2 nf2.cm). Dans ce tampon, les apolipoprotéines A-1 €t gont au dessus de leur point
isoélectriqué (pl) (p! = 5.60 pour I'Apo A-l et pl = 4.88 poutAlpo A-11) (34). Ainsi, leur
forme anionique est favorisée et les protéines domnc chargées négativement.

Des mesures a l'interface liquide/air sur cuveLdegmuir ont déja été réalisées sur

les apolipoprotéines échangeables A-l, A-1l, CHil €t C-IIl avec ce tampon (26).

3.3.3 Fabrication des solutions lipidiques de DRBOPC et DPPG

Les trois phospholipides DPPC, DOPC et DPPG proweh de la société Avanti
Polar Lipids (Alabama, U.S.A) sous l'état de pouddeus dissolvons ces poudres dans une
solution de chloroforme et nous diluons ensuitéecgblution plusieurs fois afin d’obtenir des
concentrations de 0.5 mM. Les solutions finales stockées a -20°C. Nous réalisons avant
chaque expérience une isotherme sur la solutidipides qui va étre utilisée, afin de vérifier

gue cette solution ne contienne pas d'impuretés.

! Le point isoélectrique correspond & la valeur Huppur laquelle ni la forme cationique de la progéini la
forme anionique ne sont privilégiées. Lorsque legstiplus élevé que le pl la forme anionique esil@gice,

lorsqu'il est plus faible, c’est la forme cation&qui est privilégiée.
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V. La Microscopie a Force Atomique

Le premier microscope a force atomique (Atomic Edvticroscope - AFM) a été mis
au point par Binnig, Quate et Gerber en 1986 (86 principe est basé sur le contréle des
interactions locales entre une pointe-sonde eximé@nefine et la surface de I'échantillon. La
sonde se déplace latéralement au dessus de I'dldrar$ous I'effet des forces d’interaction
avec la surface, la pointe va se rapprocher owigiér de la surface et la détection de ses
mouvements va permettre d’obtenir une informatiddirhensionnelle sur la surface de
I'échantillon. Les forces détectées sont de I'ordee10® & 10 N et la résolution sur la
hauteur du relief est de I'ordre de I'angstroni (Om).

4.1 La microscopie a champ proche

Les principaux instruments utilisés en microscopiechamp proche sont: le
microscope a effet tunnel (Scanning Tunneling Micape — STM), le microscope de champ
proche optique (Scanning Near-Field Optical Micogse — SNOM) et le microscope AFM.
Nous décrirons brievement ces différentes techsiquiglessous, puis nous exposerons les
avantages et inconvénients de 'AFM qui est le mdeenicroscopie en champ proche que
nous avons utilisé au cours de ce travail.

Le STM permet d’obtenir une image topographiqueladsurface d’'un échantillon
conducteur a la résolution atomique. Dans le cam dgchantillon non conducteur, cas
fréequent dans le domaine biologique, I'échantiltimit étre recouvert par un film métallique
mince. Le SNOM, lui, comporte un intérét doublé pérmet de réaliser la topologie de la
surface de I'échantillon, mais aussi d’identifies Iconstituants grace a la détection de leur
fluorescence. Des mesures de spectroscopies IRamiaRR ainsi que de la diffusion des
molécules sont également réalisables. Cependaetteehnique est tres difficile a mettre en
ceuvre.

L’AFM a connu un grand développement en biologéal plusieurs facteurs. Les plus
importants sont la possibilité de caractérisemldase des échantillons non conducteurs sans

avoir a dénaturer leur surface (comme dans le 0aSTM) et la possibilité d'imager les

79



Chapitre 2 — Matériels et méthodes — Mesures auxterfaces.

échantillons en milieu liquide (meilleure adaptatiau milieu liquide que le STM), ce qui
permet de conserver la structure native des madémmles biologiques étudiées. La
reproductibilité des expériences est bien établisque la préparation des échantillons et les
conditions de caractérisation sont maitrisées. gpd I'AFM possede aussi des
inconveénients, car la pointe applique une forcelawsurface imagée, qui peut entrainer le
déplacement des molécules de I'échantillon lorsmlies-ci sont faiblement liées au substrat
(le mode oscillant décrit dans la suite de cettdie offre une solution a ce probleme), ou
encore déformer celui-ci (notamment lorsque I'étilan est hydraté), ce qui conduit & une
mesure erronée de la forme des objets imagésy@énie offre une solution a ce probleme).
La capacité de 'AFM a répondre aux interrogatioles biologistes sur I'organisation des
composants d’'une membrane biologique (formatiostdectures de type canaux ou pores) a
déja été demontrée (36-40).

4.2 Instrumentation

4.2.1 Principe de fonctionnement du microscope AFM

L’appareil utilisé au cours de ce travail est utnmscope AFM multimode PicoPlus
de la société Molecular Imaging (voir figure 19urSe montage, un laser est disposé
horizontalement et un miroir permet de focalisefaisceau laser sur I'extrémité d’un levier
triangulaire. Une pointe est fixée sur I'extrént ce levier. Apres réflexion sur le levier, le
faisceau est capté par une photodiode a quatraradte signal créé par la photodiode
guatre cadrans indique la zone ou la photodioddapte le faisceau laser (désigne le cadran
recevant le plus d’intensité lumineuse), elle peraiesi d’avoir acces a linclinaison du
faisceau réfléechi et donc a l'inclinaison du levieglon l'axe x et selon l'axe y. Or
l'inclinaison du levier dépend des forces exercaesla pointe, donc de la distance entre la
surface et la pointe.

Le levier étant placé sur une céramique piézodlges nous pourrons ajuster la
distance pointe - surface en appliquant une difiégede tension de part et d’autre de la
céramique, ce qui produira une contraction de @ll®e la méme facon, en appliquant des
différences de tension sur la céramique selon Bare I'axe y, la céramique piézoélectrique

se contractera et permettra a la pointe de balaysmnface de I'échantillon.
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Nous obtiendrons au final une image tridimensioengé la surface de I'échantillon,
grace a un systeme d’asservissement qui, durd@idgyage de la surface, va réguler la force

exercée sur la pointe tout en enregistrant la tranale longueur du cristal piézoélectrique.

Photodiode
A Miroir

Z [ el

x Tube piézoélectrique
Y| mouvements x,y, z

Systéme d’asservissement

Levier

Pointe

Y

Controleur . i Force maintenue constante
Ordinateur l_—/j Echantillon

Figure 19 - Schéma de principe d’'un microscope AFM.

4.2.2 Les éléments du montage

La pointe: il s’agit d’'une pointe en nitrure de siliciunxée a I'extrémité d’'un levier
triangulaire (voir figure 20). Elle peut étre déersoit par un cdne dont le demi angle ouvert

est de 35°, soit par une sphere de rayon r = 1Gaihpar un atome de rayon r = 0.3 nm.

Le levier: il a une forme triangulaire (voir figure 20). rBé@paisseur et sa longueur
(100 ou 200 um) déterminent sa constante de rakl€Qr06 — 0,38 — 0,58 ou 0,12 N/m).
Nous avons utilisé deux types de leviers, en fonctde la rigidité de I'échantillon
imageé [200pum — 0.06 N/m] ou [100 um — 0.38 N/m].rhadification de la distance pointe -
surfaceAz provoquée par l'application d'une force F estshireliée a cette constante de
raideur k par la loi de Hooke :

F =klAz (éq. 22)

Le levier est recouvert d’'une fine couche d’or@®Im) pour permettre la réflexion

du faisceau laser et ainsi la détection du mouveécheievier.
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Le systéeme de détection optiquau repos, le faisceau est focalisé au centrade

photodiode a quatre cadrans (réglage par l'utdisgt Lorsque le levier est courbé, I'impact
du faisceau laser sur la photodiode se décaletddsité lumineuse captée par un cadran
produit un photocourant, ainsi en mesurant lesédifices d’intensité entre les courants
provenant des cadrans du haut et du bas de lagibd& nous pouvons mesurer la déflexion
du levier. De méme, en mesurant les différencedatisité entre les courants provenant des
cadrans de la gauche et de la droite de la phatedinous pouvons mesurer I'angle de

flechissement latéral du levier produit par lesésrde frictions.

Le systéme d’asservissemeré systéme d’asservissement modifie la positena

pointe, par la contraction du tube piézoélectriqarefonction des informations détectées par
la photodiode. Soit il réajuste la position de ¢tanpe, afin de conserver la force d’interaction
pointe - surface constante (la force de consigrefieSe par I'utilisateur), ce qui peut
éventuellement lui permettre de réaliser ensuitbalayage avec une distance pointe - surface
fixe, soit il réalise un balayage sans modifiefdiagueur selon z du tube piézoélectrique, ce
qui correspond a un balayage a hauteur fixe ekalige alors une cartographie de la force
d’interaction pointe - surface.

La rapidité et 'ampleur de la réaction du systemate a une modification du signal
détecté par la photodiode, dépendent des param@ued (Proportionnel, Intégré et
Différentiel) du gain qui est associé a la bouchksskervissement. Ces parametres influencent
la qualité de I'image, ainsi un gain trop faiblelisser I'image tandis qu’un gain trop élevé va

créer des sur-oscillations a cause du temps deiséptu tube piézoélectrique (~1 us).

0.06 ;338
it ,'..

e 4 B
%
SUppat Levier %
T
Y
0.58 ;12

Figure 20 - Le support montré sur le schéma A 5-*3L.5 mm?) est doté de quatre leviers de
constantes de raideur différentes. Nous voyons$isuage B un des leviers avec sa pointe par
microscopie électronique (Scientec).
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4.3 Les modes de fonctionnement

4.3.1 Le mode contact

Le microscope AFM peut-étre utilisé selon difféeemodesAu cours de ce travalil,
seul le mode contact a été utilisénous allons détailler son principe ci-dessous.niae
contact nécessite au préalable la réalisation damebe de forcelLa pointe est approchée
puis éloignée de la surfacen restant toujours a X et a Y fixés (pas de lzgay, ce qui
permet de mesurer la déflexion du levier en fomcte la position de la pointe. Cette courbe

de force peut-étre décrite de la facon suivante figure 21) :

Courbe d’approche :

1 - Dans un premier temps, la pointe s’approchika derface sans subir d’interaction.

2 - A partir d’'une certaine distance de I'échaatillla pointe subit des interactions a
longues distances attractivé® levier fléchitjusqu’a ce que la pointe soit en contact avec la
surface. Ces forces attractives sont dues a desaations d’origine électrostatique entre les
charges présentes sur I'échantillon et celles ptésésur la pointe.

3 - La pointe est en contact avec I'échantillon. fAu et a mesure qu’elle presse la
surface, la force de réaction de I'échantillon datviplus importante dé levier se redresse
Lorsque la déflexion s’annule, les forces exercsrgda pointe s’annulent. Le levier continue

ensuite de se redresser.

Courbe de retrait :

4 - La pointe appuie de moins en moins fort susudace, qui exerce sur elle une
réaction également de moins en moins fdreelevier tend a s’incliner dans le sens opposé
Les forces de capillarités créent sur la pointeetiat d’hystérésis et la courbe de retrait se
distingue ainsi de la courbe d’approche.

5 - La pointe est toujours soumise aux interastiatiractives de longues distances,
mais elle n’est plus en contact avec la surfaedevier se redresse.

6 - La pointe est libre.
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Cette opération permet d'établir une déflexion amsigne (donc une force de
consigne), afin que la pointe reste en contact Bgelsantillon en n’appuyant que légérement,
pour suivre le contour de la surface. Lors de lierde de I'échantillon, le systéme
d’asservissement modifiera la longueur du crisiékzgelectrique de maniere a ce que la
déflexion reste égale a la consigne. La déflexiantdiée a la distance pointe - surface, nous
obtenons bien au final une image représentanplagraphie de I'échantillon. Cependant cette
déflexion de consigne, puisqu’elle impliqgue unecéde consigne, doit étre modifiée au cours
de I'acquisition en fonction de la rigidité de lane imagée de maniéere a ce que la pointe reste
toujours a la méme distance par rapport a I'échant{sans creuser la surface, ni sans se
détacher de cette derniere).

Le mode contact permet également d'obtenir des esate la déflexion (signal
provenant de linclinaison du levier suivant lescks verticales) et de la friction (signal
provenant de l'inclinaison du levier suivant lescks latérales). La déflexion permet d’affiner
le réglage des parametres P.1.D du gain du systBasservissement, tandis que la friction
fournira une information sur les interactions latés.

Point de contact

\ ‘-‘H \
\J
Déflexion 3\ 1

consignée |\ [\ 4 _—
l\iz :
L
N //
\if 5

Déflexion (V)

Déplacement de la pointe selon Z (um)

Figure 21 — Courbe de force en mode contact :

I'approche est en rouge et le retrait, en bleu .
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4.3.2 Autres modes d’imagerie existant sur 'AFM

- Le mode contact oscillantl consiste a faire osciller la pointe au dessus de
I'échantillon a sa fréquence de résonance, aveamgditudes d’oscillation variant entre 1 et
200 nm. Lors de l'approche et du contact, le mowergnperd de I'énergie ce qui provoque
une diminution de son amplitude. Le systéme modif@s la hauteur de la pointe pour
conserver 'amplitude de cette oscillation et d&iee ainsi la topographie de la surface de
I'échantillon. L'intérét de ce mode est de réduadriction et les déformations élastiques des
échantillons.

- Le mode non-contacAvec ce mode, la pointe oscille au dessus derfacia une
distance telle gu’elle n’établit aucun contact alVéchantillon (lamplitude est faible). Le
parameétre important n’est plus dans ce cas la fonaés la dérivée de la force attractive en
fonction de la distance pointe - surface. Ce matéres peu utilisé en biologie.

4.4 Les images AFM

4.4.1 Les parametres de visualisation

L’'image AFM est affichée a I'écran sous la formert image de 512 lignes sur 512
colonnes. Cette image est acquise a une fréequeaceirdn 1 Hz (1 ligne par seconde) et ne
montre que les lignes correspondant au balayada deinte de la gauche vers la droite de
image. Le champ de vue doit étre défini par ligdteur avant de lancer I'acquisition de
image, il correspond a la surface de I'échantillonagée ou bien encore a la surface
délimitée par un pixel. L'image est acquise pufichée a I'écran ligne apreés ligne. L’échelle
des hauteurs est représentée par une variatioaueucs, allant du plus sombre au plus clair
lorsque la hauteur augmente. Les hauteurs mininalesaximales de I'échelle sont fixées
par l'utilisateur. Chaque pixel correspond a unesume de la hauteur sur I'échantillon, une

couleur lui est alors associée pour représentaalizeur mesurée (voir figure 22).
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Vue en perspective.

X

Acquisition ligne par lighe:
512 lignes de 512 points

Vue de dessus :
Image AFM

X
Figure 22 — Principe de la représentation d’une gaan microscopie AFM. En haut, la
surface est vue en perspective, en bas, la mérfacswgst représentée sur une image AFM

avec la hauteur codée en couleurs (ou en niveayride

4.4.2 Les facteurs jouant sur la résolution deméige

Plusieurs parametres ont une incidence sur lautsolspatiale du microscope a force
atomique, I'angle d’ouverture de la pointe, la ¢dange de raideur du levier et 'ampleur du
mouvement du cristal piézoélectrique. Cependant s parametres n’exercent pas une
influence aussi limitante les uns que les autres.

La haute sensibilité de la résolution spatiale Isudistance pointe - surface en
microscopie AFM vient de la forte décroissanceigf@tes interactions a courte distance (en
1/r*%). Or la pointe est un objet tridimensionnel, elelisser la décroissance spatiale de cette
force en moyennant les interactions exercées decetira longue distance. La forme de la
pointe est donc I'élément déterminant pour obtamie bonne résolution et l'angle
d’ouverture du cbne doit étre le plus petit possiploir figure 23). L'angle du cone influe
aussi sur la résolution latérale. La distance mahenmd permettant de séparer deux pics

(résolution latérale) est donnée par la formulgasutie (41) (voir figure 23) :
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d = V2R(VAz +/bz+bh) (éq.23)

ou R est le rayon de courbure de I'extrémité deoliate, Ah est la différence de hauteur entre
les deux pics, d est la distance réelle entre eex gics etAz est la différence de hauteur

entre le pic le plus petit et le point de séparaéintre les deux formes imagées.

La constante de raideur du levier joue elle aussible sur la résolution de la distance
pointe - surface. D’apres I'équation 22, pour uréma valeur de la force F, plus la constante
de raideur k est forte et plus la distance poirsigrfaceAz est faible et donc plus l'inclinaison
du levier est faible. En conséquence, la sengslir la mesure de la force augmente lorsque
la constante de raideur du levier diminue.

Par ailleurs, la précision des mouvements de lanuéue piézoélectrique (fraction
d’angstrom), n’est pas un facteur limitant et pdrrae microscope AFM d’atteindre une

haute résolution.

Point n*1 Point n°2 Point n°3
Direction du balayage

Direction du balayage

Direction du bal
mage Résultat sur 'image:

le pic est convolué, par
la forme de la pointe

Point n°2
@ @ Point n°1 Point n°3

Pic situé sur I'échantillon.

Ah

Figure 23 — Convolution d’un pic a la surface dédhantillon par la pointe (en haut),

et implication sur la résolution de I'image (ensha
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4.4.3 Les artéfacts

by

La microscopie AFM de part sa complexité peut &oeimise a un ensemble
d’artéfacts d’origines trés diverses. |l est expigsées trois principales sources d’erreurs sur
les images obtenues par AFM.

La premiere source d’erreur concerne l'altératienla pointe. Il peut apparaitre a
'extrémité de celle-ci une deuxiéme protubérancevpquant un effet de double pointe.
L’image qui apparait alors a I'écran corresponiihdelge normale convoluée par une fonction
dépendant de la nouvelle forme de la pointe (uguré 23). La forme des objets dépend de la
modification produite par la protubérance, ains fmrme récurrente va se retrouver sur cette
image. Ces doubles pointes résultent soit d'une vaise fabrication, soit d'une
contamination au cours du balayage. De plus, largeftion de la pointe peut produire une
modification de sa rigidité et conduire a une déteation erronée de la forme des objets.

La deuxieme source d’erreur concerne les intert@goptiques sur la photodiode. En
effet, le faisceau laser n’est pas toujours entierg réflechi par le levier, une partie est
transmise a travers le levier et se réfléchit schhantillon. Cette réflexion provoque des
interférences optiques sur la photodiode, ce cuilté en des oscillations sur 'image AFM.

La troisieme source d’erreur concerne le traitendlestdonnées apres leur acquisition.
Sur limage AFM, les données brutes nécessitent adegections ligne par ligne afin de
soustraire une ligne de base, produite par le nmoaué non linéaire de la pointe lors du
balayage (le mouvement de la pointe selon x ouetant pas parfait, il affecte également sa
position selon z). La soustraction de cette ligeebdse peut produire des erreurs sur la
topographie de la surface, notamment en présenderdaines larges dont la hauteur differe
de la hauteur moyenne sur l'image (voir figure 2@8gs erreurs peuvent en partie étre
corrigées aprés acquisition, en appliquant uretmagint sur une zone précise de I'image.

D’autres artéfacts, peuvent étre provoqués paéraifits parametres comme un gain
trop élevé, une vitesse de balayage trop grandemauvaise focalisation du faisceau laser
sur le levier, ou encore la présence de vibratingsaniques (le microscope est donc placé

sur un dispositif anti-vibratoire).
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A B C

Figure 24 - lllustration d’'un probléme provoqué gartraitement post-acquisition des
données (42). L'image A correspond a I'image bga#as correction, la non linéarité du
mouvement de balayage induit des variations dechast L'image B représente I'image

précédente corrigée ligne par ligne a l'aide d’uieaction polynomiale (I'ordre est
paramétrable). Cette correction provoque une edimneerronée de la hauteur de la surface
entre les deux objets de couleur claire. Cet effetcorrigé par un traitement local, le résultat

final est montré sur 'image C.

4.5 Préparation des échantillons par la méthode deangmuir-
Blodgett

Pour étudier le film interfacial présent a la soe€fale la cuve avec le microscope
AFM, nous devons déposer un échantillon de cedilimun substrat solide. Ainsi, nous avons
utilisé une méthode appelée méthode de Langmuulggitt (en raison des noms de ces
inventeurs), pour transférer une partie du filneifgcial sur un support solide en utilisant les
interactions entre la partie hydrophile de la ¢®uet le support.

Dans notre protocole, une plaque de mica est plaede&alement sur un dispositif
motorisé intégré a la cuve et paramétrable parmdgciel fourni avec cette cuve (Nima
technology Ltd., Angleterre). Le moteur va ainssckendre lentement la plaque de mica (la
vitesse est d’environ 0.16 mm/min) pour la plongarsous-phase jusqu’a une profondeur
d’environ 1 cm, apres avoir traversé le film inéeifl. Lors de la remontée (effectuée avec la
méme vitesse que la descente), la plaque de maraptyile entraine la couche avec elle. Les
barriéres motorisées contrdlent la pression du, fitmt au long du préléevement, de maniere a

ce qu'elle reste égale a sa valeur a I'équilibrerttodynamique (voir figure 25). L'intérét
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d’utiliser ici une plaque de mica est double, d’'yreat il est hydrophile, d’autre part ce
matériau a une structure atomique en feuilletsapries clivage, permet d’obtenir une surface
sans impureté et atomiquement plane.

Cette méthode peut également étre utilisée poungodes multicouches, a partir du
film interfacial (par exemple sur des phospholigidesn faisant monter et redescendre la

plaque un certain nombre de fois.

Il ﬂ ﬂ I

Figure 25 - Schéma de principe d’un prélevemeritategmuir-Blodgett sur une monocouche
de phospholipides. Les fleches bleues indiquenhtas/ements des barrieres et de la plaque
de mica, le trait noir épais représente le filmeiriaicial. Au fur et a mesure que la plaque
préleve le film a la surface de la cuve, les baa#régulent la pression. En bas, les figures

montrent la position des phospholipides a l'inteddiquide/air puis sur la plague de mica.
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CHAPITRE 3

Influence de la charge et de la phase des

phospholipides sur 'interaction

Apo A-l/phospholipides

|.  Mesures tensiométriques et ellipsométriques

L'utilisation en paralléle de I'ellipsométrie et d& mesure de la pression de surface
permet de mettre en évidence le mode d’interactienla protéine avec la couche de
phospholipides (interaction en sous-phase ou iogedans la couche). Ces deux techniques
permettent également d’établir un classement gédelk en fonction de leur affinité avec la
protéine. Nous tentons d’observer ici des difféesnd’affinité produites par les différences

dans la charge et dans la phase des phospholipides

1.1 LUApo A-l s’insére dans les monocouches de DPPOOPC et
DPPG

Un volume de solution lipidique, de l'ordre d'wmegtaine de microlitres, est déposé a
l'aide d’'une seringue Hamilton a la surface de lwec de Langmuir avec les barrieres
ouvertes. Ainsi la pression de la couche de lipidstsinitialement nulle. Aprés un délai
nécessaire a I'évaporation du chloroforme (10 micelte couche lipidiqgue est comprimée
lentement a I'aide des barrieres en téflon avecviteese de 20 cm2/min, jusqu’a atteindre la
pression de surface voulue avant linjection de platéine. Les barrieres sont alors

immobilisées, la pression dans la couche est &brsi d'évoluer et la protéine est injectée
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avec une seringue sous la couche de lipides, eanfaipasser I'aiguille sous I'une des

barrieres en téflon (la couche de lipides n’estciuas traversée par l'aiguille).

Nous enregistrons I'évolution de la pression déeseret de I'angle ellipsométrique au
cours de la cinétique d’adsorption de I'Apo A-Tiaterface liquide/lipides. Nous considérons
gue le systeme est arrivé a I'état d’équilibre does ces deux grandeurs atteignent une valeur
stable dans le temps. L'expérience est d’abordsémlsous une couche de DPPG, avec une
pression avant injection de 20 mN/m. L'augmentatilenla pression de surface créée par
'Apo A-l est de 5 mN/m et montre que la protéiriadsorbe a linterface liquide/lipides.
L’augmentation de l'angle ellipsométrique est d&°2.ce qui est faible par rapport a
'augmentation de 7° créée par I'adsorption deecptobtéine a l'interface liquide/air, alors que
la concentration de protéines en sous-phase etidde (voir figure 1). Ainsi, la quantité de
résidus situés en sous-phase est trés faible cathmament a la quantité de résidus que
contiendrait une couche continue située sous lzhmule phospholipides. La surpression
observée est donc trop forte pour étre provoquée upe faible quantité de résidus
interagissant avec la couche en sous-phase. Noasnetuons que I’Apo A-l, ou une partie
de ces résidus, s’insere dans la couche de phagiles| entre les tétes polaires (1, 2). Ces
expériences sont réalisées pour les trois phogptiesi, avec des pressions avant injection de
la protéine variant entre 8 mN/m et 30 mN/m. Damsstles cas, on constate que lorsque
'Apo A-l est présente a linterface liquide/lipisie elle est insérée dans la couche de
phospholipides.

1.2. Différences d'affinité de I'Apo A-l pour DPPC, DOPC et
DPPG

Nous avons étudié I'adsorption de I'’Apo A-I poufféiientes valeurs de la pression de
la couche de lipides avant I'injection de la progiLes variations de I'angle ellipsométrique
et de la pression de surface provoquées par ltiogete la protéine furent mesurées a la fin
de la cinétique et sont reportées sur la figure@ PPPC, DOPC et DPPG. Nous constatons
gue plus la pression du lipide avant injectionfesge et plus les augmentations de la pression
et de I'angle ellipsométrique induites par I'adsmp de la protéine sont faibles, pour les trois
lipides. Ceci confirme l'insertion de la protéinang la couche de lipides, quelque soit la
pression initiale de cette couche. Nous constadoissi que I'augmentation de la pression est
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plus forte pour DPPG que pour les phospholipidestemoniques quelque soit la pression
initiale, ce qui montre une insertion et une intdoa plus fortes de I'Apo A-l avec le lipide
chargé négativement. La variation de lI'angle ellipétriqgue est également plus élevée dans
le cas de DPPG que pour les deux autres lipideger@@ant, nous ne savons pas si cette
différence est liée a la plus grande quantité adépres insérées dans la couche ou si elle

indigue un changement dans 'organisation de l&épre dans la couche de lipides.
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Figure 1 — Graphe de la valeur de I'angle ellipsgtnque en fonction du temps lors de
'adsorption de I’Apo A-1 a l'interface liquide/aiga droite). Graphes de la valeur de I'angle
ellipsométrique (en haut, a gauche) et de la pasdie surface (en bas, a gauche) en
fonction du temps lors de I'adsorption de I'’Apo A-linterface liquide/DPPG, pour une

pression avant injection de 20 mN/m. Les valedigauilibre montrent I'insertion de la

protéine dans la couche de lipides.

Une maniere de caractériser la différence d'affimieé I'Apo A-l pour chacun de ces
trois lipides est de mesurer leur pression d’exctus.. n. est la valeur de la pression avant
injection a partir de laquelle la protéine ne prwe plus aucun changement dans la pression

de surface. En réalisant une régression linéairdesugroupes de points présentés sur la
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figure 2, nous obtenons les valeurs suivantes r pRPG, e = 39 mMN/m pour DOPC,

e = 31 mN/met pourDPPC,n. = 27 mN/m Ces mesures montrent une interaction plus forte
de I'Apo A-l avec DPPG, qu'avec DPPC et DOPC. Ehasntrent également, mais de fagon

plus modérée, une interaction plus forte avec DQ&&vec DPPC. La mesure de la pression
d’exclusionze , qui correspond & la pression de la couche awgerition a partir de laquelle

la protéine ne fait plus varier I'angle ellipsonigtie, donne le méme classement pour les
lipides, mais reste moins fiable a cause de laedéste des valeurs.

Les données ellipsométriques et tensiométriquesentetn évidence une insertion et
une interaction plus fortes de I'Apo A-l avec Igiie chargé négativement qu’avec les lipides
zwitterioniques. Elles montrent également, maissdane moindre mesure que pour les
lipides zwitterioniques, I'interaction peut se puir@ jusqu’a une pression avant injection plus
forte si le lipide est en phase LE (DOPC) que digele passe en phase LC (DPPC) (voir
section 3.2.1).
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Figure 2 — Graphes de la variation de la pressilensurface (a gauche) et de la variation de
I'angle ellipsométrique (a droite) provoquée pakpo A-l en fonction de la pression du
lipide avant 'injection de la protéine, pour DPRfnds creux), DOPC (losanges gris) et
DPPG (ronds pleins). Les fléches indiquent les gices d’exclusiom. etze pour DPPC
(fleche noire), DOPC (fleche grise) et DPPG (flectoére en pointillés).
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Il. Etude par AFM des prélevements de couches

mixtes Apo A-l/phospholipides

Les études par ellipsométrie et tensiométrie org arn évidence l'insertion de la
protéine dans les monocouches de phospholipides; [Bs lipides étudiés. Elles ont
egalement montré des differences dans I'affinitdadprotéine pour chacun d’eux. Grace a
I'utilisation de la microscopie a force atomiqueus avons constaté que la protéine s’insere
en créant des objets de taille nanométriqgue dacsuehe de lipides. Nous avons tout d’abord
etudié l'influence de la charge et de la phaseigidd sur les caractéristiques géomeétriques
des particules créees par les protéines. Nous amasisite mesuré, pour chaque lipide, la
surface totale occupée par ces particules sureuitssimages AFM et nous I'avons comparée
aux différences d’affinités caractérisées par stlipétrie et tensiométrie.

2.1. Méthode pour analyser la forme des particulesréées par la

protéine dans la couche de lipides

Dans nos expériences, les protéines ne sont p@sesnént insérées dans la couche
lipidique. Elles forment ainsi des objets de hauttude largeur variables (voir figure 3), qui
sont visibles sur nos images AFM. Cependant, ibesez difficile d’estimer par un examen a
I'ceil des images, les tailles majoritaires de cbfets et la variation de la distribution des
tailles lorsque I'on modifie certaines conditionemme par exemple la phase ou la charge du
lipide utilisé. Toujours avec un examen a l'ceil d@sges, nous pouvons constater que la
surface totale occupée par ces objets dans la eowsie lorsque les conditions précédentes
varient. Mais comme la microscopie AFM ne donneeaayu’a une fraction tres réduite de la
surface de I'échantillon prélevé sur le film intagifal, nous devons donc réaliser plusieurs
images de cet échantillon et estimer la valeur mogeet la variabilit¢é de la surface
d’occupation pour analyser de fagon quantitatisedieférences.
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Trois parametres nous ont paru intéressants paracteriser la taille des particules
protéiques : leur hauteur, leur surface et leuinpgre. Ces parametres sont mesurés sur
plusieurs images, provenant soit du méme échamtifoit de plusieurs échantillons réalisés
dans les mémes conditions, ce qui permet de tempte de la variabilité des mesures. Nous
présentons ces valeurs dans des histogrammes @dimassion, comptabilisant pour chaque
valeur d'un des trois paramétres, soit le nombre/anode particules par image, soit la
fraction de particules (le nombre de particulesrpme valeur divisé par le nombre total de
particules). Le deuxiéme type d’histogramme (norsgapar le nombre total de particules)
peut étre vu comme une mesure de la probabilité; pes particules, d’opter pour telle ou
telle hauteur, surface ou périmétre. Nous pouvgadeénent regarder I'information sous la
forme d’'un graphe qui pour chaque particule affitderaleur d’'un paramétre en fonction
d'un autre (exemple : le graphe de la surface @ction du périmetre). La surface totale
occupée par ces objets dans la couche étudiedtestue en sommant les surfaces occupées
par toutes les particules et en divisant cette seipan le nombre d’images.

Pour réaliser ces mesures sur nos images AFM, anawss utilisé le logiciel ImageJ.

Il s’agit d’'un logiciel de traitements d’'images &bre acces [fttp://rsbweb.nih.govif). La
surface et le périmetre des objets présents snadie sont des parametres fournis directement
par ce logiciel, mais nécessitent auparavant dradefini un seuil sur les images en niveaux
de gris (NDG). Les pixels dont le NDG est supéri@urégal a ce seuil se verront attribuer la
valeur 255 (blanc), et ceux dont le NDG est inidri@ ce seuil se verront attribuer la valeur 0
(noir), créant ainsi une image binarisée. Imageulra alors extraire la surface et le périmétre
des formes sur I'image qui sont créées par lesipike valeur 255. Ces formes sont en fait
équivalentes a une section des objets réaliséatauraconstante (voir figure 3). La valeur du
seuil doit étre suffisamment haute pour ne pasdseeen compte le lipide, mais suffisamment
basse pour prendre en compte les particules déegatlmuteurs formées par la protéine.
Certains artéfacts comme ceux produits par lesférences optiques ou par le traitement
post-acquisition vont modifier la hauteur du lipielenous imposer d’augmenter le seuil (voir

chapitre 1 section 3.4.3).
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40 e0
X (pixel)

Figure 3 — Principe du seuillage d’une image AFRIgauche, I'image est en niveaux de gris
(NDG) et a droite elle est seuillée. Au centregriaphe représente la valeur des pixels sur la
ligne blanche pour les deux images. Si le NDG g¢ixel est supérieur a SEUIL, il prend la

valeur 255 (blanc) sur 'image seuillée, sinoniiépd la valeur O (noir).

ImageJ ne permet pas d’avoir acces directementhaudteur des objets étudiés. Pour
avoir acces a ce parametre, j'ai du créer un progra exécutable avec ImageJ que j'ai écrit
dans le langage défini pour ce logiciel (voir aree® et 3). Le principe de ce programme
consiste a rechercher la valeur maximale des pigatsimage en NDG, dans un carré qui a
le méme centre et la méme aire que 'objet obsgeveommet n’étant pas obligatoirement au
centre de cet objet). Cette valeur maximale egsaittribuée a la hauteur. Nous pouvons
egalement mesurer d’autres parameétres comme ded@ia hauteur des objets sur leur rayon.

Les mesures sont effectuées sur les prélevemernis mtéine est insérée dans des
couches de DPPC, DOPC et DPPG. Cependant, daas edPPC et de DPPG, la hauteur
du lipide est hétérogene, I'épaisseur de la condttant pas la méme si le lipide est en phase
Liquide Expansé (LE) ou en phase Liquide Condeh€d (voir chapitre 2 section 3.2.1).
Cette difference de hauteur entre les phases anfinence sur les hauteurs des particules
formées par la protéine et nous devons donc congrguarticules dans chacune des phases
en utilisant un seuil différent (voir figure 4). €eermettra par la suite de chiffrer la quantité
de particules présentes dans chacune des phases.

Dans le cas de DPPG, la transition de phase duiprerdre LE> LC est obtenue
pour une pression plus élevée que DPPC (di a laehlgobalement négative portée par les
tétes polaires) et les domaines en phase LE rapegeat une plus grande proportion de

image que ceux présentés sur la figure 4. Ceztagones de I'image ne contiendront que de
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la phase LE. Or, la correction de la hauteur efi@etpar le microscope aprés l'acquisition de
'image (voir chapitre 2 section 3.4.3) conduirplacer ces zones a la méme hauteur que la
phase LC, ainsi la phase LE n'aura pas la mémeshagtr toutes les zones de I'image. Cet
artéfact crée un probléme pour estimer la quadtdarticules présentes dans chacune des
phases et impose d'utiliser un seuillage relatthaque image pour sélectionner I'ensemble
des particules.

Phase LE
200

Phase LC SEUIL 1
1= ...»r\J\
AP A P, et

o 20 10 80 100
X (pixed)

Figure 4 - Principe du seuillage d’'une image AFika coexistence des phases LE (gris
sombre) et LC (gris clair). A gauche, une image\®G de DPPC ou la protéine est insérée
(objets blancs), a droite, un graphe représentantdleur des pixels sur la ligne blanche. La
zone grisée montre la différence de haut#iuentre phase LE et phase LC. Elle a une valeur
comparable a la hauteur des objets créés par lagine. Ceci impose d'utiliser deux seuils

différents pour compter les objets dans chaque @has
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2.2 Etude de la forme des particules protéiques sues couches
mixtes Apo A-I/DPPC, Apo A-I/DOPC et Apo A-I/DPPG

Nous présentons sur la figure 5 des images AFM (@18) des couches mixtes
Apo A-I/DPPC, Apo A-I/DOPC et Apo A-I/DPPG, pour airpression initiale qui est de
15 mN/m (voir également annexe 4). Pour DPPC et®B zones sombres correspondent &
la phase LE et les zones claires a la phase LQ.PO&®C, le fond uniforme correspond a la
phase LE, qui est 'unique phase de ce lipide. dlgsts blancs présents sur ces images sont
créés par les protéines. Nous constatons que épartition n'est pas la méme d’un lipide a
l'autre et nous étudierons dans la suite de ceitbhdps différences d’occupation qui sont
engendrées par les changements de phase et de dedipides. Dans un premier temps,
nous avons caractérisé la hauteur, la surfacepgrimetre de ces particules protéiques sur les
couches mixtes Apo A-I/DPPC, Apo A-I/DOPC et Apd/BPPG. Cette pression initiale est
'une des plus faibles qui ait été utilisée au sade ce travail, et comme nous I'avons montré

précédemment, elle permet une insertion plus fieta protéine dans la couche de lipides.

— h"-."--"',' —
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—
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EA

A-1/DPPC A-1/DOPC A-1/DPPG

Figure 5 — Images AFM (8*8 um2) des prélevementsodehes mixtes Apo A-I/DPPC,
Apo A-I/DOPC et Apo A-I/DPPG, pour upeession avant injection de 15 mN/(fes
hauteurs varient entre -5 et +5 nm). En bas, sam&mes imagelgs objets dont la hauteur
est supérieure a 1.4 nm sont marqués en rougans le cas du DPPC, les objets présents
dans la phase LE ont été marqués en blanc, lewrtehes sont inférieures a 1.4 nm.
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Figure 6 - Histogrammes
normalisés de la hauteur, de la
surface et du périmetre des
objets pour : Apo A-I/DPPC),
Apo A-I/DOPC ¢) et Apo A-I/
DPPG(e), pour une pression
initiale de 15 mN/m. Utilisation
d’un seuil unique NDG =140
(1.4 nm).
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La hauteur sur les images AFM est codée sur 25@aniv de gris pour un intervalle
allant de -15 nm a +15 nm (la plage de variatios dauteurs est plus grande que sur les
images montrées dans la figure 5). Nous avons ibthdes images de maniére a ne
sélectionner que les pixels dont le NDG est supéwne égal a 140, ce qui correspond a une
hauteur de 1.4 nm au dessus du lipide. Commet# &xépliqué préecédemment, la différence
de hauteur moyenne entre les régions ou le lipstle® phase LE et celles ou il est en phase
LC est d’environ 1 nm. Dans le cas du DPPC, erlagapt a une hauteur de 1.4 nm au dessus
des domaines LC, nous ne sélectionnons que tresi@@articules protéiques insérées dans
les domaines LE (voir figure 5, les particules siteinées en rouge). Ceci nous permet
d’obtenir des mesures de la forme des objets anti sBniquement formés dans la phase LC.
Par contre, dans le cas de DPPG, les domaines W&ead une grande partie de I'image et
sont parfois difficiles a distinguer de l'autre pbaAinsi, pour DPPG, les mesures tiennent
compte des particules dans les deux phases (\aiose.1).

Les mesures ont été effectuées pour Apo A-I/DPR@28 particules, pour Apo A-1/
DOPC sur 2065 particules et pour Apo A-I/DPPG s@61l particules. Pour les trois
meélanges, on utilise au moins 6 images, correspuncl@acune a une zone différente de
I'échantillon. Les histogrammes obtenus sont afficisur la figure 6. Aucune différence
significative n’est visible sur la surface et saipérimétre des objets entre les trois mélanges.
Les distributions des hauteurs de ces objets gateent tres proches, dans les trois cas, les
variations d’un lipide a I'autre sont inférieured@%. Nous en concluons que, ni la phase, ni
la charge des lipides étudiés n'ont de fortes erfies sur la forme des particules protéiques
lorsque nous les observons avec la résolution dénmages AFM (1 pixel ~ 250 nm?).

Cependant, nous constatons que la distributiorodgds s’étend vers de plus grandes
hauteurs dans DOPC que dans DPPC et DPPG. Orjské&pa de la couche de DOPC
possede une différence d’environ 1 nm, par rappattlles de DPPC et de DPPG, qui elles
sont identiques. Pour savoir, si la différence dardistribution des hauteurs est imputable au
changement d’épaisseur des couches de lipides pous, avons étudié la forme des objets
dans DOPC en seuillant 1 nm plus haut, puis noossavetranché 1 nm a la hauteur de ces
objets afin de retrouver la méme indexation degdeums que dans la phase LC de DPPC.
Ainsi, I'ancien seuil correspondait a une hauteaildd nm (avec le NDG 140) et le nouveau
seuil correspond a une hauteur de 2.4 nm (avedl& §49), par rapport a I'extrémité des
chaines du lipide (figure 4). Le nouvel histogrameoacernant les hauteurs des objets dans
DOPC avec ce nouveau seuil est présenté sur leefiguAinsi, il semble qu’'une différence

persiste malgré la compensation du changementid&sa entre les couches de lipides.
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2.3 Surface occupée par les particules protéiquesirsles couches
mixtes Apo A-I/DPPC, Apo A-I/DOPC et Apo A-I/DPPG

2.3.1 Etudes des couches pour une pression indi&l@0 mN/m

L’objectif de ce travail est de comparer, a patés images AFM, la surface occupée
par les particules formées par la protéine dansuwhdes lipides que nous avons utilisé. Pour
cela, nous avons sommé les surfaces prises panelujet a une hauteur donnée au dessus
du lipide. Cette hauteur est la méme quelque sdiiplde, afin que les sections des objets
soient comparables. Le seuil utilisé est le NDG, 1) qui correspond a une hauteur de
1.4 nm au dessus du lipide. Nous aborderons pind'ilofluence de I'épaisseur de la couche.

Tout d’abord, nous nous sommes intéressés aux esuchixtes Apo A-l /
phospholipides ou la pression avant I'injectionaerotéine est de 30 mN/m (voir figure 8 et
annexe 4). A cette pression, DPPC et DPPG sor#renient en phase LC tandis que DOPC
est entierement en phase LE (voir chapitre 1 se@&i®.2). Nous comparons ainsi les surfaces
occupées par les particules protéiques dans DOB&nstDPPC pour obtenir une information
concernant l'influence de la phase sur l'insertitenl’Apo A-I dans la couche de lipides. De
méme, nous comparons DPPC et DPPG pour obteniméorenation concernant I'influence
de la charge sur I'insertion de la protéine.

Lorsque la pression initiale de la couche de lipidst aussi €élevée, la surface occupée
par les particules protéiques est faible, inféeeairl%, ainsi des imperfections, comme des
impuretés ou des défauts dans la couche de lipiggsyent en constituer une fraction
importante. Nous avons donc mesuré la surface pes&es imperfections dans une couche
de lipides purs dont la pression est de 30 mN/moess nommons cette mesure : « surface
résiduelle ». La surface occupée par les parscotetéiques est alors obtenue en soustrayant
la surface résiduelle a celle qui a été mesurés Banouche mixte. Ces différentes valeurs
sont affichées dans le tableau (tableau 1).

La surface prise par les particules formées pprd&ine dans la couche de DOPC fut
également mesurée avec un seuil plus élevé, comdapt au NDG 149 et pour lequel la
hauteur vaut 1 nm de plus que pour le NDG 140isétipour les mesures précédentes. Ce
nouveau seuil permet de compenser la différenqeadséeur entre les couches de lipides (voir

section 2.1). Les résultats sont affichés danstieau 1.

107



Chapitre 3 - Influence de la charge et de la phasies phospholipides
sur I'interaction Apo A-l/phospholipides

— —
1 pm 1pm

— — =]
1pm 1pm 1pm

A-1/DPPC A-1/DOPC A-1/DPPG

Figure 8 — Images AFM (8*8 um2) des prélevemeatsaliches mixtes Apo A-I/DPPC,
Apo A-I/DOPC et Apo A-I/DPPG, pour une pressionrdavajection de 30 mN/m (les
hauteurs varient de -5 nm a +5 nm). En bas, ssimd@mes images, les objets dont la hauteur
est supérieure a 1.4 nm sont marqués en rouge.

Les valeurs moyennes nous indiquent que la suttde&e occupée par les particules
formées par I’Apo A-l est plus importante dans DR@ dans DOPC et DPPC, avec 0.54%
pour DPPG, 0.22% pour DOPC (0.11% pour un seuiliagee NDG 149) et moins de 0.05%
pour DPPC. Elle est donc également plus importdats DOPC que dans DPPC. Cependant,
ces différences entre les mesures sont-elles igtivfes, ou s’agit-il uniguement de
variations statistiques ? Pour répondre a cettstmurenous avons vérifié que les surfaces
moyennes occupées dans les trois lipides ont uffératice statistique significative
(comparaisons de moyennes connaissant I'écart:-t{ga) I'intermédiaire d'un site Internet
libre-acces permettant de comparer des échantilloggussiens indépendants
(http://www.info.univ-angers.fr/~gh/wstat/ compmadygp, nous avons confirmé I'hypothese

que la distribution des protéines est différentesdzhacun des trois lipides : la probabilité que
la répartition des protéines dans deux lipidesédiffits soit obtenue a partir de la méme
fonction de distribution étant inférieure a 5%. Cest également vrai, si I'on consideére les
mesures de surface dans DOPC avec un seuil phs @euil a 149). Nous avons également
étudié l'influence de la résolution latérale danéige AFM, sur la mesure de la surface
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occupée par les objets protéigues dans la couchpidies. Ici la surface des pixels (environ
250 nm?) représente le facteur limitant de cettoltéion, elle est prépondérante devant la
convolution produite par la pointe AFM. Nous avonis en évidence que l'incertitude créée
par la résolution spatiale de 'image est néglitealevant I'écart type sur la distribution des

surfaces (voir annexe 5).

Lorsque que I'on change de lipide (DPPC, DOPC, DRRGsurface occupée par les
particules créées par I'’'Apo A-l croit dans le mé&rdre que les pressions d’exclusionds
< Shorc < Sppad, qui furent mesurées au chapitre 3 section 1disNavons donc un accord
entre les mesures ellipsométriques, tensiométrigiides mesures réalisées au microscope
AFM. Ceci confirme que cette protéine s'insére krs grande quantité dans le lipide chargé
négativement (DPPG) que dans les deux autres $ipigé sont zwitterioniques (DPPC et
DOPC). Ces résultats confirment également I'exttattiune influence produite par la phase
sur I'insertion de la protéine dans les lipidest®moniques, puisque les objets créés par la
protéine occupe plus de place dans la phase LE (@e dans la phase LC (DPPC).
L'influence de la phase des lipides est cependiantement moins importante que celle de

leur charge.

Surface occupée suf

couches mixtes (%)

Surface occupée sur

phospholipides purs

Surface occupée pat

les particules

(%) protéiques
(%)
DPPC (30 mN/m) 0.10 +/- 0.04 0.10 +/- 0.02 <0.05
DOPC (30 mN/m) 0.32 +/- 0.09 0.1 +/- 0.07 0.220:A2
DPPG (30 mN/m) 0.79 +/- 0.34 0.25 +/- 0.24 0.540t42
DOPC (30 mN/m) 0.19 +/- 0.08 0.08 +/- 0.07 0.11 +/-0.11

NDG 149

Tableau 1 — Surfaces occupées par les objetseswrduches de phospholipides purs et sur

les couches mixtes Apo A-I/phospholipides. Nousnolois par soustraction la surface

occupée par les particules protéigues. Les valewsgennes et les incertitudes (écart type)

sont calculées sur au moins 8 images AFM et delandidlons de couches mixtes (voir
images sur figure 8 et images montrées dans I'emdg.
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2.3.2 Etudes des couches pour une pression midiall5 mN/m

Les difféerences d’affinité de I’Apo A-1 pour chacdes lipides étudiés ont été établies
et l'influence de la charge et de la phase du dipsir I'insertion de la protéine a été
démontrée. Cependant, la phase semble n’avoir gtdible impact sur la quantité de
protéines insérées dans la couche de lipides, yeiidgs données ellipsométriques et
tensiométriques de DOPC et de DPPC sont tres patiadgré leurs phases différentes. La
microscopie AFM confirme également pour des couchigges dont la pression initiale est de
30 mN/m que la différence d’occupation créée pathiengement de phase est plus faible que
la différence obtenue par le changement de charge.

Pourtant un simple examen a I'eeil des images AEMaliches mixtes réalisées avec
des pressions initiales de 15 mN/m permet de ctargjae la protéine s’insere plus fortement
dans DOPC, qui est en phase LE, que dans DPP@stmajoritairement en phase LC (voir
figure 5 et annexe 4). Cette constatation montunaeal’part que l'influence de la phase se voit
mieux par la microscopie AFM que par I'ellipsométdt la tensiométrie et d’autre part que
cette influence augmente quand la pression dudipicant injection est plus faible. Afin de
mesurer de facon quantitative I'accroissement deeffet de phase, nous avons mesuré la
surface occupée par les particules créées paotéipe dans une couche de DPPC et dans une
couche de DOPC pour une pression initiale de 15nmMX cette pression, DPPC étant
majoritairement en phase LC, la surface prise gmphrticules dans la phase condensée de ce
lipide peut donc étre comparée a la surface qealxupent dans DOPC, ce dernier étant
entierement en phase LE. Comme précédemment, nvaus anesuré le taux d’occupation
des particules dans DOPC avec deux seuils différefiin correspondant a une hauteur de
1.4 nm au dessus du lipide (NDG 140), qui est @gahd utilisé pour DPPC, et l'autre
correspondant a une hauteur de 2.4 nm (NDG 149) @ compenser la différence
d’épaisseur entre les couches de DPPC et de DORRGs Ehaque cas, nous avons comme
précédemment mesuré la surface résiduelle suolashes de lipides purs. Les mesures sont

affichées dans le tableau 2.
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Surface occupée su

Surface occupée sur|

Surface occupée pelr

couches mixtes phospholipides purs les particules
(%) (%) protéiques
(%)
DPPC (15 mN/m) 0.17 +/- 0.14 0.08 +/- 0.04 0.10t1-
DOPC (15 mN/m) 1.64 +/- 0.51 0.31 +/- 0.03 1.330t51
DOPC (15 mN/m) 0.94 +/- 0.27 0.08 +/- 0.07 0.86 +/- 0.28
NDG 149

Tableau 2 — Surfaces occupées par les objets suoleches de phospholipides purs et sur
les couches mixtes Apo A-l/phospholipides. Nousnaolois par soustraction la surface
occupée par les particules protéigues. Les valewgennes et les incertitudes (écart type)
sont calculées sur au moins 6 images AFM pourdestoes mixtes

(voir images sur figure 5 et en annexe 4).

Nos mesures mettent clairement en évidence uneemde plus forte de la phase
lorsque la pression initiale du lipide est de 15/mNAlors que la valeur obtenue dans la
phase LC d’'une couche mixte Apo A-I/DPPC reste Ipeode la surface résiduelle, avec une
valeur de 0.1%, nous constatons un fort accroissene la surface occupée dans DOPC.
Celle-ci passe de 0.22%, pour une pression inidal0 mN/m, a 1.33% (0.86% si le NDG
seuil vaut 149) pour cette pression la. Elle ddaviainsi plus importante que la surface
occupée dans DPPG pour une pression initiale dal8n (0.54%), quelque soit la hauteur
du seuil pour DOPC. L’influence de la résolution lilmage AFM a une nouvelle fois été
examinée et nous confirmons que celle-ci n'aff@ete les tendances que nous évoquons (voir
annexe 5).

Nous rappelons que la différence d’insertion dueféet de charge sur les couches
mixtes dont la pression initiale est de 30 mN/ntraduit par une différence nette entre les
pressions d’exclusion pour DPPC et DPPG. Par afleaomme nous l'avons expliqué
précédemment les mesures ellipsométriques et taatigues sur DPPC et DOPC sont
proches, la différence d’interaction entre Apo ADDPPC (phase LC) et Apo A-l - DOPC
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(phase LE) est donc faible au regard de la difiéeediinteraction entre Apo A-lI - DPPC
(zwitterionique) et Apo A-I - DPPG (anionique).

Nous constatons ainsi une différence d’insertiotief@ntre DOPC et DPPC du fait
gue ce dernier soit majoritairement condensé. QGgrennous pouvons identifier dans DPPC
des zones LE avec une forte densité d’objets. Nmams voulu estimer le rapport de la
densité des objets dans ces zones sur leur densfifase LC. Pour cela, on comptabilise le
nombre d'objets dans la phase LE en seuillant ahamgeur de -0.3 nm au dessous de la
partie condensée (NDG 125). En seuillant 'imagete hauteur, les domaines condensés et
les particules protéiques qui sont formées surdoesaines apparaissent sous la forme de
grandes zones de plusieurs centaines de pixelsngue pouvons facilement discriminer.
Cette méthode permet de ne compter que les objetg$ dans la phase LE. Cependant, avec
cette méthode, nous comptabilisons également lewmithes LC de petite taille formés dans
cette phase. En effectuant la mesure au mémedamasl le lipide pur, nous déterminons que
les domaines lipidiques sont situés a la hauteurOdgs nm (voir figure 9). Ainsi, nous
éliminons du décompte les objets correspondantta bauteur, situés dans la phase LE des
couches mixtes. Les mesures précédentes qui orgfféigtuées en seuillant a 1.4 nm au
dessus du lipide en zones condensées (NDG 1400edbie nombre d’objets présents dans
cette phase. En utilisant les deux seuillages, mdenons un rapport du nombre d’objets
présents dans les zones LE sur le nombre de césonfuprésents dans les zones LC qui vaut
6.3. La différence de hauteur entre les deux phaseset un seuillage donnant la proportion
de chacune de ces phases sur les images AFM. Nesiwrons alors le rapport de la surface
prise par la phase LE sur la surface prise pands@ LC et nous trouvons une valeur de 0.14.
Ceci nous donne une densité d'objets au moins 40d@lus forte dans la phase expansée
gue dans la phase condenséayec des résultats moyennés sur 6 images AFM. Nous
rappelons que cette valeur est peut-étre souséstiar nous excluons de la phase expansée
les objets ressemblant aux domaines lipidiquestieesurface.

Ainsi, la différence dans linsertion des protéinestre phase LE et phase LC
constatée sur DPPC et DOPC semble également exisier le cas d’'une coexistence de
phase impliqguant des domaines LE de taille micraoét. Mais seule une étude statistique
de la répartition spatiale des objets sur les imagdM permettra de montrer
guantitativement comment la coexistence de phdkesirce la distribution de la protéine par
rapport & une distribution aléatoire. Cette étigleerposée au chapitre suivant.
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Figure 9 - Histogrammes normalisés de la hautew algets en phase LE pour
DPPC pur () et pour Apo A-1/ DPPCes(. On seuille avec NDG 125. Sur le lipide pur, les
seuls objets visibles sont les domaines LC forrags th phase LE, leur sommet est a
-0.35 nm. Sur le lipide avec protéine, nous cdostaqu’environ 50 % des objets
sélectionnés pourraient étre des domaines de pb@sdinsi, nous excluons les objets de
cette hauteur quand nous comptons le nombre decpbas créées par les protéines en phase

LE sur la couche mixte.

2.4. Approche par un modele classique d’auto-assetalge

Nous avons testé un modele classique d’auto-asagmbdiéja utilisé sur des peptides
mimant les hélices de I'Apo A-1 (3), pour décrigedistribution de la surface des particules
protéigues insérées dans la couche de lipides. N@ursvons ci-dessous les deux étapes de ce

modele, qui sont la nucléation et la croissancepdeticules :

1- La nucléation : une protéine P se lie a la monocouche de phogithed M, pour former
un noyau MP, avec la constante de réaction k

M + P - MP Cue =k [T, [T, (éq))

Ici, Cp est la concentration de protéines en sous phasestCla concentration de

phospholipides et @ est la concentration de noyaux.
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2 — La croissance les protéines se lient aux noyaux selon une cotestde réactionXk avec
ko> K;.

MP + Pt - MP, Cyp, =k, [Cyp [C,, =k, [k, [C, [C? (ég 2)
MR, + P.Dm[;MPn Cup, =k, [Cyp (€ =(k, /k,) [T, [{C;, ,)" (ég.3)

Ici, MP, correspond a une particule de n protéines. L'égnaB donne ainsi la
concentration des particules en fonction de lellet&achant que la surface S d’'une particule
est reliée a la surface 8'une protéine et au nombre n de protéines comstitla particule par

la relation suivante S = n[§5;, nous obtenons une relation sur la concentratsnparticules

en fonction de leur surface, en réécrivant I'équa8 de la facon suivante :

S
CMPn :(kj_/kz)lI:L QCP EH(Z)S)’ S: nl:SO (éq 4)

Nous pouvons maintenant introduire la probabili{&)Pd’obtenir une particule de

surface S, dans I'équation 4. Ce qui nous donneldéion suivante :

S

P(S) = ALCp, = Allk, /k,) [C, HCp Dkz)g (éa.5)

Ou A est une constante de normalisation. Cepentlagtjation 5 peut étre réécrite

sous une forme simplifiée, qui est :

In(P(S)) = a (S + B (éc. 6)
S,
ou a :M avec k2 :e_
S o

et B=In(Alk,/k,)T,)

Or nous avons acces expérimentalement a P(S), quespond a la distribution
normalisée de la surface des particules que noossamesuré sur les images AFM (voir
section 2.3). Nous avons donc réalisé un ajusterdenta distribution expérimentale, par
I'équation 6. Ceci nous a permis d’'une part, diestila pertinence de ce modéle pour décrire
la formation des particules protéiques et d’autag g’obtenir une valeur de la constante de

réaction k.
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Comme nous ne connaissons pas la valeur gelaBs nos lipides, nous avons
approximé cette valeur par la surface occupée parmolécule d’Apo A-l1 a linterface
liquide/air. La concentration de matiere par uniéésurface a I'interface liquide/air, mesurée
par ellipsométrie, vauljquid/air=1.4 mg/mi, ce qui est en accord avec la valeur obtenue par
Bolanos-Garcia et co-auteurs (4). Sachant que Issenaoléculaire de 'Apo A-l est de
28 kDa, nous obtenons une surface moyenne pouruehaeptéine située a linterface
liquide/air égale a 33.2 nm2. A titre de compamises mesures effectuées par Ibdah et
Philips (5), par radioactivité de surface, donnem¢ surface moléculaire de 36.5 nm? (15 A2
/résidu) pour 'Apo A-I a l'interface liquide/aisoit une différence par rapport a notre valeur
d’environ 10%. L’erreur sur I'estimation de Rrovoquée par I'approximation de la surface
moléculaire de I'’Apo A-l dans les couches de ligigar celle obtenue a I'interface liquide/air
sera discutée ultérieurement.

Le nombre de particules insérées dans la phase UORPC est trop faible pour
analyser dans ces conditions la fiabilité du madBleus avons donc réalisé cette analyse
uniguement sur DOPC et DPPG. La figure 10 montserésultats obtenus sur ces deux
lipides quand nous réalisons I'ajustement de l&ribdigion de In(P(S)) par I'équation 6. La
valeur de R pour DOPC et DPPG est supérieure g 669ui montre une bonne fiabilité du
modele pour décrire les distributions en surfacendg particules. Nous obtenons pour la
pentea de la droite une valeur qui est environ - 462 qmour DOPC et - 478 pynpour
DPPG, ce qui donne dans les deux cas une valdaragestante kde 1.8 10M™.

Nous avons utilisé pour ces calculs, I'aire moléoel de 'Apo A-l a linterface
liquide/air, car nous n'avons pas acces a cettedans les couches de lipides. Nous allons
donc maintenant estimer la variation produite suwvadleur de ¥ par une modification de
cette aire moléculaire. Si nous considérons queaittace de I'Apo A-l est 10 fois plus forte
dans une couche de lipides, que dans une couclmgot&nes pure, nous obtenons une
diminution de la valeur de,kd'environ 15% (k = 1.6 16 M™). Par contre, si nous
considérons que la surface de I'Apo A-l est 10 foligs faible, la valeur de,kest alors
pratiquement inchangée,(k 1.8 16 M™Y). Il est raisonnable de dire que la modificatien d
l'aire occupée par 'Apo A-l entre les difféerentederfaces (liquide/air, liquide/DPPG et
liquide DOPC) est plus faible qu’un facteur 10. é&mséquence, la précision estimée sur k
est meilleure que 15 %, nous pouvons des lors dérai que la constante Be la réaction
d’auto-association de I'Apo A-l a des valeurs saméds dans DOPC et DPPG.
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Figure 10 - Graphe du logarithme de la probabilRéS) d’obtenir un objet de surface S, en
fonction de S. Les losanges gris représentent D&REs ronds noirs DPPG. En haut, nous
avons les équations correspondant a I'ajustemerttedepoints par I'équation 6,
pour DOPC (trait plein) et DPPG (trait en poingl).

lll. Etudes par spectroscopie PM-IRRAS

Des mesures PM-IRRAS ont été realisées sur I'AplbaAktinterface liquide/air et a
l'interface liquide/lipides, afin de déterminerdt&ructure secondaire de cette protéine dans le
contexte étudié.

3.1 Etudes de I'Apo A-l a l'interface liquide/air

Tout d’abord, nous avons caractérisé la protéinégnterface liquide/air. La cuve
utilisée n’étant pas prévue pour l'injection, darescas uniquement, nous avons déposé un
mélange tampon/Apo A-l dans la cuve en téflon.

Durant la cinétique d’adsorption de I'Apo A-lI anterface liquide/air nous avons
réalisé plusieurs spectres PM-IRRAS. La figure ésente les spectres de l'interface obtenus

a différents instants de la cinétique : au débRtnihutes apres le dépbt du mélange tampon /
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Apo A-l), des I'apparition d’un plateau sur la pes de surface (71 minutes aprés le dépot)
et a la fin de la cinétique (363 minutes aprésdpdd), lorsque I'angle ellipsométrique et la
pression de surface sont stables. Ces spectrasténbrmalisés par le spectre de l'interface
tampon/air, qui fut réalisé avant de déposer latsmi de protéines dans la cuve.

Notre analyse des spectres fut ciblée sur la zomespondant au mode de vibration
amide |, localisée entre 1700 et 1600°crmt celle correspondant au mode de vibration amide
II, localisée entre 1600 et 1500 ¢rles informations obtenues sur ces modes de idbrat
permettent d’avoir acces a la structure secondkgrka protéine (voir chapitre 2 section 2.4).
Nous avons situé les maxima d'intensité & des &éges de 1655.6 ¢ pour la bande
concernant I'amide |, et 1542.8 émrpour la bande concernant I'amide II. Etant dogué les
intensités associées a ces pics augmentent au @euascinétique, alors nous savons que ce
signal est bien produit par I'adsorption de la ¢ a l'interface liquide/air. Les valeurs des
fréquences associées a ces maxima sont caragiéessti’'une conformation en héliaepour
la protéine. Nous constatons la présence d’'un éewxipic sur la bande amide I, plus faible
que le premier, entre 1700 et 1656 tnCe pic pourrait &tre produit par la présence de
feuillets p antiparalléles ou par la présence de coudes damssructure secondaire de la
protéine. Comme ce deuxieme pic n'est pas accongpgnun autre pic dans la zone située
entre 1600 et 1655 chalors ce signal n’est pas attribué a des fesifletntiparalléles, mais
a des coudes.

En effectuant le rapport du maximum d’intensité laebande de I'amide | sur le
maximum d’intensité de la bande de I'amide Il (RIJRnous obtenons une information
concernant l'orientation des hélicesle la protéine par rapport a I'interface liquide(soir
chapitre 2 section 2.4). La valeur de ce rappadrtaatour de 5 - 6 lors de I'apparition du
plateau sur la pression de surface, ce qui cornespain angle moyen entre les héligext la
normale au plan de l'interface liquide/air supériéu80°. Dans ce cas les hélices sont
pratiquement paralléles au plan de linterface. r@gport décroit progressivement et vaut
approximativement 3 a la fin de la cinétique. Cettédeur correspond a un nouvel angle
moyen d’environ 60°, ce qui montre un redresserdeasthélices en raison des interactions
protéine - protéine.

Ainsi, I'Apo A-1 s’organise a l'interface liquideitadans une structure majoritairement
formée d’hélicesa. Ces hélices tendent a s'orienter parallelemenplan de l'interface
liquide/air, du fait de leur amphiphilicité, cepemd les interactions protéine - protéine ont

tendance a modifier cette orientation.
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Figure 11 - Spectres PM-IRRAS de 'Apo A-l a I'nfdee liquide/air, normalisés par le
spectre de l'interface tampon/air. Ces spectresé@tacquis a différents instants de la
cinétique : 22 minutes (trait gris), 71 minutesa{tmoir entier), et 363 minutes (fin de la
cinétique) (trait noir en pointillés) apres le démfu mélange tampon/Apo A-1 dans la cuve.
En insert :les mesures de I'angle ellipsométrique (trait h@r de la pression de surface
(trait gris) au cours du temps. Les instants otn lBacquis les spectres sont indiqués par les

traits verticaux.

3.2 Etudes de I'Apo A-l a I'interface liquide/lpides

Nous avons ensuite réalisé des mesures PM-IRRA8esucouches mixtes Apo A-l /
DPPC et Apo A-I/IDPPG dont la pression initiale ekt 20 mN/m. Les difficultés
expérimentaléset la disponibilité du matériel, n'ont pas permdisbtenir des spectres dans
les conditions d’équilibre de la couche. Ainsi, a@avons choisi de présenter pour chaque
lipide, un spectre acquis deux heures aprés liilgecde la protéine sous la couche de
phospholipides. La figure 12 présente ces spectitegnalisés par ceux de linterface
liquide/DPPC ou liquide/DPPG, qui furent acquigé¢usvant I'injection de la protéine.

Le spectre de la couche mixte Apo A-I/DPPC montrenaximum en intensité dans

la bande de I'amide | pour une fréquence de 1660i& Par contre le signal est trop bruité

! Notamment liées & I'apparition de glace produitelp réchauffement du détecteur qui a rendu leasig
ininterprétable sur un certain nombre de spectres.
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pour mettre en évidence la position du maximum dansande associée a I'amide Il. La
fréquence associée au maximum d’intensité dansamad de I'amide | est caractéristique
d’'une conformation en hélicesde la protéine. Comme nous pouvons majorer I'sitérdu
signal sur la zone correspondant a I'amide Il,dpport d’intensité RI/RIl peut ainsi étre
estimé approximativement a 3, ce qui correspond angle moyen entre les hélicest la
normale a l'interface de 60°. Cet angle est égaivah I'angle obtenu a la fin de la cinétique

de I'Apo A-l a I'interface liquide/air.
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Figure 12 - Spectres PM-IRRAS des couches mixtesAA/DPPC (gris fonceé) et Apo A-I /
DPPG (noir), normalisés respectivement par le smede I'interface liquide/DPPC et
liquide/DPPG. Ces spectres ont été acquis deuxdseajpres l'injection de la protéine. Pour
comparaison, nous montrons le spectre de la pretaitiinterface liquide/air (363 min. apres
début de la cinétique). En insert : mesure der&sgion de surface au cours du temps,
lorsque la protéine est injectée sous DPPC (traipeintillés) et sous DPPG (trait plein).

L’instant ou I'on a acquis le spectre est indique pn trait vertical.
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Ainsi, les résultats sur DPPC montrent que I’Apd @onserve une structure en hélices
a a l'intérieur des objets visibles sur les imagédvAet que l'orientation des hélices n’est pas
conditionnée uniqguement par lorientation de [I'nfdee hydrophile/hydrophobe mais
egalement par les interactions protéine - protéinprotéine - lipides existant dans la couche.

Le spectre de la couche mixte Apo A-/DPPG montrecteux vers 1669.1 ¢t Ce
creux pourrait correspondre a un changement d'sgaisoptique de la couche, provoqué par
le redressement des hélices qui deviendraient dmgintage perpendiculaires a l'interface
liquide/DPPG. La présence d’un maximum d'intensiéés 1440.1 ci a été observée, mais

n'a pas pour l'instant d’explication.

Discussion/Conclusion du chapitre 3

Des travaux antérieurs sur cuve de Langmuir meaéshpah et Philips ont montré
gue I'Apo A-l s’insére entre les phospholipideststiue ceux-ci sont étalés a l'interface
liquide/air et dans le cas ou la téte polaire @gitHosphatidylcholine (5). Cependant, aucune
information n’indique quelle est I'organisationdedle de la protéine dans la couche. Nos
mesures par ellipsométrie et tensiométrie confitnggre la protéine insére une partie de ses
résidus entre les phospholipides présents a lacde la cuve, qu’ils soient zwitterioniques
ou anioniques. De plus, par l'intermédiaire de laroscopie AFM, nous montrons que les
molécules d’Apo A-I créent dans la couche de lipides objets de taille nanométrique.

Cette étude est a notre connaissance la premigde étalisée par microscopie AFM
sur des monocouches mixtes Apo A-l/phospholipidésus avons étudié l'influence de la
phase et de la charge du lipide sur la forme dgstolréés dans la couche. Notre travail
montre que la géométrie de ces particules est pBuencée par ces parametres. Les
variations géométriqgues entre les particules irsedans DPPC, DOPC et DPPG restent
faibles, avec ou sans correction de la différeriépaisseur entre les couches de lipides. Les
mesures par spectroscopie PM-IRRAS montrent quprdéine adopte une structure en
hélicesa a lintérieur de ces objets, sur une couche de @AWos résultats sont ainsi en
accord avec ceux d’autres auteurs (6) et la streictacondaire de I'Apo A-l au sein de ces
objets est proche de celle adoptée par la protiine son contexte biologique (7).

Les mesures PM-IRRAS suggerent un redressemetmétiess perpendiculairement a

l'interface lorsque la protéine est insérée dan$GPCette observation est a relier a nos
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données ellipsométriques. La difference d’insertiam lipide a I'autre, mise en évidence par
AFM, ne peut pas expliquer la forte différence densariation de I'angle ellipsométrique
entre DPPG et les deux autres lipides. En effetyiesures ellipsométriques entre DPPC et
DOPC sont proches, malgré une forte difféerence,unéespar AFM, dans la quantité de
protéines insérée dans les couches de ces dewedipCe comportement suggere une
organisation différente de la protéine dans la heute DPPG par rapport a DPPC et DOPC,
ce qui est en accord avec les mesures PM-IRRASsI Aées résultats montrent d’une part,
gue l'organisation de la protéine n’est pas la méiae lipide a I'autre, dans la mesure ou les
hélicesa semblent étre plus proches de la normale a lfaterdans le DPPG que dans les
deux autres lipides, d’autre part, que ce changenierganisation affecte peu la forme des
objets créés par la protéine (quand nous les obiss@vec la résolution de nos images AFM).

L’analyse effectuée sur la géométrie des objetsillig®s sur les couches de lipides,
donne des informations sur la formation de ces tebjBlous avons ainsi comparé la
distribution expérimentale de la surface (la sejtides particules créées par la protéine a la
distribution obtenue selon un modele classigue td-assemblage (3), avec une étape de
nucléation dans la couche de phospholipides puesétepe de croissance de la particule. Un
bon accord est observé entre le modéle théorigliexgerience pour les deux lipides testés,
DOPC et DPPG. Ceci montre que la valeur dadste constante quand la surface n des
particules augmente. Ainsi, nous constatons guékiste pas de taille particuliere pour
laquelle les objets formés ont une stabilité pltende que pour les autres. La constante de
réaction k de la croissance des particules est la méme msuidéux lipides, elle vaut
1.8 10 ML, Les interactions hélice - hélice ne sont donmatlifiées par le changement de
lipide, ni par une éventuelle réorientation desceél La mesure de la valeur degar une
meéthode classique (3) permettrait une nouvelleatibn de ce modéle d’auto-assemblage.

La mesure de cette constante de liaison a ététede@ar Spuhler et co-auteurs sur
des peptides mimant les hélices de I'Apo A-l, asles valeurs de 1.8 1M™ (peptide 18R) et
8 10° M (peptide 18A) (3). Cette constante est clairenpéu forte dans nos résultats avec
I’Apo A-1. Ceci laisse supposer que la protéinesstzie en utilisant plusieurs hélices.

Nous avons également étudié I'affinité de 'Apo fdur la couche de phospholipides
en fonction de la phase et de la charge du ligidsi, les mesures de I'angle ellipsométrique,
de la pression de surface et de la surface ocqugnéles particules protéigues dans la couche
de lipides sur les images AFM mettent en évidemeeinsertion et une interaction plus forte
pour le lipide anionique (DPPG) que pour les deuixes lipides zwitterioniques (DPPC et

DOPC). Elles mettent également en évidence unetimiseplus forte de la protéine dans la

121



Chapitre 3 - Influence de la charge et de la phasies phospholipides
sur l'interaction Apo A-l/phospholipides

phase LE des lipides zwitterioniques que danspease LC. Pour finir, ces mesures révelent
gue linfluence de la charge du lipide sur sonratéon avec la protéine est clairement plus
forte que celle de sa phase. Les influences dédaeet de la charge du lipide furent déja
mises en évidence par d’autres auteurs (5, 8)tsatsfois quantifier la différence qui existe
dans leur ampleur.

Les résultats que nous venons d’énoncer montnertham accord entre les études
statistigues sur l'organisation de la protéine ddmscouche de lipides réalisées par
microscopie AFM et les études menées a l'échellerosaopique par ellipsométrie et
tensiométrie. Cependant, nous constatons que tegds ellipsométriques et tensiométriques
de DOPC et DPPC sont trés proches alors que legesn@FM révélent une forte différence
entre ces lipides au niveau de la quantité de imegénsérée, notamment pour des couches
dont la pression initiale est de 15 mN/m. Ainsiplas ou moins grande quantité de protéines
insérée dans la couche de lipides influe peu supréssion de surface et sur l'angle
ellipsométrique, qui sont des parametres tres lsiessa I'organisation de la couche. Cette
observation indique que lors de I'insertion de I6Ap-1 dans une couche de phospholipides a
téte polaire phosphatidylcholine, 'énergie impkgu dans le changement conformationnel de
la protéine et dans ses interactions avec leselgpabt faible. Or, Derksen et co-auteurs ont
suggéré que linsertion de I'Apo A-l dans une caucle DPPC en phase LE favoriserait la
déshydratation de la couche de lipide et entraiina@iasi un gain d’entropie pour les
molécules d’eau (9). Ainsi, en comparaison dediattion électrostatique entre I'’Apo A-l et
DPPG, linteraction de la protéine avec une coudee lipides zwitterioniques semble
effectivement faible. Nous en concluons que leda#é la quantité de protéines insérée dans la
phase LE soit plus grande que dans la phase L@Gpildss zwitterioniques pourrait étre du a
la plus forte hydratation de cette phase.

Nous avons annonceé que les différences d’affiqutas la phase et la charge du lipide
étaient visibles sur I'organisation microscopiquela protéine, dans la mesure ou la surface
totale occupée par les particules protéiques dansuche de lipides dépend de ces affinités.
Or, nous pouvons ajouter qu’en présence de coexsstde phases dans DPPC, la différence
d’affinité semble conservée. En effet, la densi& particules créées par les protéines a
l'intérieur des domaines LE est 40 fois plus fajtee dans la phase LC. Cependant, seule une
étude statistique sur la répartition spatiale de particules peut nous indiquer si la
distribution des phases est seule responsableuddlikgribution apparemment non aléatoire
dans DPPC.

122



Chapitre 3 - Influence de la charge et de la phasies phospholipides
sur l'interaction Apo A-l/phospholipides

Bibliographie du chapitre 3

1. Bottier, C., J. Géan, B. Desbat, A. RenaultMarion, and V. Vié. 2008. Structure and Orientatmfin
Puroindolines into Wheat Galactolipid Monolayersngmuir 24:10901-10909.

2. Trudel, E., S. Beaufils, A. Renault, R. Bretamj C. Salesse. 2006. Binding of RPE65 Fragments to
Lipid Monolayers and Identification of Its Partneloy Glutathione S-Transferase Pull-Down Assays.
Biochemistry 45:3337-3347.

3. Spuhler, P., G. M. Anantharamaiah, J. P. Segrastl J. Seelig. 1994. Binding of apolipoprotein A-
model peptides to lipid bilayers. Measurement ofdlyig isotherms and peptide-lipid headgroup
interactions. J. Biol. Chem. 269:23904-23910.

4, Bolanos-Garcia, V. M., A. Renault, and S. Béaufi008. Surface Rheology and Adsorption Kinetics
Reveal the Relative Amphiphilicity, Interfacial iity, and Stability of Human Exchangeable
Apolipoproteins. Biophys J. 94:1735-1745.

5. Ibdah, J. A., and M. C. Phillips. 1988. Effeafd ipid Composition and Packing on the Adsorptidn
Apolipoprotein A-l to Lipid Monolayers. Biochemis®27:7155-7162.

6. Castano, S. 1998. Etude physico-chimique deidesptamphipathiques en interaction avec des
membranes biologiques et modeles. Une approchespectroscopies de fluorescence, PM-IRRAS et
par dynamique moléculaire. Thése de doctorat deiVersité Bodeaux I.

7. Franck, P. G., and Y. L. Marcel. 2000. Apolipatein Al : Structure-Fonction Relationship. 41:853
872.
8. Lecompte, M. F., A. C. Bras, N. Dousset, |. 89rR. Salvayre, and M. Ayrault-Jarrier. 1998. Bimd

Steps of Apolipoprotein A-1 with Phospholipid Manydrs: Adsorption and Penetration. Biochemistry
37:16165-16171.

9. Derksen, A., D. Gantz, and D. M. Small. 1996Ilofdmetry of apolipoprotein-Al binding to
phosphatidylcholine-triolein-cholesterol emulsioBsophys. J. 70:330-338.

123



Chapitre 3 - Influence de la charge et de la phasies phospholipides
sur l'interaction Apo A-l/phospholipides

124



Chapitre 4 - Distribution spatiale des particule=es par I’Apo A-l dans la couche de lipides

CHAPITRE 4

Distribution spatiale des particules creées

par 'Apo A-I dans la couche de lipides

L'objectif de ce travail est de comprendre les nmémaes responsables de la
répartition spatiale des objets créés par ’Apo At les trois couches de lipides. Quelle est
'influence de la distribution des phases dansipedke zwitterionique DPPC et dans le lipide
anionique DPPG? Existe-t-il des interactions enge objets formés par la protéine? Pour
répondre a ces questions, nous avons utilisé plusieutils statistiques : la fonction de
corrélation g(r) qui représente la variation locate la densité des particules par rapport a
leur densité moyenne sur I'image, la fonction Dfg)i sonde les distances entre premiers
voisins et la fonction V(r) qui fournit une infortien sur la taille occupée par les vides.

|. Analyse statistique de la distribution spatialedes

particules protéiques

1.1 Les fonctions de distribution

Apres avoir caractérisé la forme des objets preduatr la protéine dans la couche de
lipides, nous nous sommes intéressés a leur dittibspatiale. Au paragraphe précédent,
nous avons vu qu'il est possible d’extraire lesrdoanées X et Y du centre de chaque objet
présent sur I'image. Nous allons maintenant cargetéla distribution des centres de ces

objets en utilisant trois parametres (1, 2) :

125



Chapitre 4 - Distribution spatiale des particule=es par I’Apo A-l dans la couche de lipides

1°) La fonction de corrélation de paire g(r), gst ecliée g et a P(r) par 'équation

suivante (1) :

P(r) = g(r)p?dAdA (éq. 1)

p étant la densité moyenne d’objets par unité diasearet P(r) étant la probabilité de trouver
une distance r entre les centres de deux disquieligi de surface dAet dA, qui seraient
tous les deux occupés par I'un de ces objets. Algside statistique avec g(r) nous donne, a
une distance r d’une particule, la variation dddasité locale des particules par rapport a leur
densité moyenne.

2°) La fonction D(r) qui décrit la probabilitéabtenir la distance r entre un objet sur
'image et I'objet voisin le plus proche.

3°) La fonction V(r) qui décrit la probabilité d'tdnir la distance r entre un point
distribué au hasard sur I'image et I'objet créé lgaprotéine le plus proche de lui. Cette
fonction permet d’estimer la largeur des zonesesuplarticules formées par la protéine sont
absentes.

Si nous représentons les objets formés par la ipeotgar des points distribués
aléatoirement sur I'image (distribution de Poissda)fonction de corrélation est égale a 1
pour toute valeur de r. Dans ce cas la, la fréquefpparition d’'une distance r entre un point
distribué aléatoirement sur I'image et le premibjeb situé a sa proximité (estimation de
V(r)) est la méme gu’entre deux objets plus prochessins (estimation de D(r)). Les
fonctions D(r) et V(r) sont donc identiques (1 g2)éfinis selon I'équation suivante :

Do(r) = Vo(r) = 1-exptror?) (éq. 2)

Par contre, dans le cas d'une distribution nontaiésn g(r) sera supérieure ou
inférieure a 1, pour certaines valeurs de r, etdestions D(r) et V(r) seront différentes.

Dans le cas d’une distribution regroupée d’'objlets,distances entre premiers voisins
sont plus courtes, donc D(r) est plus forte posrfébles valeurs de r que dans le cas d'une
distribution aléatoire. Par contre, les espacessvigbnt plus larges, V(r) est alors plus faible
pour les faibles valeurs de r (2, 3). Dans le casel distribution réguliere d’objets, les
distances entre les premiers voisins correspondenine valeur caractéristique et les

fluctuations autour de ces valeurs sont faiblassiaD(r) augmente moins rapidement avec r
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gue dans le cas d’une distribution aléatoire etmemles espaces vides de grande taille sont

moins fréquents, V(r) augmente plus rapidement ay2c3).

1.2 Les méthodes d’estimation

L’expérimentation ne nous permet pas d’avoir aatiesctement aux valeurs de ces
fonctions de distribution, puisque ceci nécessitata prendre en compte une distribution
d’objets sur un plan infini. Les fonctions de distition sont donc estimées sur les images
AFM des prélevements de couches mixtes Apo A-l/phobpides, qui ne sont que des
échantillons de la distribution réelle des objetisd#&s. Ainsi, nous obtenons une valeur
expérimentale*, qui correspond a la densité moyenne de particpbe unité de surface sur
image AFM prise en compte, au lieu de la dengitéecrite précédemment. Le calcul de ces
fonctions de distribution est réalisé grace a degmammes en Fortran congus par Gérard
Le Caér (Institut de Physique de Rennes — « Eqaipaulaire — Mousse »).

Ainsi, la fonction de corrélation est obtenue a@idé de I'estimateurs(y), appelé

estimateur de Fiksel (4-9) et défini par I'équatsuivante :

fa( )Zj—i —rj

R (€q. 3)
X; = X% A{Wﬂ nWﬂj

Dans cette équatioWV. correspond a une fenétre carrée d’'une largewigq celle
X;

gs(r)=
P X 2

Y
7

de l'image AFM, et dont le centrei est la position de la particule i, ai%’wﬂ nWﬂj

correspond a l'aire prise par l'intersection de »déenétres I'une centrée sur la particule
numeéro i et l'autre centrée sur la particule numgrhka sommation dans I'’équation 3
s’effectue sur les centres de lI'ensemble des pdetcvisibles sur I'image seuillée. La

fonction f;, appelée noyau d’Epanechnikov (4-6), est défimiel’@quation suivante :

3 r2 r2
fs(r) =—==41 +‘ (éa. 4)

8/55 | 532 | 507
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La valeur du paramétre de bande passaatété estiméex 0-0%.

La fonction de distribution D(r) est obtenue a pattun estimateur Er), décrit par

Hanisch (10). Cet estimateur est défini par lesti@hs suivantes :

_ o Jway () Loy ()
>0 =27 W)

:D*_(r) O<r<R
D.(R)

(é9.5)
D, (r)

Ici, i détermine toujours la position de la particulet ideest la distance entre la
particule i et sa plus proche voisine. La fonctigp,(d;) renvoie la valeur 1 sijdest

inférieure a r et 0 sinon. Cependant, I'image AFMtant qu’'un échantillon du film
interfacial étudié, il est possible qu'au dela desds de l'image, il existe une particule
éloignée de la particule i d’'une distange tetlle que @ soit inférieure a d Pour éliminer cet
effet qui induirait une erreur sur la statistigneus ne tiendrons compte de la particule i, que
si celle-ci se situe a une distance supérieuregaleé ddu bord de I'image (voir figure 1).
Sur I'image AFM, de largeur a, cette particule @deamsi se situer dans une fenétre \Wde

largeur a-2det de surface A(W() = (a-2d)2. Nous exprimons cette condition par la fonction

1w, (%) quirenvoie la valeur 1 si la particule i est piosinée dans cette fenétre et 0 sinon.

! Des études antérieures ont été menées sur lidiiin des centres de gravité des cellules, pdférents
types de structures cellulaires planaires et pesrpiocessus simulés tels qu’une distribution desBo ou une

distribution aléatoire de disques (interactionsigties possibles).
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Figure 1- Principe de I'estimation de D(r), pounague valeur de r on compte le nombre
d’objets qui répondent aux deux conditions : 19iaun objet premier voisin situé a une

distance inférieure a r, 2°) étre situé dans laéfiea délimitée par les bordures hachurées.

Un estimateur fut proposé par Ripley pour évalaefonction de distribution V(r)
(11). Le principe consiste a diviser I'image en mwmbre g de cellules identiques et a
positionner un point aléatoirement dans chacun#ed.ePour chaque point, on calcule la
distance dentre lui et la particule la plus proche, ains dmudistancesrentre lui et le bord de

I'image le plus proche. V(r) est finalement estignéce a la relation suivante :

N(d,<r<r,) ,
N(r<r,) (éq. 6)

V(r) =

ou N(d,<sr<r,) et N(r<r,) correspondent aux nombres de points satisfaisant
respectivement les conditior <r <r_ et r <r,. La conditionr <r, permet comme dans le

cas de I'estimation de D(r) de s’affranchir degesfide bord.
L'ensemble de ces estimateurs ont été validés ssrrsinulations de processus de
Poisson (distribution de points) ou de disques.durs
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Il. Distribution des particules formées par I'Apo A-I

sur la couche mixte Apo A-I/DOPC

Pour commencer notre étude, nous avons analysstiddtion spatiale des particules
situées sur un prélevement de couche mixte AptO®PC, dont la pression initiale est de
15 mN/m. Dans ce cas la, seule une interactiorede$ particules protéiques peut faire en
sorte que leur répartition ne soit pas aléatouesque ce lipide ne possede qu’une seule phase
(phase LE).

En estimant les fonctions D(r), V(r) et g(r) déesi précédemment, nous avons
compare trois distributions, pour chaque image Adtitliée :

1°) La distribution expérimentale des particules Bumage AFM. Celle-ci a été

réalisée a partir de la position des particulesl'smage seuillée a une hauteur de 0.2 nm
(NDG 130) au dessus du lipfdd_es fonctions de distribution obtenues se nommeg(Mexp,
D(Nexp €t V(e

2°) Une distribution simulée de poine surface nulle, sur une image de la taille de

'image AFM. Cette distribution suit une loi de Bson (distribution aléatoire) et la densité de
points utilisée comme paramétre de la simulatiomespond a la densité de particules sur

image AFM. Les fonctions de distribution obtensesnomment : g() D(r)e et V(r)e

3°) Une distribution simulée de disques « durgle>surface non nulle, sur une image
de la taille de I'image AFM. Ces disques subissara distribution aléatoire et ne peuvent en
aucun cas s'interpénétrer (d’ou I'appellation desgj« durs »). Cette situation peut conduire,
si le nombre de disques le permet, a l'apparitiintetactions stériques. La densité de
disques sur lI'image correspond a la densité dacpls sur I'image expérimentale. Les
fonctions de distribution obtenues se nomment)gl(ry et V(ry.

Les distributions simulées sont créées a partin ggtcogramme en Fortran avec un
algorithme de type Monte Carlo, concu par Gérar€hér (Institut de Physique de Rennes —
« Equipe Granulaire — Mousse »). Les surfaces deguels distribués sur I'image sont

générées avec une distribution aléatoire de leamelire. La loi statistique utilisée a été

2 Nous avons utilisé pour cette étude des imagds fipide est le plus homogéne possible (peu dfacté créés
par la pointe de 'AFM ou par les traitements pasquisition...). Ceci, afin que nos mesures sur s&ribution
des particules protéiques ne soient pas affect@elep hétérogénéités du lipide. Par la méme ameasi peut

abaisser le NDG seuil a 130, au lieu de 140 pauétedes précédentes.
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obtenue par un ajustement numéritjge la distribution expérimentale du diamétre des
particules, réalisé sur 6 images AFM (voir annexet4&exposeé sur la figure 2.

Pour lI'image présentée sur la figure 3, nous nomstrsur la figure 4 les résultats
concernant la distribution expérimentale et lesrithistions simulées de points et de disques.
L’étude statistique a ainsi été realisée sur lel)Idbjets sélectionnés sur cette image et des

tests de reproductibilité ont été réalisés sustanitres images AFM.

Nous constatons que les fonctions de corrélatior), g{gure 4-C, des trois
distributions sont tres semblables, ce qui mon#esence d’interactions a longues distances
entre les objets formés par 'Apo A-I.

Pour D(r), figure 4-A, il existe également un boccad entre les trois calculs.
Cependant, nous constatons que les distributionsod#s et de disques sont plus proches
entre elles que de la distribution expérimentaleiteC différence est produite par des
interactions de courtes distances, qui semblertefmis plus longues que les interactions
stériques. Nous supposons que ces interactiongpsmviiquées par une sous-estimation de la
surface des objets. Quand nous seuillons cetteaymams réalisons une section des objets a
une hauteur de 0.2 nm au dessus du lipide. A bettigeur, la section de la particule a une
surface plus faible gu’'a sa base. Nous constatgale®ent que sur la simulation des disques
et sur la distribution expérimentale, il n’existacan premier voisin pour une distance
inférieure a 2 pixels, contrairement a la distridmitde points. Ceci est lié a la résolution des
images AFM. En effet, quand deux pixels se toucmenis considérons qu’ils forment un
objet unique, il n'est donc pas possible de voi distance séparant le centre de deux objets
qui soit inférieure a 2 pixels. Cet effet affecte dalcul de D(r) pour la répartition des
particules sur I'image AFM et aussi pour la répani des disques, car leurs surfaces sont
créées a partir d'une loi de distribution empirigotenue sur les images AFM.

Nous obtenons également un bon accord entre lesdistributions dans le cas de
V(r), figure 4-B. Nous constatons que la distribatiexpérimentale passe au dessus de la
distribution de disques durs. Cet effet est en @mcawec le comportement observé sur D(r) et
indique une légere tendance a 'organisation dliafluence des interactions stériques. Nous
attribuons une nouvelle fois la différence entreniedele des disques durs et la distribution

expérimentale a une sous estimation de la surfasepdrticules protéiques. Ceci montre

% ’analyse de la distribution spatiale ayant étfisée avant I'étude du modéle d’auto-assemblagjestement

est réalisé a partir d'un modeéle numérique pro@serdesures, mais qui n’est pas celui exposé au 8hag. 6.
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'absence d’interactions a longues distances eistence d’'interactions stériques entre ces
particules.

Nous montrons ici que les objets créés par la pratéee sont distribués dans la
couche de DOPC de maniere aléatoird.es seules interactions existant entre eux sernblen
étre des interactions stériques, puisque I'hypethds I'existence d'interactions a longue

portée est maintenant éliminée.

0.2

Py, = 0.3424%exp(-0.79896*Diameter )
°© R=0.90563

015

01 -

005

0 1 2 3 4 5 6 7
Diameter {pixel)

Figure 2 - Histogramme de la probabilité P(D) d’ehtr un objet de diamétre D sur
les images AFM de couches mixtes Apo A-I/DOPC, anegression initiale de 15 mN/m.
Cet histogramme a été réalisé sur 6 images AFMJ2@8ticules). La loi de distribution
pour la simulation des disques a été obtenue gédtaustement numérique de la
distribution expérimentale ¢D.

Figure 3 - A gauche, une image AFM (8*8 um2) déigrement de la couche midtpo A-|

/ DOPC (pression initiale : 15 mN/m) sur laquelle a étteefuée I'analyse de la distribution

spatiale présentée sur la figure 4. A droite, lsuméme image, les objets sélectionnés sont
marqués en rouge.
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Figure 4 - Graphes de D(r), V(r)
et g(r) pour 'image AFM de la
couche mixte
Apo A-1 / DOPC (pression
initiale 15 mN/m) montrée sur la
figure 3. La simulation de points
est en trait fin, celle de disques en
trait épais et la distribution

expérimentale en pointillé.
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lll. Distribution des particules formees par I'Apo A-I

sur la couche mixte Apo A-I/DPPC

L’'analyse de la distribution spatiale des patésyrotéiques est maintenant réalisée
sur une couche mixte Apo A-I/DPPC, en présencadméxistence des phases LE et LC (la
pression initiale est de 15 mN/m). Nous avons dempremier temps comparé la distribution
expérimentale a une distribution de disques dispakxatoirement sur 'image. Cette méthode
a éte utilisée pour confirmer une tendance norntatéadans la répartition des objets qui sont
créés par la protéine, du fait de I'influence dedaxistence des phases. Ensuite, nous avons
compare la distribution de ces objets a l'intérides domaines LE a une distribution aléatoire
de disques sur des zones représentant ces dom@iees.afin de savoir si les particules

protéiques sont distribuées aléatoirement dans patse, comme dans le cas de DOPC.

3.1 Etude de l'influence de la coexistence des pleas

Nous avons caractérisé la distribution expérimentis particules insérées dans la
couche de DPPC, en prenant en compte les partippdsentes dans les deux phases. Pour
limage présentée sur la figure 5, nous montromgasfigure 6 deux types de distribution :

1°) La distribution expérimentale des particules ISmage AFM. Les particules en

phase LC furent sélectionnées en seuillant 'imagee hauteur de 1.4 nm (NDG 140) au
dessus du lipide et les particules en phase LEfig@ectionnées en seuillant 'image a une
hauteur de -0.3 nm (NDG 125) au dessous des domai@elLes fonctions de distribution
obtenues se nomment : @) D(Nexp €t V(Nexp.

2°) Une distribution simulée et aléatoire de disquelurs »de surface non nulle, sur

une image de la taille de I'image AFM. La densit disques correspond a la densité de
particules sur l'image expérimentale en tenant demges deux phases et la fonction
statistique utilisée pour générer la taille degjaes est la méme que pour DOPC, puisque la
distribution de la surface des disques ne sulitnfiuence de la charge, ni celle de la phase
(voir chapitre 1 section 2.3). Les fonctions derdhsition obtenues se nomment : g(rp(r)y

et V(Ny.
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Cette distribution prend en compte 443 particukedes tests de reproductibilité ont
été réalisés sur quatre autres images AFM (uneepdéd ces images sont montrées en
annexe 4).

La figure 6 montre une différence nette entre latriiution expérimentale des
particules et la distribution aléatoire des disqd@ss le cas de D(r), V(r) et g(r). Dgycroit
plus vite avec r que D@) V(Nexp croit plus lentement avec r que (Bt pour finir g(r)xp est
largement supérieur a ggrpour des distances inférieures a 40 pixels. Getateces montrent
gue les particules sont plus proches de leurs gresiivoisines et que les vides sont plus
grands que dans le cas d'une distribution aléatd@eci prouve que contrairement a la
distribution des objets sur DOPC, cette répartition’est pas aléatoire, mais regroupée. Nous
en déduisons que la densité plus forte de partialdams les domaines LE que dans les zones
LC, qui fut montrée au chapitre 3 section 2.3.3ult® bien d’'une différence d’insertion en
fonction de la phase et ne peut pas s’expliqueupardistribution aléatoire des particules sur
'image. Cependant, nous avons considéré ici lgst®len phase LE sans rejeter ceux pouvant
étre des ilots de lipides en phase condensée dafsiassurer que I'effet de regroupement vu
sur la distribution expérimentale n’est pas liéagtésence de ces domaines lipidiques, les
calculs ont été refaits en ne considérant que bgstoau dessus de la hauteur de -0.35 nm
(voir chapitre 3 section 2.3.2). Ces résultats icorent I'influence de la coexistence des

phases et sont montrés dans I'annexe 6.

Figure 5 - A gauche : image AFM (8*8 um2) du pvéleent d’'une couche mixago A-I /
DPPC, pour une pression avant injection de 15 mN/mroMtel: sur la méme image, les
objets sélectionnés sont marqués en rouge danisadsepl C et en blanc dans la phase LE.
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3.2 Analyse de la distribution des particules a l'intéreur des

domaines LE

Nous venons de montrer que la coexistence des pmmasdifie la distribution des
particules protéiques sur une couche de DPPC, iceequaduit par une densité d’objets plus
forte dans les zones LE que dans les zones LC. Mmulsns maintenant savoir si ces objets
sont distribués a lintérieur des domaines LE denigra aléatoire, ou si il existe des
interactions entre eux, notamment dans le cas megl®upement provoqué par la coexistence
des phases augmenterait les interactions stérantes ces objets. Pour la méme image AFM
gue celle utilisée dans I'étude précédente (fighxenous montrons sur la figure 7 trois
distributions différentes :

1°) La distribution expérimentale des particuld$raerieur des zones LE de l'image

AFM. Les fonctions de distribution obtenues se nommg(rex, D(Nexp €t V(Nexp.

2°) La distribution simulée de points (selon unied® Poisson)de surface nulle, dans

des zones circulairéslont la position et la surface correspondent tesales zones LE de
l'image AFM. La densité de points dans ces zonesllgires correspond a la densité d’objets
dans la phase LE de l'image expérimentale. Lestiome de distribution obtenues se

nomment : g(H-.g, D(Np-Le et V(Np-Le.

3°) La distribution simulée et aléatoire de disquedurs » de surface non nulle, a

I'intérieur des zones circulaires représentandl@maines LE. La densité de disques dans ces
zones circulaires correspond aussi a la densitdjet® dans la phase LE de l'image
expérimentale. Les surfaces des disques sont teug@nérées selon la méme loi statistique.

Les fonctions de distribution obtenues se nommg(My..e, D(Ny-Le et V(Ny-Le.

Cette distribution prend en compte 296 particutedes tests de reproductibilité ont
éte réalisés sur quatre autres images AFM (uneepdd ces images sont montrées en

annexe 4).

* Lorsque les zones LE des images AFM de DPPC nepsentout & fait circulaires, nous reconstruisoes

zones par une succession de cercles cbte a cote.
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Figure 7 - Graphes de D(r) (A), V(r) (B)
" ' ' et g(r) (C) pour I'image AFM de la
couche mixté&po A-I/DPPC(pression
initiale de 15 mN/m) montrée sur la
figure 5. Les distributions des objets a
l'intérieur des domaines circulaires
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Nous constatons un tres bon accord entre les disisbutions. Premiérement, ceci
indigue, comme dans le cas de DOPC, qu'il n'existe d'interactions a longues portées entre
les particules créees par la protéine, puisque,g@gcroit a la méme vitesse que les deux
autres g(r). Deuxiemement, la proximité des trdig9 Bt des trois V(r) indique que l'influence
des interactions stériques sur I'organisation gp@tiles particules formées par I'’Apo A-l ne
s’est pas accentuée sous l'effet du regroupemantrgmport a DOPC. Nous constatons un
décalage entre D¢y, et les autres D(r), comme pour le cas de DOPC,eqtiipeut-étre
provoqué par la sous-estimation de la surface degso La différence observée sur DPPC ne
semble pas plus importante que celle qui est @¥ssbk DOPC, ce qui confirme la similarité
de la distribution des surfaces des objets dapbdae LE des deux lipides. Pour finir, nous
avons considéré ici 'ensemble des particules leesilprésentes dans la phase LE quelque
soit leur hauteur, et méme si celles-ci pouvai@mtespondre a des domaines lipidiques en
phase LC. L’absence d’interactions entre ces olneliguent que les particules protéiques ne
sont pas attirées par les domaines LC ni par leerface avec la phase LEeci est donc
une confirmation de l'affinité plus importante de la protéine pour la phase LE a I'échelle
micrométrique.

L’analyse de la distribution des particules ssrdemaines LC uniquement, ne nous a
pas paru intéressante dans la mesure ou le noridinjetd présents dans cette phase est faible

et ne permet pas une bonne analyse statistique.

IV. Distribution des particules formees par I'Apo A-l

sur la couche mixte Apo A-I/DPPG

La derniere partie de cette analyse statistiguecarmant la distribution spatiale des
particules formées par I'Apo A-l dans les couchedipides, porte sur la caractérisation de la
couche Apo A-I/DPPG, avec une pression avant igectlie 15mN/m. Apres un simple
examen a l'ceil, il semble que la différence d’aférde la protéine entre les deux phases, si
elle existe, est nettement moins forte que dansate de DPPC. La caractérisation de la
distribution des particules dans les deux phasés e@mparaison avec les répartitions vues
sur DOPC et DPPC, nous permettra par la suiteigiestavec plus de précision l'influence

de cette phase.
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Déterminer l'influence de la phase sur la présatesparticules protéiques est moins
évident sur une couche de DPPG que sur une couwehgP#C. Comme il a été expliqué
préecédemment les domaines LE sont souvent largdesprélevements observés et peuvent
parfois se confondre avec la phase LC. La cornectistématique des hauteurs produite par
le microscope AFM place les lipides de la phasealL&es hauteurs variables. Nous avons
donc adapté le seuillage en fonction de chaqueemdg maniére en prendre en compte le
maximum de particules dans les deux phases. Piowsige présentée sur la figure 8, nous
montrons sur la figure 9 deux types de distribution

1°) La distribution expérimentale des particules Bmage AFM. La position des

particules est déterminée a partir d’'un seuil ifiedatimage choisie. Pour 'image montrée ici
la hauteur du seuillage est de 0.6 nm au dessligidet (NDG 133 pour les deux phases). Les
fonctions de distribution obtenues se nomment):g(D(Nexp €t V(Nexp:

2°) Une distribution simulée et aléatoire de disquealurs »de surface non nulle, sur

une image de la taille de I'image AFM. La densit disques correspond a la densité de
particules sur I'image expérimentale en tenant demges deux phases et la fonction
statistique utilisée pour générer la taille degjulés est la méme que pour les deux autres
lipides. Les fonctions de distribution obtenuesiesmment : g(r), D(r)y et V(ru.

Cette distribution prend en compte 714 particukedes tests de reproductibilité ont

été réalisés sur trois autres images AFM (ces imaget montrées en annexe 4).

Figure 8 - A gauche, une image AFM (8*8 umz) déi@rement de la couche mixte
Apo A-1/DPPG (pression initiale de 15 mN/m) sur laquelle aéféctuée I'analyse de la
distribution spatiale présentée sur la figure 9dmite, sur la méme image, les objets
sélectionnés sont marqués en rouge.
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La proximité entre les g(r) des distributions expé@ntale et aléatoire montre
clairement I'absence d'interactions a longue distaentre les particules protéiques. La
proximité entre disques et particules pour les loesirde D(r) et V(r) montre également que
seules des interactions stériques peuvent avairdidre ces objets. Nous ne retrouvons pas
sur D(r), le décalage entre la simulation de disqetela distribution expérimentale observée
sur les autres lipides. Ceci peut-étre due awfastla quantité de particules sélectionnées sur
cette couche est plus faible que dans la phasedsEddux autres lipides. Nous constatons
ainsi, que la répartition des objets sur une coutth®PPG est trés proche de la répartition
vue sur la couche de DOPC et trés difféerente tle teuvée sur la couche de DPPC. Ceci
montre que l'influence de la coexistence des phaigele positionnement des objets créés par
la protéine dans une couche de DPPG est négligeabtgarativement a l'influence qu’elle
exerce dans le lipide zwitterionique DPPC.

Cependant la quantité de particules présentes @dtessphase a pu étre sous-estimée
(seuillage a une hauteur trop élevée) ou surestiprise en compte de domaines lipidiques),
puisque celle-ci dépend du seuillage utilisé. Ungssestimation serait en accord avec le fait
gue la quantité de particules sélectionnées sast falible pour DPPG que pour DOPC lorsque
la pression avant injection est de 15 mN/m, aloes lg surpression est plus forte. Cependant,
un examen a I'ceil de cette image nous montre gusais estimation pouvant expliquer une
différence significative n’est pas possible. S$t @lus difficile d’estimer le nombre de
particules qui pourraient étre impliqguées dans surestimation des objets insérés en phase
LE, cet effet ne peut avoir pour incidence que graanter la différence entre DPPC et DPPG
en ce qui concerne l'influence de la phase. Nousiorss a ce moment la une influence

opposée de la distribution des phases, avec uadiorsplus forte en phase LC, pour DPPG.
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Conclusion / Discussion du chapitre 4

Nous avons montré au chapitre précédent que laipeos’insérait dans les couches de
DPPC, DOPC et DPPG, en créant des objets de tatlemétrique visibles par microscopie
AFM. Au cours de ce chapitre, nous nous sommeseisgés a la répartition spatiale de ces
objets sur les couches de lipides. Cette distdbufiut caractérisée au moyen de trois
fonctions : la fonction de corrélation g(r) qui répente la variation locale de la densité des
particules par rapport a leur densité moyenne 'suagde, la fonction D(r) qui sonde les
distances entre premiers voisins et la fonction) Y4(n fournit une information sur la taille
occupée par les vides. Nous avons ensuite compdi@ distribution expérimentale a des
distributions aléatoires de disques durs et detpoin

Nos résultats montrent I'absence d’interactionsrglies distances entre ces particules
dans la couche de lipides et ceci pour les tro@spholipides utilisés. Nous observons ainsi
une répartition aléatoire des particules forméeslagrotéine sur la couche de DOPC. En
revanche, dans le cas d’'une couche de DPPC, latitiepades objets est tres différente de
celle obtenue par un positionnement aléatoire awoliche et montre un regroupement. La
forte différence dans la densité d’'objets entreHase LE et la phase LC, observée dans le
chapitre précédent, indique que c’est la distriyuties phases qui influence la répartition des
particules formées par la protéine. Quand nousyaoa$ cette répartition a l'intérieur des
zones LE, nous retrouvons un comportement aléaiadeguant que les particules protéiques
n'ont pas d’affinité particuliere pour les domaine€ de petites surfaces, ni pour leur
interface avec la phase LE. Ainsi, les particuledées par la protéine a lintérieur des
domaines LE de DPPC ont un comportement identigeedwa qui est visible sur une couche
de DOPC. Ceci met en évidence que la plus grani@téfde 'Apo A-lI pour la phase
expansée par rapport a la phase condensée exigterolors d’'une coexistence de phases,
impliqguant des domaines de tailles micrométriquésseb-micrométriques, et que le
comportement des particules produites par la pretést similaire quelque soit la taille du
domaine.

La distribution des objets dans DPPG est plus mrate celle observée dans DOPC
gue de celle observée dans DPPC. Ceci indiqueagpleis forte affinité de la protéine pour la
phase LE que pour la phase LC, observée dans DédP@egligeable ou méme inversée dans
DPPG. Nos résultats révelent la présence d'uneraictien électrostatique forte entre

I'Apo A-1 et DPPG qui domine I'influence entropiquesponsable de la difference d’affinité
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de la protéine entre les phases. Nous confirmars ks résultats du chapitre précédent, ou
nous pouvions constater que la différence entreptessions d’exclusiom. est plus forte
entre DPPG et DPPC, qu’entre DOPC et DPPC.

Ainsi, les résultats obtenus dans ce chapitre ethapitre précédent nous permettent
de faire deux constations :

Premiere constatation au chapitre précédent nous avions montré une $origarité
dans la distribution des surfaces des particuleggues d'un lipide a l'autre. Ainsi, si les
particules protéiques occupent une surface totale importante dans un lipide que dans un
autre, ceci est seulement lié a un nombre de petiglus important dans ce lipide (et non a
une différence dans la coopérativité des protéindsus en déduisons que l'affinité de
'Apo A-lI pour la phase ou la charge d'un lipidet efirectement reliée au nombre de
particules qui sont présentes sur la couche. Ds, pds$ résultats exposés dans ce chapitre
montrent que ces différences d’affinité existemjaars sur des zones de taille micrométrique.
Toujours au chapitre précédent, nous avions vu wdéehe d’auto-association en deux
étapes ou dans un premier temps, une protéineegammans la couche de lipides pour former
un noyau.L’'affinité de 'Apo A-l pour une zone lipidique est donc directement révélée
par la quantité de noyaux qui se sont formés sur tie zone.

Deuxieme constatationNous venons de montrer au cours de ce chapitrecgse
particules ne créent pas entre elles d'interactatiactives ou répulsives susceptibles de
favoriser ou défavoriser la formation d’autres jgates autour d’ellesAinsi, l'insertion
d’'une protéine dans la couche de lipides pour formreun noyau est completement
indépendante de la présence de particules autourdlle.

Nous en concluons que les différences d’affinitéeetes phases et les charges du
lipide, observées a I'échelle macroscopique pdpsainétrie, tensiométrie et a I'échelle
microscopique grace au microscope AFM existentetgant a I'échelle du noyau, donc de la
molécule unigue. Nous en concluons également quéluBnce de la charge domine

I'influence de la phase a cette échelle.
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Chapitre 5 — Comparaison des propriétés interfacias de I'’Apo A-I
a celles d’autres protéines.

CHAPITRE 5

Comparaison des propriétés interfaciales

de I'Apo A-I a celles d’autres protéines

|. Comparaison de I'Apo A-l a des fragments de la

dystrophine

L’objectif de cette étude réside en deux pointgniérement nous avons testé les
outils d’analyse statistique, développés pour tétule 'Apo A-l, sur des fragments d’'une
protéine a motifs répétés nommée dystrophine. Cagmients possédent des propriétés
interfaciales particulieres. Nous avons de cetgrfavoulu savoir si la nature de certains
comportement (comme l'insertion des protéines taosuche lipidique ou leurs interactions
en sous-phase avec les tétes polaires) pouvaiait awe incidence sur la forme des
particules protéiques visibles a 'AFM. Nous monBaainsi que I'analyse statistique de la
forme des particules créées sur la couche de fipide les protéines peut, en paralléle de la
mesure de la surface d’occupation, indiquer sineactions entre les protéines et les lipides
sont électrostatiques ou plutét liees a I'amphightél de la protéine. Deuxiemement, nous
avons comparé les formes des particules présamtésssnouvelles couches protéines/lipides,
aux formes de celles qui sont présentes sur leshesuApo A-l/lipides, afin de caractériser
l'interaction de I'Apo A-I avec les lipides en famn du modele d’interaction obtenu par

I'étude des fragments de la dystrophine.
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1.1. Présentation de la dystrophine et de ses fragmis : R20-24,
R1-3 et R2

La dystrophine est une protéine filamenteuse dedgraaille (3685 résidus) qui se
trouve dans les cellules nerveuses et musculaites|le est localisée sur la face interne de la
membrane cellulaire. La dystrophine fait partierdlarge complexe de glycoprotéines, qui
permet de stabiliser la membrane cellulaire lorsstless répétitifs liés a des contractions
musculaires. Cette protéine constitue un filameméragissant a la fois avec I'actine du
cytosquelette et la membrane plasmique. Son absehme a une mutation génétique,
provoque la rupture de la membrane cellulaire, ge apnduit a un processus physio-
pathologiqgue majeur des dystrophies musculairedafmment dans la myopathie de
Duchenne) (2).

La structure de la dystrophine est globalementt@oBe de quatre domaines délimités
de la maniere suivante, lorsque I'on se déplacdadeartie N-terminal vers la partie C-

terminal (1) (voir figure 1) :
- la partie N-terminal, qui interagit avec les filamed’actine.
- un large domaine situé au centre de la protéinemmé « Rod-Domain ».

- deux domaines qui interagissent avec le compléy@opgrotéique, donc avec la
membrane cellulaire : le domaine CR (riche en aysjésitué prés de la partie C-

terminal et la partie C-terminal, elle-méme.

Le domaine central de la protéine est constituddespétitions homologues d’environ
110 résidus chacune, qui sont structurées en li@isesa dans un arrangement compact et
antiparallele (« coiled-coil »), qui ressemble antifirde la spectrine. Nous pouvons diviser ce
« Rod domain » en trois sous-domaines, séparédgsazones flexibles (« hinges ») qui sont
(2, 3) :le sous-domaine R1-3constitué de 3 répétitions, qui comme son nondigue vont
de la premiére a la troisiemdg sous-domaine R4-19constitués de 16 répétitions) let

sous-domaine R20-24constitués de 5 répétitions) (1) (voir figure 1).
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N-term Répétitions typiques de la spectrine C-term

A

zone flexible

Domaine d’interactions

Domaine Domaine avec la membrane
d’interactions d’interactions {complexe
avec PPactine avec Pactine glycoprotéique)
C1 (.’i;éf. 11213 ” 41516789 [10{11|12]13]14]15)16
N-term C-term

Figure 1 — Séquence de la dystrophine : le « Roth&lin » est composé de 24 répétitions
d’'un motif analogue a celui de la spectrine. SQufijure A, nous voyons en pointillé la
délimitation des sous-domaines, ceux-ci sont sépaaié des zones flexibles (« hinges »). Les
répétitions du motif sont soulignées en bleu, etdpétition R2 est indiquée en caractéres
gras, au milieu du sous-domaine R1-3. Sur la fidgairées sites d'interactions avec I'actine et
avec le feuillet interne de la membrane sont @i

Les fonctions du domaine central restent encore coainhues, méme si un site
d'interactions avec l'actine a déja été identifiécantre de celui-ci (4). Cependant des études
in vitro, réalisées par la mesure de la fluoreseahc tryptophane, ont mis en évidence que
certaines parties spécifiques localisées sur ceath@mrpouvaient interagir directement avec
les lipides zwitterioniques et/ou anioniques (5-A)nsi, ces études ont montré que la
deuxieme répétition présente sur ce domaine, R8 @2des aminés), interagit avec les
lipides. Elles ont également montré l'interactiome@les lipides lorsque I'ensemble du sous-

domaine R1-3, auquel appartient R2, est considdwéas rappelons que ce sous-domaine est
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situé a proximité de I'extrémité N-terminal, quleglse lie a I'actine. Ces travaux ont aussi
révélé que le sous-domaine R20-24 crée peu d'attena avec les lipides, alors qu'il est situé
a proximité de la partie C-terminal qui elle ingitaavec la membrane cellulaire (8). Les
études évoquées mirent également en évidence iGatipn d'interactions électrostatiques
entre protéines et lipides ainsi que l'implicatde 'amphiphilicité des protéines, lorsque les
protéines s'accrochent a la couche lipidique. @&sactions n'ont pas encore été démontrées
dans I'environnement cellulaire, mais pourraientstiluer un point clé de la résistance des
cellules musculaires au stress provoqué par ldesyle « contraction - relaxation » exercés

sur les membranes cellulaires.

D’autres travaux menés par Véronique Vié et Eligadee Rumeur ont eu pour
objectif d’étudier l'interaction de R2, R1-3 et R28 (que nous qualifierons par la suite de
protéines ou de fragments de la dystrophine) aagplhospholipides par des expériences sur
cuve de Langmuir (9). Dans ce cas la, les fragmemtsc Rod Domain » interagissent avec
une monocouche de phospholipides déposée a laceerfiquide/air, cette monocouche
modélisant le feuillet interne de la membrane ¢aila. Ces études ont été complétées par
spectroscopie PM-IRRAS et microscopie AFM. Chagagrhent a été injecté dans une sous-
phase de tampon [10 mM Tris (pH 7.5) + 150 mM NaGmM EDTA] a une concentration
de 0.166 uM. A cette concentration l'interface idg/air n’est pas saturée et l'interaction
protéine - lipides est donc privilégiée devanttéiraction entre protéines en sous-phase (voir
chapitre 2 section 3.1).

Je me suis personnellement impliqué dans I'étudiodganisation des protéines sur
les couches mixtes protéines/phospholipides, arpdes images AFM réalisées sur des
prélevements de Langmuir-Blodgett. Ce travail anperd’'une part de quantifier les
informations obtenues par microscopie AFM et dautart de tester les outils de traitement
d’'images, développés au cours de I'étude sur I’Aplo sur des protéines dont les propriétés

physicochimiques different de celles de ’Apo A-l.
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1.2. La surface d’occupation et la relation entre auteur et surface
des particules fournissent une information sur la ature de

I'interaction

1.2.1 Principe de I'étude

Des études précédentes ont montré que R2 et R&ragissent avec des veésicules de
DOPC/DOPS (2 :1) contrairement a R20-24 (8). Edelségalement montré qu’aucun de ces
fragments n'interagit avec les vésicules de DOP®@PB@2:1). Le travail présenté ici est
associé a une étude portant sur la caractérisdgolinteraction entre ces fragments et un
lipide anionique, DOPS. La composition des couchpsliques est principalement un
meélange (DOPC/DOPS) en proportion (1:1). Des erpégs supplémentaires ont également
ete réalisées par les auteurs de cette étude swodehes pures de DOPC et DOPS, afin de
confirmer I'implication de la charge électrostatqdu lipide anionique dans Iinteraction
entre les fragments de la dystrophine et les Ipidhaque expérience fut répétée au moins
trois fois. L’analyse des images AFM avait pourealif de caractériser linteraction des
protéines avec la couche de lipides selon deurrest: la surface totale occupée par les
particules protéiques dans la couche, ce qui daneanformation sur I'affinité de la protéine
pour le lipide, et la hauteur des particules, cedqmnne une information sur le volume de
protéines a I'extérieur de la couche lipidique.

Les couches lipidiques étant entierement en ph&senbus avons utilisé un seul
seuillage sur ces images, a une hauteur de 0.3undessus du lipide (NDG 135). Ainsi, le
tableau 1 montre, pour les différentes coucheseasigt pour des pressions avant injection de
20 mN/m et 30 mN/m, la quantité de particules csgeger ces protéines et les surfaces totales
occupeées par celles-ci, qui ont été mesurées sumiages AFM (5*5 um?2) exposeées sur les
figures 2 et 3. Dans le cas de R20-24, nous camsajue le nombre de particules varie plus
fortement que la surface totale qu’elles occupguénd on augmente la pression initiale de la
couche de lipides. Cette observation nous a matie@nsidérer en méme temps le nombre de
particules et la surface totale qu’elles occup@titnterface liquide/lipides.

Pour caractériser la tendance des protéines agitem sous phase ou a s'insérer dans
la couche lipidiqgue, nous avons observé les hasitdes particules en fonction de leur

surface, pour différentes compacités de la coueh@ities (les pressions avant injection sont
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de 20 mN/m et 30 mN/m). Ainsi, avec les mémes irmagfepour chaque fragment, nous
avons réalisé un graphe montrant la hauteur deuehpgrticule en fonction de sa surface,
pour les deux pressions initiales (voir figure 4).

Comme l'acquisition des images AFM fut effectuéardvque ce projet d’analyse
statistique soit considéré, ces images n’'ont pasrédlisées en méme quantité que pour
'étude de I'Apo A-l. Ainsi, nos mesures ont ététariues sur une a trois images AFM.
Cependant, les différences importantes entre liééreltes couches, sur le pourcentage de
surface occupée par les particules protéiques retesmombre de particules par image,
permettent d’extraire une tendance, sans avoirib@oréaliser une étude statistique sur un
grand nombre d'images. De méme, l'influence de$lution latérale de I'image AFM sur la
mesure de la surface occupée par les particulédigues a déja été étudiée avec 'Apo A-l
(voir annexe 5). Or, pour les fragments de la dydtne, la surface d’occupation varie
fortement lorsque I'on modifie la composition de dauche. Nous estimons donc que
I'influence de la résolution n’affecte pas les tences que nous mettons en évidence.

Pour la pression initiale de 30 mN/m, chaque geapkté effectué a partir d'au moins
1473 particules et deux images AFM. Pour la pressidiale de 20 mN/m, chaque graphe a
ete effectué a partir d’'une ou deux images AFMugetaal moins 221 particules. Ceci nous
semble suffisant pour déterminer les tendances léanshangements de forme des particules
créées par les protéines.

1.2.2 Résultats sur R20-24

La surface occupée par les particules formées pafragment dans le mélange
DOPS/DOPC (1 :1) avec une pression avant injeai®r20 mN/m représente 0.5 % de la
surface de la couche, pour un total de 120 paesc@n moyenne par image. Quand la
pression initiale passe a 30 mN/m, la surface aeeygar les particules protéiques augmente
d’'un facteur 4 et le nombre de particules d’'undactlO, par rapport aux mesures réalisées
précédemment.

Nous constatons de plus que la hauteur de cessoajgmente significativement
lorsque la pression avant injection passe de 20mm&l/30 mN/m. Ainsi, pour une méme
surface, les particules atteignent en moyenne antehr deux fois plus importante.

Nous constatons donc, que lorsque la pressioralmitiu lipide est la plus forte, la
guantité de protéines en interaction est plus grastdes hauteurs des particules deux fois

152



Chapitre 5 — Comparaison des propriétés interfacias de I'’Apo A-l
a celles d’autres protéines.

plus élevées que sur la couche dont la pressitialéiest la plus faible. L'élévation de la
pression initiale de la couche de DOPS/DOPC a pffat de rapprocher les tétes polaires des
lipides et d’augmenter la densité de charges négmtprésentes a la surface. Nous en
concluons que R20-24 n’interagit que faiblementcdaecouche la moins compacte, le faible
taux d'occupation montre que I'amphiphilicité deteceprotéine ne lui permet pas d'étre
fortement présente dans la couche lipidique a getission. Mais lorsque la compacité de la
couche augmente, l'interaction électrostatique 86-R4 avec les tétes polaires augmente et
ce fragment interagit alors plus fortement avecdache lipidique, en se placant a la hauteur
des tétes polaires. Entre ces deux prélevememsnidre de particules varie d’'un facteur 10
tandis que la surface occupée ne varie que d’'uedad. Ceci indique que le périmétre des
particules protéiques augmente lorsque l'interactmtre R20-24 et la couche lipidique
devient moins favorable. Les interactions protéinaotéine permettent ainsi de stabiliser
R20-24 a proximité de la couche.

R20-24/PS-PC (1:1) R1-3/PS-PC (1:1) R2/PS-PC (1:1)

Figure 2 — Images AFM (5*5 um?2) des prélevemeeatsaliches mixtes :
R20-24/PS-PC(1 :1), R1-3/PS-PC(1 :1) et R2/PS-RO)YIpour une pression avant injection
de20 mN/m(les hauteurs varient entre -10 et +10 nm). EB,lsar les mémes images, les

objets dont la hauteur est supérieure a 0.3 nm s@Iués en rouge.
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R20-24/PS-PC (1:1) R1-3/PS-PC (1:1) R2/PS-PC (1:1)

Figure 3 — Images AFM (5*5 pm?) des prélévemeatsaliches mixtes :
R20-24/PS-PC(1 :1), R1-3/PS-PC(1 :1) et R2/PS-RO)YIpour une pression avant injection
de30 mN/m(les hauteurs varient entre -10 et +10 nm). Eg,lsur les mémes images, les

objets dont la hauteur est supérieure a 0.3 nm s@Iués en rouge.

1.2.3 Résultats sur R1-3

La surface occupée par les particules créées p& Rit les couches de lipides purs
ainsi que le nombre de ces particules montrentecteent que linteraction de ce fragment
avec les phospholipides est basée sur une forceadtatique produite par le lipide chargé
négativement DOPS. La surface d’occupation esti @eas2.1% pour 900 particules dans
DOPS, tandis que cette surface est de 0.5% poupddidules dans DOPC.

Nous constatons que dans une couche de DOPS/DORE @ression initiale de
30 mN/m, la surface occupée par les particulemoes représente 2.2% pour R1-3, valeur
trés proche de la surface de 2%, dans le cas d&&20ependant, le nombre de particules
protéiques est plus faible, avec 920 pour R1-3rech230 pour R20-24. Nous en concluons
gue R1-3 possede une bonne affinité pour la coech&®20-24 s’insére le mieux, ce qui
montre une nouvelle fois la présence d’interacti@estrostatiques entre R1-3 et les couches
lipidiques. Cependant, pour la méme surface oaygad les particules protéiques, le plus
faible nombre de particules indique que les intévas entre protéines jouent un role plus
important pour la stabilisation de R1-3 dans lacbauipidique que pour celle de R20-24.
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Figure 4 — Graphes de la hauteur des
objets en fonction de leur surface, sur les
images AFM de R20-24/PS-PC(1 :1),
R1-3/PS-PC(1:1) et R2/PS-PC(1 :1), pour

une pression initiale d@0 mN/m(o), et
20 mN/m(e). Chaque point correspond a
la valeur de la surface et de la hauteur pour

un objet.
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A une pression initiale de 20 mN/m, la surface péaupar les particules protéiques
est clairement plus forte pour R1-3 que pour R20&4c une valeur de 3.3% pour R1-3
contre 0.5% pour l'autre fragment. Le nombre dei@aes créées par les protéines augmente
également mais dans une plus faible proportion; 2@ pour R1-3 contre 120 pour R20-24.
Les hauteurs plus importantes des particules dameuche préparée a 30 mN/m que dans
celle préparée a 20 mN/m montrent, comme dansdeleaR20-24, que la protéine est plus
insérée dans la couche a 20 mN/m que dans cellar@N2m. Cependant la différence semble
toutefois plus nette pour R1-3 que pour R20-24.Nmnstatons de plus que la croissance de
la hauteur en fonction de la surface est plus api@0 mN/m qu’a 20 mN/m. L’interaction
latérale des segments en sous-phase conduit arlgamisation et entraine une augmentation
de la hauteur des particules. Ainsi contrairemeRR8-24, R1-3 de part son amphiphilicité a
la possibilité de se lier fortement aux couchesligeles a 20 mN/m, qui sont moins
compactes qu'a 30 mN/m. Nous constatons égalemeat cgpntrairement a R20-24, la
quantité de protéines interagissant avec la couwlgmente quand la pression initiale
diminue.

Nous en concluons que, de la méme facon que R2R248 se lie a la couche
lipidique par l'intermédiaire des interactions ditestatiques avec les tétes polaires des lipides
chargés négativement. Cependant, contrairementagmént étudié précédemment, celui-ci
s'insére en plus grande quantité dans la coucliiglie quand sa compacité diminue, grace a

son amphiphilicité. Les interactions créées emseprotéines sont également plus fortes.

1.2.4 Résultats sur R2

Selon la méme méthode que pour R1-3, nous monttamement que la liaison de R2
avec les phospholipides est basée sur une in@naétectrostatique avec le lipide chargé
négativement DOPS, puisque la surface occupéeepgrdrticules protéiques sur les couches
de lipides purs ainsi que le nombre de ces paescsibnt nettement plus forts dans DOPS que
dans DOPC. La surface d’occupation est ainsi d& Jp@ur 595 particules dans DOPS, contre
0.1% pour 110 particules dans DOPC. La plus faiplantité de particules et la plus faible
surface qu’elles occupent dans DOPS, dans le caR2dear rapport a R1-3, pourraient
indiquer que l'interaction électrostatique avedipede est plus faible pour ce fragment que
pour le précédent, mais nous ne pouvons affirmler €a@ns tenir compte du fait que la taille

de R1-3 est trois fois supérieure a celle de R2.
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Dans le cas du mélange DOPS/DOPC (1 :1), nous aonst que la surface occupée
par les objets protéiques dans le cas de R2 estisupe a celle obtenue pour R1-3 et R20-24,
avec respectivement 3% contre 2.2% et 2%, mai®hebre de particules y est plus faible,
avec respectivement 690 contre 920 et 1230. Lesaictions entre protéines sont donc plus
fortes pour R2 que pour les deux autres fragmenstabilisent davantage celui-ci dans la
couche. Nous constatons que lI'amphiphilicité den@2ui permet pas d'interagir avec la
couche lipidique autant que R1-3, puisque la sartioccupation diminue quand la pression
du lipide avant injection est plus faible. Ainsi2 Rrée seulement 220 particules avec une
surface d’occupation de 0.5%, dans un mélange DR®OBC (1 :1) a 20 mN/m, contre 430
particules avec une surface de 3.3% pour R1-3.10& pous pouvons constater d’apres les
graphes de la hauteur contre la surface, que R228t24 ont tendance a s'insérer moins

profondément dans la couche a 20 mN/m que R1-3.

Pression Lipides Nombre moyen de particules (% surface totale)
initiale.
R20-24 R1-3 R2
20 mN/m PC/PS1:1 120 (0.5) 430 (3.3) 220* (0.5)*
30 mN/m PC/PS1:1 1230 (2) 920 (2.2) 690 (3)
PS pur 900 (2.1) 595 (1.2)
PC pur 140 (0.5) 110 (0.1)

Tableau 1 — Mesures sur les images AFM des counhass protéines/lipides, pour des
pressions avant injection de 20 mN/m et 30 mN/madpebre moyen de particules par image
et le pourcentage de la surface occupée par ceicpés sont indiqués. Les valeurs repérées

par * ont été obtenues en analysant une seule inA&dé.

R20-24, R1-3 et R2 créent des interactions éldettigses avec DOPS qui sont
comparables et qui permettent a ces protéines ddieseaux mélanges de lipides
DOPS/DOPC. L'analyse de la hauteur des particulestm que ces interactions se réalisent
en sous-phase. Ceci est en accord avec les méaMHRRAS qui ont montré, sur R20-24,

157



Chapitre 5 — Comparaison des propriétés interfacias de I'’Apo A-I
a celles d’autres protéines.

'absence de protéines a l'interface du fait d’yraet, que le signal sur les amides | et Il est
faible et d’'autre part, que le signal des liais@w0 présentes sur les tétes des lipides ne
montre pas de changement important de la compdaitépide. Les mesures PM-IRRAS
montrent de plus une réorientation des liaisons C€O@ésentes sur les tétes
phosphatidylsérines, ce qui indique une interagiatéine — lipides en sous-phase (9).

Nous constatons que R1-3 occupe une place plusriame dans une couche de
DOPS pure que R2. Cependant, dans certaines colipitégues ou la densité des charges
négatives est également élevée (c'est-a-dire, lange DOPS/DOPC (1 :1) a une pression
initiale de 30mN/m), les interactions entre progé&irpermettent a R2 de mieux se stabiliser
que R1-3. De méme, il semble que R1-3 crée dertitens protéine - protéine plus fortes
que R20-24.

Quand la compacité du mélange PS/PC diminue, nounstatons que les trois
fragments sont plus insérés dans la couche des$iptadr, dans cette situation, le caractere
amphiphile des protéines joue un réle importantrgmermettre leur présence a l'interface
liquide/lipides (voir figure 5). R1-3 a la possit#l que n’ont pas les deux autres fragments,
de s'insérer en grande quantité dans la coucliidim sous l'effet de son amphiphilicité, ce
qui permet a R1-3 d'augmenter sa présence dansélange DOPS/DOPC lorsque la

compacité de la couche lipidique diminue.

&

Iiﬁs

R2 en sous-phase

Figure 5 — Modéle d’interaction des protéines R2;3Ret R20-24 avec les lipides
pour 20 mN/m (a gauche) et pour 30 mN/m (a drogey).le schéma, seul R2 est représenté.

h; et iy représentent la hauteur des particules visiblEBM.
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1.3. Relation entre hauteur et surface pour les pacules créées

par I'Apo A-|

Nous venons de caractériser le comportement iwcialfade trois fragments du
domaine central de la dystrophine : R2, R1-3 et-R20Pour ces trois protéines, la liaison
avec le lipide nécessite une interaction électtiogte. Cependant, la présence de ces
protéines dans la couche lipidigue peut parfoise &iccentuée par leurs caracteres
amphiphiles, ce qui conduit a leur insertion dansduche. Lorsque la pression de la couche
de lipides PS/PC augmente, les tétes polairesppeaehent et d’'une part limitent lI'insertion
des protéines, d’autre part provoguent une augrientde la densité de charges négatives en
surface. L'adsorption de la protéine a l'interfdigeiide/lipides dépend alors davantage d’'une
interaction électrostatique en sous-phase. Darsagda, la protéine est plus en interaction
avec les tétes polaires et les hauteurs des gadisant plus élevées.

Les résultats du troisieme et du quatrieme chapitamtrent que l'interaction de
I'Apo A-1 avec DPPG est principalement de naturecg&bstatique. Par contre, les mesures
ellipsométriques et tensiométriques montrées apittkald indiquent que I'’Apo A-l s’insere
entre les phospholipides dans une couche de DP&&kLe soit sa pression initiale. Nous
avons donc voulu savoir si la hauteur des particptetéiques dans la couche de DPPG était
modifiée par 'augmentation de la pression initiale

Ainsi, nous avons tracé le graphe de la hauteurpaescules en fonction de leur
surface pour une couche mixte Apo A-I/DPPG (vogufe 6) avec des pressions avant
injection de 15 mN/m et de 30 mN/m. Les imagesé&étseuillées a une hauteur de 1.4 nm
(NDG 140) au dessus de la phase LC (comme poudegprécédente, voir chapitre 3 section
2.2). A titre de comparaison nous avons égalenranétce graphe pour une couche mixte
Apo A-I/DOPC (voir figure 6) avec les mémes pressidnitiales. Deux seuils ont été
utilisés : une hauteur de 1.4 nm au dessus dielipdG 140) et une hauteur de 1 nm de plus
(NDG 149, suivi d’'une correction des hauteurs) ptester l'influence de la différence
d’épaisseur entre DOPC et DPPG. Nous ne considgrassci les particules présentes dans
DPPC du fait de la faible interaction de la pro#ééavec la couche lipidique a 30 mN/m. Les
images utilisées pour ce traitement sont les mégques celles qui furent utilisées pour
'analyse de la forme des particules exposée apittha.
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Figure 6 — Graphes de la hauteur des
objets en fonction de leur surface, sur les
images AFM de Apo A-I/DPPG,
Apo A-I/DOPC (NDG 149 + correction des
hauteurs) et Apo A-I/DOPC (NDG 140),
pour une pression initiale d& mN/m(o)
et15mN/m(e). Chaque point correspond a
la valeur de la surface et de la hauteur pour

une particule.
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Nous observons que pour une méme surface les yagiont des hauteurs plus
élevées dans DOPC que dans DPPG, quelque soitessi@n initiale et quelque soit le
seuillage utilisé. Au chapitre 3, les distributicttess hauteurs, des surfaces et des périmeétres
des patrticules créées par I'’Apo A-l sur les trgpgdes utilisés avaient déja été étudiées. Nous
avions conclu que seule la distribution des hastpossede des différences significatives, qui
ne dépassent pas une valeur de 10% sur le nomlpartieules associées a chaque hauteur.
En conséquence, la distribution de ces trois parasést similaire dans les trois lipides.
Ainsi, I'observation de la hauteur de chaque palgien fonction de sa surface a permis de
faire apparaitre plus précisément une tendanceofiservée sur la distribution individuelle de
chaque parametre. Cet aplatissement des particelgseut étre lié qu'a un regroupement
global de I'ensemble des résidus de la protéine ges tétes polaires. Ainsi, dans le cas de
DOPC, les résidus de I'Apo A-l s’étendent davantages la sous-phase ou au dessus de la
partie hydrocarbonée du lipide. Nous observons doecinfluence de la charge sur la hauteur
des particules qui opére dans le sens inverseldeqe fut constatée sur les fragments R2,
R1-3 et R20-24.

Nous ne constatons pas de changement dans la hdeteparticules insérées dans la
couche de DPPG lorsque nous modifions la pressitiale. Si l'influence des interactions
électrostatiques créées par les tétes polairesnignies devenait négligeable, lorsque la
densité des tétes diminue a la surface de la @l@es nous verrions une augmentation de la
hauteur des particules formées par I'Apo A-l. Caultdt met une nouvelle fois en évidence
gue les interactions électrostatigues dominentitaatére amphiphile de la protéine lorsque
'Apo A-l interagit avec DPPG. Nous avions constaté®e diminution de I'adsorption de la
protéine a I'interface liquide/DPPG lorsque la gies initiale augmente, ce qui montre que la
protéine doit insérer une partie de ses résidus tiamrcouche lipidique pour interagir avec
DPPG. En observant la hauteur des particules ertibonde la pression initiale de la couche
lipidique, nous confirmons également que les pneteine privilégient pas les interactions en

sous-phase lorsque les tétes polaires se rappitochen
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Il. Comparaison de I'Apo A-l a I'Apo A-ll

La difference d’affinité entre la phase LE et lapé LC des lipides zwitterioniques est
une des principales caractéristiques de I'Apo Adi furent démontrées aux chapitres
précédents. Il est donc intéressant de savoirtt® peopriété change pour les autres protéines
de la famille des apolipoprotéines échangeablesi efest le cas, selon quel degré de
variation. Ainsi, dans cette partie, nous avonsaaarisé I'interaction de I'apolipoprotéine
échangeable Apo A-ll avec une couche de DPPC eeipeé de la coexistence des phases.
Des mesures ellipsométriques et tensiométriquesntéalisées sur I'adsorption de cette
protéine a linterface liquide/DPPC, pour une pi@ssavant injection de 15 mN/m, et
'analyse de la répartition et de la distributiom ld forme des particules protéiques visibles
par microscopie AFM a été réalisée sur un préleweme la couche mixte Apo A-lI/DPPC.
Ces résultats furent comparés a ceux obtenus/Ajm A-I.

2.1 Mise en évidence de l'insertion de I'’Apo A-ll dns la couche de
DPPC

La formation de la couche lipidique a la surfaedalcuve et I'injection de la protéine
sont realisées selon le protocole utilisé pour éepériences avec I'Apo A-l. Nous
enregistrons I'évolution de la pression de surfeicde I'angle ellipsométrique au cours de la
cinétigue d’adsorption de I'’Apo A-1l a I'interfad&uide/DPPC, pour une pression initiale de
15 mN/m. Le systeme est considére a I'état d’éopaliorsque ces deux grandeurs atteignent
une valeur stable dans le temps. L’augmentatiola geeession de surface créée par Apo A-ll
est de 5 mN/m, et montre que la protéine s’adsartieterface liquide/lipides (voir figure 7).
L’augmentation de I'angle ellipsométrique est d&°Qvoir figure 7), ce qui est faible par
rapport a l'augmentation de 4.8° créée par l'adsmmpde cette protéine a linterface
liquide/air, alors que la concentration de protgiee sous-phase est identique (voir figure 7).
Ainsi, nous constatons, comme pour le cas de I’Ago(voir chapitre 3 section 1.1), que la
surpression observée est trop forte pour étre jod® par une interaction en sous-phase de la
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protéine. Nous en concluons que I'Apo A-Il, ou yraatie de ses résidus, s’'insére dans la

couche lipidique, entre les tétes polaires (10, 11)

15 ; . : L
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Figure 7 — Graphe de la valeur de I'angle ellipsdnggie en fonction du temps lors de
'adsorption de 'Apo A-1l a I'interface liquide/ai(a droite). Graphes de la valeur de I'angle
ellipsométrique (en haut, a gauche) et de la pasdie surface (en bas, a gauche) en
fonction du temps lors de I'adsorption de I'’ApolA&ll'interface liquide/DPPC, pour une

pression avant injection de 15 mN/m. Les valedigauilibre montrent lI'insertion de la

protéine dans la couche de lipides.

2.2 Affinités de I'Apo A-l et de I'Apo A-ll pour la phase LC de
DPPC

Pour une monocouche de DPPC a la pression inialé5 mN/m, nous constatons
gue I'’Apo A-ll crée une surpression l[égérement fdue que I'’Apo A-l, avec 5 mN/m contre
3.5 mN/m. La variation de I'angle ellipsométriqueguite par I’Apo A-1l est proche de celle

produite par I'’Apo A-l, avec 0.3° pour la premiege 0.5° pour la seconde. Ceci semble
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indiquer que les affinités des deux protéines pmite couche lipidique sont semblables.
Cependant, nous rappelons que les mesures ellipsguas sur les couches mixtes Apo A-1/
DPPC et Apo A-I/DOPC ne permettaient pas de révidedifférence sur la quantité de
protéines insérée entre les deux lipides. Cettéérdiice fut mise en évidence par
I'observation des prélevements des couches mixt@siercoscope AFM.

Figure 8 — En haut : images AFM (8*8 um?2) des ¢@véments des couches mixtes :
Apo A-I/DPPC (a gauche) eApo A-II/DPPC (a droite) (les hauteurs varient de -5 nm a
+5nm). En bas : sur les mémes images, les objkstanés dans la phase LC sont marqués

en rouge.

La figure 8 montre des images AFM (8*8 um?) dedgue&ments de couches mixtes
Apo A-I/DPPC et Apo A-Il/IDPPC, pour une pressioftiate de 15 mN/m. Nous constatons
une tres forte différence dans la quantité de preséinsérée dans la phase LC de cette
couche. Afin de quantifier cette différence d'irt&®r, nous avons mesuré la surface occupée
par les particules protéigues dans la phase L@&weitlant I'image a une hauteur de 1.4 nm au
dessus du lipide (NDG 140). Les valeurs de la serfasiduelle sur la couche de lipides purs,
de la surface mesurée sur la couche mixte et dsuftace occupée par les particules
protéiques sont affichées dans le tableau 2, pApolA-I et pour 'Apo A-ll. Ces mesures
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ont été réalisées sur au moins 6 images AFM deughaguche mixte (quelques unes de ces
images sont montrées en annexe 4). Elles montmeat différence significative dans la
quantité de protéines interagissant avec la ph&seebhtre 'Apo A-l1 et I'Apo A-ll, avec
respectivement 0.1% et 1.6% de la surface totatep@e par les particules protéiques (nous
rappelons que la résolution latérale de I'image AR®Ipeut pas affecter cette tendance de
facon significative, voir annexe 5).

Nous constatons que I'Apo A-ll s’'insere en plusngi quantité dans la phase LC que
la premiere apolipoprotéine étudiée. Cependants meuvoyons pas de forte différence dans
la surpression créée par les deux protéines. OfPMRst un lipide qui se situe
majoritairement dans la phase LC a la pression SlanN/m. Ceci laisse supposer que
insertion de I'Apo A-ll dans la couche de DPPC pique peu d'énergie dans les
interactions avec le lipide et dans le changementcahformation de la protéine. Nous
rappelons que cet effet avait déja été mis en éeml@au chapitre 3, lors de l'interaction de
I’Apo A-l avec la phase LE des lipides zwitterioneg. Nous en avions conclu que I'’Apo A-I
s’insérait dans les zones LE de ces lipides eragépt les molécules d’eau retenues entre les
tétes polaires des lipides de cette phase. Ainsis @mettons I'’hypothése que 'Apo A-ll a la
possibilité d'insérer des segments de petitesetadhtre les tétes polaires des lipides en phase

LC, pour déplacer les molécules d’eau qui subdigtecore dans cette phase.

Surface occupée sun Surface occupée sur| Surface occupée pal
couches mixtes. phospholipides purs les particules
protéiques.
DPPC+A-I 0.17 +/-0.14 0.08 +/- 0.04 0.1+/-0.1
(15 mN/m)
DPPC+A-II 1.7+/-1.8 0.08 +/- 0.04 1.6 +/-1.8
(15 mN/m)

Tableau 2 — Surfaces occupées par les particulgs(les couches de DPPC pures et sur
les couches mixtes Apo A-I/DPPC et Apo A-lI/DPR&Lirpune pression initiale de 15 mN/m.
Nous obtenons par soustraction la surface occupédes particules protéiques. Les valeurs

moyennes et les incertitudes (écart type) sonut@s sur au moins 6 images AFM.

165



Chapitre 5 — Comparaison des propriétés interfacias de I'’Apo A-I
a celles d’autres protéines.

2.3 Etude de la forme des particules visibles au nrboscope AFM

Nous avons comparé la forme des objets créés ppo IA-1 et 'Apo A-ll sur la
couche de DPPC. La figure 9 montre la distributabes hauteurs, des surfaces et des
périméetres des particules insérées dans la piasBdaus avons seuillé I'image a une hauteur
de 1.4 nm au dessus du lipide (NDG 140). Les mesong été effectuées sur au moins 6
images de chaque couche mixte, sur 333 particules|iA\po A-l et sur 2655 particules pour
I'Apo A-ll (quelques unes de ces images sont masten annexe 4). Les distributions sur les
particules formées par ’Apo A-1l sont proches degributions sur les particules formées par
'Apo A-l, puisque les variations sont inférieurasl0% et que les distributions s’étendent
toujours a peu prés jusqu'aux mémes valeurs. Capgndes différences entre les deux
protéines apparaissent sur les histogrammes dés gesametres. Nous constatons que
'Apo A-ll privilégie la formation d'objets de grae taille comparée a I'Apo A-l. Ainsi les
objets de plus faible hauteur, surface et périmatteune proportion environ deux fois plus
faible pour les particules créées par 'Apo A-liequour celles créées par I’Apo A-l. Or, nous
précisons que I'Apo A-ll est plus petite que I'Apol et devrait avoir la distribution des
hauteurs qui décroit la plus vite.

La figure 10-A présente le graphe de la hauteurpdeticules en fonction de leur
surface pour les particules produites par I'’Apo Atlpour celles produites par I'Apo A-lI,
dans la phase condensée de DPPC. Le seuillage egnme que précédemment : la hauteur
du seuil est de 1.4 nm (NDG 140). Nous constatmesnouvelle fois que I'’Apo A-ll crée des
particules de surface et de hauteur plus élevée$gpo A-l, mais nous remargquons de plus,
gue le rapport entre la surface et la hauteur dealgets reste en moyenne le méme.
L’accroissement de la surface des objets créés I'pgo A-1l implique donc une
augmentation de leur hauteur de fagon proportidenel

Le graphe de la figure 10-A montre ainsi une évofutle la hauteur des particules
produites par I'’Apo A-ll en fonction de leur suréaaui ne ressemble pas au comportement
observé sur le fragment de la dystrophine R1-3, celui de I'Apo A-I, lorsque ces protéines
s’inserent dans la couche de lipides. L'augmematie la hauteur en fonction de la surface
est plus rapide, de plus nous obtenons une plusdgrguantité de particules de grande
hauteur et une plus faible quantité de particutegrdnde surface et de faible hauteur.
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Cette évolution est plus proche de celle qui esteokee lors de linteraction des
fragments de la dystrophine en sous-phase avewmuahe lipidique. Elle montre une
organisation des segments de protéines qui nepssninsérés entre les tétes polaires, du fait
d’interactions entre eux, conduisant a I'élévataa la hauteur des particules lorsque la
guantité de protéines qui y sont présentes augmistmble donc que I’Apo A-ll insere une
plus faible quantité de résidus entre les téteaimgs que 'Apo A-Il. Le reste de la protéine
serait soit en sous-phase, soit au dessus de tia pgdrocarbonée du lipide. Ceci pourrait
expliquer d’'une part, que I'’Apo A-ll s'insere beaup mieux dans la phase LC que I'A-l, et
d’autre part, que les surpressions soient idergichien que les surfaces occupées par les
particules protéiques soient trés différentes.

L’évolution de la hauteur des particules en fonctie leur surface a également été
étudiée pour les objets présents dans la phaseeLBRPC. La figure 10-B montre cette
évolution pour environ 1000 particules inséréessdas domaines LE de 6 images AFM. Les
hauteurs des particules situées dans cette phalsecdeiche mixte Apo A-1I/DPPC ont été
comparées a celles situées dans la méme phaspidi fiur (voir figure 11). Nous avons
ainsi établi, qu'a partir d’'une hauteur de 0.35 amdessus de la phase LC, les particules
présentes dans la couche mixte ne pouvaient pltasaéitibuées a des domaines lipidiques.
Ces particules sont donc les seules a étre conlipéas. Sur la figure 10-B, nous constatons
une forte différence de hauteur entre les part&cglé sont en phase LE et celles qui sont en
phase LC. Ceci peut en partie étre provoqué palifiérence d’épaisseur entre les phases,
dans la mesure ou ces particules pourraient ndrpasrser la partie hydrocarbonée de la
couche de lipides et se situer partiellement es-phiase. La hauteur de ces particules a ainsi
été rehaussée de 1 nm, afin de compenser ce changehépaisseur dans la couche de
lipides. Cependant, nous constatons toujours (igire 10-C) que pour des particules de
méme surface, celles qui sont insérées dans la hasnt une plus faible hauteur que celles
présentes dans la phase LC. Ceci démontre que IMHoest davantage insérée entre les
tétes polaires des lipides de la phase LE gu'eites de la phase LC.
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Comme dans le cas de I'Apo A-l, nous ne savonssp#ess résidus qui ne sont pas
insérés entre les tétes polaires des lipides sergidlans la sous-phase, ou si ils se situent au
dessus des chaines des lipides. Ainsi, le passada ghase LE a la phase LC pourrait
provoquer une expulsion de certains résidus vermileeu aqueux ou vers les régions
hydrophobes a cause du rapprochement des tétasepolaes résidus pourraient alors créer
des interactions avec les chaines acyl des lifbess le cas d’'une expulsion vers les régions
hydrophobes), ce qui produirait une interactiorsdlurte avec les lipides dans les zones LC
gu’'avec ceux dans les zones LE, du fait de 'orgation des chaines acyl. Dans le cas d’'une
interaction forte, la protéine aurait alors unargié plus importante pour la phase LC que
pour la phase LE. Dans le cas d’une interactidnidaavec les lipides, la phase LE permettrait
a la protéine de stabiliser davantage ses segraemikiphiles en les plagant entre les tétes
polaires, a l'interface hydrophile/hydrophobe, c& produirait une insertion préférentielle de
la protéine dans la phase LE.

Nous allons, dans la suite de ce travail, estimelifférence d’affinité entre les phases
grace a l'analyse statistique de la distributioatiste des particules.

0-2 T T T T T
0.15 | | -
o
01% . 7
[ ] i
IEI -
0.05 |* . * .
ID I..
o a
.0 s, s
0 i =O|Dnnn OOHSHDg. | 'Y
0 1 2 3 4 5

Height (nm)

Figure 11 - Histogrammes normalisés de la hauteag plarticules en phase LE pour
DPPC pur () et pour Apo A-Il /DPP@) (15 mN/m). Sur le lipide pur, les seuls objets
visibles sont les domaines LC formés dans la phBsdeur proportion est faible pour une
hauteur supérieure a + 0.35 nm par rapport auxdgs en phase LC. Sur le lipide avec

protéines, nous excluons les objets inférieursttie dauteur quand nous comptabilisons les

particules en phase LE sur la couche mixte.

170



Chapitre 5 — Comparaison des propriétés interfacias de I'’Apo A-l
a celles d’autres protéines.

2.4 Estimation de I'influence de la phase dans DPPC

La distribution spatiale des objets créés par latgme a été analysée sur un
prelévement de couche mixte Apo A-II/DPPC, dorression initiale est de 15 mN/m. Nous
avons déja constaté grace aux études précédemd'®pga A-ll était beaucoup plus présente

dans la phase LC de ce lipide que I'Apo A-l. Nowmilens maintenant déterminer plus

précisément l'influence de la coexistence des phaisela distribution de I'Apo A-Il.

Figure 12 — A gauche : image AFM (8*8 um?) du préldent d’'une couche mixdg@o A-Il /
DPPC, pour une pression avant injection de 15 mN/mrotel: sur la méme image, les
objets sont sélectionnés en rouge dans la phaset In@arqués par une croix rouge dans la

phase LE.

Dans un premier temps, nous avons comparé lalliftsh des particules a une
distribution de disques durs répartis aléatoirenseint’image. Ainsi, pour I'image présentée

sur la figure 12, nous montrons sur la figure 18xdtypes de distribution :

1°) La distribution expérimentale des particuleslsmage AFEM. La détermination du

nombre de particules en phase LE est trés imperiantpuisque nous n’avons pour l'instant
aucune information sur la phase possédant la mesllaffinité. Nous utilisons donc des

images avec une forte résolution en hauteur (laebawarie de -5 nm a +5nm pour 256
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NDG) de maniere a mieux séparer les particulesheseLE de celles présentes dans la phase
LC. Nous seuillons les particules au dessus dénése LC a une hauteur de 1.4 nm (NDG
165). Pour la phase LE, nous seuillons les padscadl hauteur variable, afin, pour chaque
domaine, de prendre en compte le maximum de phasiclApres comparaison de la
distribution des hauteurs des particules dans é&s@hE de la couche mixte et du lipide pur
(voir figure 14), nous ne sélectionnons que lesi@des supérieures a une hauteur de 0.5 nm
par rapport a la phase LC (NDG 140). Les fonctidadistribution obtenues se nomment :

g(r)EXp, D(r)Exp et V(I‘)Exp.

2°) Une distribution simulée et aléatoire de disquelurs »de surface non nulle, sur

une image de la taille de I'image AFM. La densit disques correspond a la densité de
particules sur l'image expérimentale en tenant demges deux phases et la fonction
statistique utilisée pour générer la taille desjaes est obtenue a partir de la distribution
expérimentale du diamétre des particules (voir rédif). Les fonctions de distribution

obtenues se nomment : g(rP(rx et V().

Ces distributions prennent en compte 981 particeesous avons réalisé des tests de
reproductibilité sur cing autres images AFM proverdu méme prélevement mixte (quelques

unes de ces images sont montrées en annexe 4).

La proximité entre les g(r) des distributions expé@ntale et aléatoire montre
clairement I'absence d’interactions a longue dista@ntre les particules. Les courbes de D(r)
sont également proches, mais montrent tout de méraalifférence, qui n'est pas toujours
reproductible sur les autres images. Cette diffs¥grourrait étre provoquée par une densité
de particules plus faible sur certaines zones i@afie. V(r},, est tres proche de V)
cependant, la coexistence de phase influencerabepaumoins la distribution des vides, dans
le cas d’'une insertion préférentielle en phase BErppport a une insertion préférentielle en
phase LE, comme pour I’Apo A-Il. Ceci tient du fgite DPPC est majoritairement en phase

LC a cette pression la.
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Afin de quantifier lI'influence de cette phase, naxsnparons donc la distribution

expérimentale a une distribution aléatoire de déscgur laquelle, nous avons soit :

1°) Eliminé un disque sur cing dans la phase tdlit en conservant a la fin de la

distribution un nombre de disques proche du nondweparticules présentes sur
I'image AFM. Nous simulons ainsi une répartitiorsgerticules avec une probabilité
cing fois plus forte de s'insérer en phase LE qudrase LC. Les fonctions de

distribution obtenues se nomment : g().c, D(r) 15 .cet V(N 1s_ 1o

2°) Eliminé un disque sur cing dans la phase tdft en conservant a la fin de la

distribution un nombre de disques proche du nondweparticules présentes sur
'image AFM. Nous simulons alors une répartitiors grarticules avec une probabilité
cing fois plus forte de s’insérer en phase LC gudrase LE. Les fonctions de

distribution obtenues se nomment : g(#).e, D(r) 1.5 (e et V()15 &

Pour la méme image AFM que I'étude précédentaglad 13 présente les graphes de
D(r), V(r) et g(r) pour la distribution expérimefgala distribution aléatoire de disques durs
(sans préférence de phase) et les deux nouvelktsbdtions aléatoires montrant une
insertion plus importante en phase LE ou en phaseNous avons réalisé des tests de

reproductibilité sur quatre autres images AFM prarég du méme prélevement.

Sur les 5 images étudiées : ggy)est encadrée par g} (c et g(r) 15 e D(Nexp est
encadrée par D(f)s_cet D(r)1s_e et pour finir V(rky, est également encadrée par Yg).c
et V(r)1s e Pour ce groupe d'images, nous constatons quéestiabdtion expérimentale a
tendance a étre plus proche de la distribution@il€ades disques qui n’est pas influencée par
la phase, que de I'une ou l'autre des tendances. Image donnée en exemple, le graphe de
V(r) montre une distribution des vides sur I'imafeM qui est trés proche de la distribution
des disques sans effet de phase et montre en né&mps tune différence nette avec le
comportement ou l'insertion est 5 fois plus prokabh phase LE ou en phase LC. La
distribution des disques sans influence de la phadgalement un comportement proche de
'expérience sur D(r) et g(r), comparativement adeux tendances. Ceci indique que
linfluence de la phase pourrait étre déterminéecaplus de précision avec cette méthode
d’analyse statistique, et notamment grace a I'étddeV(r), mais nécessite un systeme

suffisamment reproductible (méme tendance obsewéen grand nombre d’images).
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Figure 14 — A gauche : histogramme de la prob&bi(D) d’obtenir une particule
de diameétre D sur les images AFM de couches miftesA-1I/DPPC. L'ajustement de cette
distribution expérimentale nous permet d’obtenie dmi de distribution pour la simulation
des disques . A droite : graphe du logarithme de la probatd@lP(S) d’obtenir une
particule de surface S, en fonction de S. En hauis avons I'équation correspondant a
I'ajustement des ces points par I'équation 6 dapitre 3 section 2.4. Ces mesures ont été

réalisées sur 12 images AFM (2655 patrticules).

Nous en concluons que, si 'Apo A-ll s'insére engpbrande quantité dans I'une des
phases, le rapport entre la probabilité de s’'insdams la phase la plus occupée et celle de
s’insérer dans l'autre phase est inférieur a 5iti® tle comparaison, pour '’Apo A-l1 nous
avons mesuré une surface d’occupation dans ApdAMC plus de dix fois supérieure a
celle mesurée dans la phase LC de Apo A-I/DPPZayjleapression initiale est de 15 mN/m,
ce qui représente un rapport entre les probabdiiésertion supérieur a 10.

Les particules créées par I'Apo A-Il ont une diaiition des tailles qui est en bon
accord avec le modéle d’auto-assemblage préserntbagitre 3. En effet, I'ajustement de la
distribution des surfaces par I'équation préseatéehapitre 3 section 2.4, donne une valeur
de R supérieure a 0.98 (voir figure 14). Comme ngasons de montrer I'absence
d’interaction a longues distances entre ces pd&scmous en concluons que premierement, la
formation d’'une particule dans la couche de lipidss indépendante de la proximité des
autres particules, et deuxiemement, que cette tfosmamplique une étape de nucléation ou

un seul dimere d’Apo A-ll vient s’insérer dans lauche lipidique. Ainsi, la diminution de
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l'influence de la phase sur I'Apo A-ll comparativent a I'’Apo A-l, qui fut observée dans la

couche de DPPC, existe également a I'échelle delacule unique.

Discussion / Conclusion relatives au chapitre 5

Nous avons étudié trois protéines R2, R1-3 et RROefui correspondent a des
fragments du domaine central de la dystrophine. @e&ines sont constituées de motifs
répétés, ressemblant au motif de la spectrine. @hamotif correspond a trois hélices
associées ensemble dans un arrangement compacttigiamllele. Le domaine R1-3
comporte 3 répétitions de ce motif et R2 correspiha deuxieme répétition présente sur ce
domaine. R20-24 comporte 5 répétitions de motifadlogues (2, 3).

Par l'intermédiaire, premiérement des mesures derface occupée et du nombre de
particules créés par ces protéines dans les codehgsdes et deuxiemement du changement
de forme des particules créées par les protéioesgjue les pressions initiales sont différentes,
nous avons mis en évidence des propriétés intaléscspécifiques pour R2, R1-3 et R20-24.
Ces trois fragments créent des interactions élgetiqgues avec DOPS, qui leur permettent de
se lier aux couches lipidiques. Cependant, lesraot®ns entre protéines donnent la
possibilité a R2 de mieux se stabiliser que R1-8sdeertaines de ces couches (mélange
DOPS/DOPC (1:1) a 30 mN/m). De méme, il sembleRji+3 crée des interactions protéine -
protéine plus fortes que R20-24. L'interaction &lestatique peut étre accompagnée par une
insertion dans la couche lipidique du fait de I'aiphilicité de la protéine. Ceci permet a R1-
3, mais pas aux autres fragments, d’augmenter &epce dans le mélange DOPS/DOPC
lorsque sa compacité diminue.

Nous avons ainsi identifié un comportement glokmlrpces trois fragments. Lorsque
la pression de la couche de lipides PS/PC augmiestéétes polaires se rapprochent, ce qui
d’'une part limite l'insertion des protéines, d’'autpart provoque une augmentation de la
densité de charges négatives en surface. L'adearpties protéines a [linterface

liquide/lipides dépend alors davantage de l'intBoacélectrostatique, qui se crée en sous-
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phase. Ainsi, quand la pression initiale s’élees, fragments interagissent plus avec les tétes
polaires et la hauteur des particules s’éléve.

En ce qui concerne I'Apo A-l, cette protéine crée interaction électrostatique forte
avec DPPG, qui est prépondérante devant son amintiteh Cependant, contrairement aux
trois fragments de la dystrophine, cette protéimsére dans la couche lipidique pour créer
cette interaction électrostatique. Nous avons cméfiau cours de ce chapitre que la hauteur
des objets présents dans la couche mixte Apo ARMBRM’'évolue pas lorsque la pression
initiale de la couche devient plus forte. Ainsi,sémble que 'Apo A-l insere toujours les
mémes résidus dans la couche de lipides et qudut@st nécessaire pour interagir avec elle.
Ce résultat semble également vrai pour DOPC. Neossade plus constaté que les particules
insérées dans DPPG étaient de plus faibles hauteierées particules insérées dans DOPC,
méme apres correction de la différence d’épaisdesilipides. Ceci suggére que I'interaction
électrostatique avec DPPG produit un rassemblen@ntésidus situés en sous-phase ou au
dessus de la couche lipidique prés des tétes psldifabsence de modifications visibles sur
la hauteur des particules dans DPPG, lorsque &siorede départ diminue, démontre une fois
de plus la prépondérance de I'interaction élecitapie sur 'amphiphilicité de cette protéine.
En observant I'évolution de la hauteur au fur en@sure que les surfaces des particules
augmentent, nous avons ainsi caractérisé des teegléines, qui sont peu visibles quand on
regarde la distribution individuelle de chaque pagte.

Nous avons établi un certain nombre de criteresemmant I'interaction de 'Apo A-I
avec les monocouches de lipides DPPC, DOPC et DRR@S pouvons résumer cette
interaction en deux tendances: une interactionc des lipides zwitterioniques liée a
I'amphiphilicité de la protéine, ce qui provoques unsertion plus importante de cette protéine
dans la phase LE que dans la phase LC, et uneadtitar plus forte et principalement
électrostatique avec DPPG, sans préférence de pimibke. Nous avons décidé d’étudier
'une de ces caractéristiques : la différence dia# entre les phases dans le lipide
zwitterionique DPPC, sur une autre apolipoprotécieangeable, Apo A-II.

Les mesures ellipsométriques et tensiométriquestnerdnque I'Apo A-ll insére une
partie de ces résidus dans la couche lipidiqueedgmt, I'analyse de la forme des particules
observées a 'AFM montre que ces objets ont en moyaine hauteur, une surface et un
périmétre plus grands avec cette protéine qu'asgurécédente apolipoprotéine, malgré un
nombre de résidus dans sa structure qui est pibte.faNous constatons également un
accroissement rapide de la hauteur des particalésnetion de leur surface par rapport a ce

qui est observé avec I'Apo A-l et R1-3 quand cestgines sont insérées dans la couche de
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lipides. Ainsi, nous constatons que I'Apo A-ll rsgre qu’une faible partie de ses résidus
entre les tétes polaires des lipides en phased.@zdte de ces résidus étant expulsé vers la
sous-phase ou au dessus de la partie hydrocarblomékicalage de 1 nm de haut qui existe
entre les distributions des hauteurs dans la pb@set dans la phase LE, et qui correspond a
la différence d’épaisseur entre les phases, |aigpposer que ces segments ne traversent pas
la couche hydrocarbonée et dépassent vers le naitjgaux. La comparaison de la forme des
particules entre les deux phases, montre un apéatient des objets dans la phase LE. Ceci
peut s’expliquer par le fait que I'éloignement détes polaires permettrait a la protéine de
placer plus de résidus a l'interface hydrophilefioypthobe, ce qui produirait une affinité plus
forte de la protéine pour la phase LE que pouthiasp LC. Une autre hypothése consisterait
en ce que les résidus expulsés de I'espace sittgt len tétes polaires créent des interactions
avec les chaines acyl des lipides, lorsque ceilssrt orientées parallélement entre elles dans
la phase LC. Dans ce cas la, les segments det@m@ame seraient pas orientés vers la sous-
phase, mais vers la partie hydrocarbonée. Ce cafyaiee impliquerait, contrairement a
I'hypothése précédente, une affinité plus fortelal@rotéine pour la phase LC que pour la
phase LE. L’analyse statistique de la répartitipatisle des objets n’a pas permis de trancher
en faveur de la préférence pour une phase ou pwuutre et nous indique que si celle-ci
existe, alors le rapport entre les probabilitéasrtion dans chacune des phases est inférieur
a cing. Cependant, les mesures sur les images ABMrent que I'’Apo A-Il s’'insere en plus
grande quantit¢ dans la phase LC que I'Apo A-l, ssggour autant augmenter
significativement la surpression par rapport aecetotéine. Cette constatation indique que
l'interaction entre I'Apo A-ll et le lipide est fale, et que I'énergie impliqguée dans le
changement de conformation de cette protéine et dan interaction avec les lipides est
egalement faible. Nous suggérons donc que cettépapmtéine s’adsorbe a linterface
liquide/lipides selon le méme processus que I'Aph dui résulte en une déshydratation de la
couche de lipides lors de 'insertion de la pradé¢i@omme I’Apo A-1l n'insere qu’une faible
qguantité de résidus entre les tétes polaires gbdae LC, ceci explique que les surpressions
puissent étre proches. Ce mode d’interaction impligne insertion préférentielle dans la
phase LE et rejette I'idée d’'une interaction plode avec les lipides en phase LC.

Ces résultats sont en accord avec les travauxrdimauteurs. Des études antérieures
ont montré l'existence de deux transitions de phake premier ordre sur l'isotherme de
'Apo A-ll, lorsque celle-ci est adsorbée a l'irfre liquide/air (12, 13). La premiére
transition implique une coexistence entre une pltaselensée L (liquide) et une phase de

faible densité G (gazeuse). La seconde transitm@niient pour une pression autour de
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30~35 mN/m et implique deux états condensés :Hasgs L et LC (Liquide Condensé). Cette
seconde transition est due a un changement degooatfion, qui consiste en un redressement
de deux hélices présentes dans le dimere (12)aParte, I'existence de ce changement de
phase a été démontrée sur I'isotherme d’'une couukte Apo A-1II/DPPC adsorbée a la
surface d’'une cuve de Langmuir (14). Les imagedisess par microscopie a angle de
Brewster (BAM) montrent, au cours de ce changentdenphase, une modification de la
réflectivité sur des domaines ressemblant beaueoxpdomaines lipidiques en phase LC,
tandis que les zones pouvant étre attribuées adaepLE conservent leur réflectivité. Les
auteurs avaient ainsi suggéré que I'Apo A-ll engghdiquide Condensé se mélangeait
préférentiellement avec la phase LC du lipide éiees hélices vont s’orienter dans la méme
direction que les chaines acyl dans cette phas®}ist que la protéine en phase L (les hélices

sont paralleles a I'interface) demeurait danstt@phase du lipide (voir figure 15).

La distribution de la surface des particules prttupar I'’Apo A-1l est en accord avec
le modele de formation des particules avec uneeéthp nucléation, qui a été décrit au
chapitre 3. Ainsi, nous pouvons dire que I'’Apo Actée beaucoup plus de noyaux dans la
phase LC que I'’Apo A-I (alors que la concentrat@andiméres d’Apo A-ll en sous phase est
la méme que la concentration en monomeéres d’Apy Ahbsence d’interactions a longues
distances entre les particules indique que leswnoga créent dans la couche de lipides sans
étre influencés par la proximité des objets foripasles protéines autour d’eux. Ainsi, nous
suggérons qu’'une molécule d’Apo A-ll (ou dimereupées probablement s’insérer avec
plus de facilité qu’'une molécule d’Apo A-l sur larface d’'une lipoprotéine ou les tétes
polaires sont proches. L'étude de la forme desquées créées par 'Apo A-ll montre que
leur hauteur augmente avec leur surface de facopopionnelle. Ainsi, la présence
d’interactions entre protéines permet de stabilisemrésidus expulsés du cceur de la couche,
ce qui entraine une augmentation progressive tdaudgeur des particules au fur et a mesure
gue leur surface augmente. Nous en concluons glimare d’Apo A-ll pourrait insérer les
hélices les plus amphiphiles entre les tétes mdattes lipides et insérer les autres plus
profondément dans la partie hydrophobe de la lipigome. La profondeur de pénétration
resterait tout de méme faible en comparaison detetis de prés de 10 nm, observées pour

les plus grandes particules.
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Figure 15 — Modeéle proposé pour I'organisationldgo C-l dans une couche de

DPPC, les auteurs du modeéle proposent une orgdaisaemblable pour I'Apo A-1l (14).
En haut, le lipide est en phase LE, et en bashas@LC. Pour '’Apo A-ll la protéine est
sous forme de dimére. Dans ce cas la, deux heligegtteraient la surface pour s’orienter

paralléelement aux chaines lipidiques en phase LC.
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Conclusion génerale

Nous avons étudié, sur cuve de Langmuir, les iotienas entre une protéine :
'apolipoprotéine A-1 (Apo A-l) et des phospholilgs, en injectant cette protéine dans un
milieu aqueux, sous une monocouche de phosphddigitidée a la surface de la cuve. Dans
ces monocouches, les lipides peuvent exister dang ghases : la phase liquide expansé
(LE), ou la densité du lipide est faible et ou mines acyl n'ont pas d'ordre dans leur
orientation, et la phase liquide condensé (LC)laodensité du lipide est plus forte et ou les
chaines acyl possédent un ordre dans leur orientaious avons étudié l'influence de la
phase des lipides sur linteraction protéines idBg en observant le comportement de
I’Apo A-1 quand elle est injectée sous une couce®®PC (coexistence de phases LE et LC)
et sous une couche de DOPC (entierement en phaseNdds avons également étudié
I'influence de la charge portée par la téte polaimeomparant le comportement de I'Apo A-I
sous une couche de DPPC (zwitterionique : +/-passine couche de DPPG (anionique : -).
Finalement, nous avons étudié linfluence de la sphales lipides sur une autre
apolipoprotéine, I'Apo A-Il. Pour cela, nous avangcté cette protéine sous une couche de
DPPC, a une pression ou ce lipide montre une cieexis des phases LE et LC.

Nos résultats sur linteraction de ces protéinescaes phospholipides s’articulent

autour de trois grands axes :

- I'insertion et la surpression produites par lest¢ines dans chaque lipide,

- 'analyse de la forme des objets créés par cetipes dans la couche de lipides,
avec I'AFM, et I'étude de l'organisation des pro&s au sein de ces objets par
spectroscopie PM-IRRAS,

- la distribution spatiale des objets créés paptetéines sur les images AFM.

Nous allons maintenant développer ces trois popiss nous enchainerons sur les

perspectives biologiques issues de ces résultats.
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1- Etude de l'insertion et de la surpression réadis par Apo A-l et A-1l dans chaque lipide :

Les mesures effectuées par ellipsométrie et temdimnmontrent que ces deux
protéines interagissent avec les couches lipidignagasérant une partie de leurs résidus entre
les tétes polaires. Les mesures de I'angle elligtnque, de la tension de surface et de la
surface qu’occupent les particules protéiqgues dasscouches lipidiques révélent que
’Apo A-l s’insére en plus grande quantité a I'iffeee liquide/lipides et a une interaction plus
forte pour DPPG que pour DOPC et DPPC. Ceci mamee interaction favorable avec les
tétes polaires chargées négativement. Nous constaigalement que l'insertion est plus
importante dans la phase LE des lipides zwittegoes que dans leur phase LC. Pourtant,
malgré cette différence d’insertion, la surpressians DOPC, qui est entierement en phase
LE, n'est pas significativement plus forte que eelproduite dans DPPC, qui est
majoritairement en phase LC. Dans les lipides ewdhiques, 'augmentation de la pression
de surface dépend donc faiblement du nombre detipest insérées dans la couche. Ceci
signifie que le changement conformationnel de t#§ine et I'interaction protéines - lipides
sont peu impligués dans l'augmentation de la poesde surface et sont associés a une faible
énergie.

Les mesures par AFM de la surface occupée par I'Apb montrent que cette
protéine a une surface d’occupation dans la ph&@sde DPPC qui est plus importante que
'Apo A-l. Les mesures ellipsométriques et tensitnmées indiquent que cette protéine
insére une partie de ces résidus dans la coucbdPBE. Cependant la surpression est a peu
prés équivalente a celle produite par I'Apo A-l.tt€econstatation indique comme pour
'Apo A-l, que I'Apo A-ll implique peu d’énergie de son interaction avec les lipides et dans

son changement conformationnel.

2- Analyse de la forme des objets créés par legépres avec 'AFM et étude de la
conformation et de I'orientation de ’Apo A-l paMRIRRAS :

Les observations des couches mixtes protéinesbpaifectuées au microscope AFM
montrent des objets formés par les protéines dohauteur varie entre 1 et 10 nm et dont le
diametre varie entre 15 et 100 nm. Le nombre diécpées créées par I'Apo A-l et 'Apo A-lI
décroit avec l'augmentation de la hauteur, dauféace et du périmetre des particules créées

par ces protéines.
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Pour le cas de I'Apo A-l, cette décroissance sttffe a peu prés a la méme vitesse
pour chaque lipide. Cependant une influence dehkrge a tout de méme été mise en
évidence, puisque nous constatons que les padiadat regroupées plus prés des tétes
polaires du lipide anionique que de celles desldipizwitterioniques. Nous constatons que la
forme des particules ne varie pas de facon sigtifie lorsque la pression initiale des
couches augmente et nous en déduisons que les rasgmsirés dans la couche de lipides
sont probablement toujours les mémes. Les mesarespgctroscopie PM-IRRAS indiquent
gue I'Apo A-l1 adopte une structure en hélicesddans DPPC, a l'intérieur des particules
protéiques. Elles mettent également en évidencemouification de la conformation ou de
I'orientation de la protéine dans DPPG, ce quieesaccord avec les mesures ellipsométriques
montrant une forte différence entre ce lipide stdeux autres.

Nous avons comparé le comportement de 'Apo A-elicde fragments du domaine
central de la dystrophine : R2, R1-3 et R20-24. {@@s fragments ont la possibilité de créer
une interaction électrostatique en sous-phase lageétes polaires des lipides. Ainsi, lorsque
la compacité de la couche lipidique augmente, ca®ipes interagissent plus fortement avec
la couche, mais dans ce cas, le volume de résideies inserent entre les tétes polaires est
plus faible. Nous observons alors avec I'AFM un&vation de la hauteur des particules. En
revanche, nous constatons que I'Apo A-1 semble a& gvoir la possibilité de créer des
interactions électrostatiques en sous-phase essiéeel'insérer une partie de ces résidus dans
la couche, ce qui a pour effet de diminuer sorraatéon avec DPPG lorsque la compacité du
lipide augmente. Pour le cas de I'Apo A-ll, 'ansdyde la forme des particules observées a
I’AFM montre que cette protéine augmente son taoxalipation dans DPPC par rapport a
'Apo A-l, car elle peut se lier aux lipides en gba.C en insérant seulement une faible partie
de ses résidus entre les tétes polaires. Cependente la diminution de la compacité et de
I'éloignement des tétes polaires, la protéine @umlacer plus de résidus a linterface
hydrophile/hydrophobe.

La distribution du nombre de particules en fonctitenleur surface fut comparée a la
distribution des surfaces obtenue selon un modaksique d’auto-assemblage. Ce modele
comporte une étape de nucléation (insertion d’'umontere dans la couche de lipides)
précédant la croissance des particules, qui steieavec une constante de réaction k
indépendantede leur taille. Un bon accord est observé entremiedéle théorique et
I'expérience pour les deux lipides testés : DOPORPG. La constante de réactionde la
croissance des particules est la méme pour les lgedas, ce qui implique que linteraction

entre les protéines n’est pas modifiee par I'inflce de la phase ou de la charge. Ce modele
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d’auto-assemblage est également en accord avdstidution de la surface des particules

produites par I’Apo A-Il dans DPPC.

3 — Analyse de la distribution spatiale des obpeées par les protéines sur les images AFM

Nous avons comparé la distribution spatiale dedicodes a des distributions
aléatoires de disques durs et de points. Nos atsuttontrent que les particules protéiques
sont formées préférentiellement dans la phase LBRIRC et n’ont pas d’affinité particuliere
pour les domaines LC qui y sont présents, ni pintetface LE/LC. Nous confirmons ainsi
la préférence de la protéine pour la phase LE.dwanche, dans DPPG, la distribution des
objets est proche de celle trouvée dans DOPC, aumgine influence de la phase n'a été
constatée malgré la présence de coexistence LE/ir@eraction électrostatique avec DPPG
permet donc a la protéine de s’insérer dans lagph&s Ces résultats montrent également
'absence d'interactions a longues distances elase particules, quelque soit le lipide
considéré. Les seules interactions mises en évedsgmblent étre d’origine stérique. L’étude
de la distribution spatiale des objets créés ggrd’A-ll sur les images AFM ont établi que la
préférence pour une phase, si elle existe, étaitechent moins forte pour '’Apo A-Il que
pour 'Apo A-l. Elles ont également mis en évideri@bsence d'interactions a longues
distances entre les objets créés par cette protéine

Dans le cas de I'Apo A-l, la constantg de la croissance des particules est la méme
pour les trois lipides, la différence d’occupatiemtre chaque lipide et chaque phase dépend
donc uniguement du nombre de noyaux qui S’y sonndés. L'absence d'interactions a
longues distances impliqgue que les noyaux se farnmaependamment de la présence
d’objets créés par la protéine autour d’eux. Naus@ncluons que les différences d’affinité
de I'Apo A-l entre les phases et les charges daigdds existent toujours a I'échelle des
lipoprotéines et que linfluence de la charge damémcore l'influence de la phase a cette
échelle. Dans le cas de I'Apo A-ll, nous conclugns la capacité de cette protéine a adapter
le nombre de résidus insérés entre les tétes pslaifespace situé entre elles doit également

exister a I'échelle des lipoprotéines.
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Perspectives biologiques

Les expériences menées par Derksen et co-autaudes@emulsions DPPC/Trioléine
(avec une faible proportion de cholestérol) moritigpre I'Apo A-l s’insére dans la couche
lipidique afin de créer un changement conformatenilui permettant d’augmenter la
proportion d’héliceso. dans sa structure (et de stabiliser ainsi daveantag résidus
hydrophobes) (1). Ce comportement a été observél’patres auteurs sur 'Apo A-l (2) et
semble étre un comportement général des apolipapest (3). Cependant, Derksen et co-
auteurs ont également mis en évidence que ce amamgeconformationnel n’était plus
visible lorsque DPPC est en phase LE. Ceci pexpbtpier par le fait que la compacité du
lipide est plus faible, et que les résidus hydrdygsosont trop accessibles aux molécules d’eau
pour passer dans une structure en hélicdse changement conformationnel de la protéine
s’effectue dans ce cas, uniquement si la protésieeatourée de lipides en phase LC.
L'insertion de la protéine dans la couche de lipiga phase LE est alors réalisée, car elle
permet de libérer les molécules d’eau emprisonagts les tétes polaires, ce qui réalise pour
elles un gain d’entropie.

Nous avons conclu précédemment que I'’Apo A-l niiaggt pas avec la phase LC,
mais uniguement avec la phase LE, et que son imisetans la couche de lipides n'implique
pas d’énergie importante dans son changement goafamnel et dans son interaction avec
le lipide. Nous en déduisons d’'une part que I'Apd Kinsére a l'interface liquide/DPPC en
déshydratant la couche de lipides, d’autre partajest 'absence de matiére hydrophobe au
dessus de la couche de lipides qui empéche I'Apb de réaliser un changement
conformationnel et de s’'insérer profondément dangpHase LC. Cette hypothése est en
accord avec les résultats d’autres auteurs quinoontré sur des complexes constitués
d’Apo A-1, de phospholipides et d’ester de choledtéque la conformation en hélicaeset la
stabilité de I'Apo A-l étaient favorisées par l@&pence des esters de cholestérol au centre du
complexe (4-6). Ce qui suggéere que les segmeritofddux de I’Apo A-I sont stabilisés par
des interactions avec les esters de cholestérol (6)

Sparks et co-auteurs ont montré que la LCAT posisada plus forte vélocité dans
I'estérification du cholestérol avec les particullest la stabilité et le taux d’hélicesétaient
faibles (7). Comme le cholestérol estérifié augmdatnombre d’hélices dans la structure de
'Apo A-l1 et les stabilise, ces auteurs suggerente qce type de particules soit
thermodynamiquement favorable a l'accumulation tdiesde cholestérol. Ainsi, nous

suggérons que le modele d’interaction de I’Apo &+kc la couche lipidique que nous avons
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observé a linterface liquide/lipides, soit plusogne des particules thermodynamiquement
instables que des autres particules. Dans ceaasnfiguration de I'Apo A-I telle que nous
I'avons caractérisé serait proche de sa configamdtirsqu’elle active la LCAT.

Palgunachari et co-auteurs ont étudié [linteractide peptides synthétiques
correspondant a des fragments de I'Apo A-l de 2Rlemc aminés de long, avec une
monocouche de PC (egg PC) (8). lls montrent aineilgs segments comprenant les résidus
44 a 65 et 220 a 241 possedent des pressions ubéxtlrespectivement de 30 mN/m et
28 mN/m, qui sont plus fortes que celles des aegsents. Ceci indique que les segments
non insérés entre les tétes polaires de DOPC sobaplement ceux compris entre les résidus
66 et 187 de I'Apo A-l. Ainsi, la partie centralermettant d’activer la LCAT, n’est pas
insérée entre les tétes polaires.

Revenons maintenant aux expériences réalisées graséh et co-auteurs (1). Nous
avions indiqué que I'espacement entre les téteairpsl en phase LE empéche I'Apo A-l de
transformer ses résidus non structurés en hélicar les résidus hydrophobes seraient alors
trop exposés aux molécules d’eau. Cependant, smeomous le suggérons, le caractére
entropique de l'interaction entre 'Apo A-l et lehgise LE de DPPC dans les émulsions
correspond également au comportement de I’Apo Arlsda phase LE de la monocouche de
DPPC, ceci laisse supposer que les résidus norémeatre les tétes polaires ne peuvent pas
se situer au dessus de la partie hydrocarbonéetdemonocouche de lipides. En effet, dans
ce cas I'Apo A-l pourrait s'insérer profondémennsglde matériau hydrophobe de I'émulsion
et ainsi interagir avec celui-ci, méme si les pha$ipides, a la surface, sont en phase LE.
Nous en concluons que les segments non insérédalansche de lipides se situent dans la
sous-phase. Ainsi, lors de son insertion dans uarooobuche de PC située a l'interface
liquide/air, 'Apo A-1 exposerait fortement au na@li aqueux son domaine central, responsable
de I'activation de la LCAT, ces segments serai@miglus accessibles a I'enzyme.

Franck P.G. et Marcel Y.L. ont mentionné que le anéxme d’activation de la LCAT
par I'Apo A-lI pourrait impliquer une interaction rdcte entre des résidus chargés
négativement situés sur une hélice de la LCAT (atsgpentre les résidus 152 et 169) et des
résidus chargés positivement situés sur le domeemeral de 'Apo A-1 (appartenant aux
hélices comprises entre les résidus 144 a 165 266w 186) (9). Or nous avons montré que
les hauteurs des particules formées par I'’Apo Afitgglobalement plus faibles en présence
du lipide anioniqgue DPPG. Ceci indique que les sagmles plus éloignés des tétes polaires
dans les lipides zwitterioniques ont une interactétectrostatique favorable avec les charges

négatives, ce qui renforce I’hypothese que ces satmsoient ceux qui activent la LCAT.
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Ainsi, dans le cadre d’'un complexe thermodynamicer@ninstable, les segments du
domaine central qui sont supposés étre responsdéléactivation de la LCAT, seraient en
dehors de la couche lipidique, dans la sous-plizees nos expériences, nous avons constaté
gue DPPG, qui a une téte polaire anionique, pednéApo A-l de s’insérer dans les
domaines en phase LC, alors que DPPC, qui a uaegtdiire zwitterionique, ne le permet
pas. La LCAT pourrait donc stabiliser 'Apo A-l1 a Isurface des HDL en créant des
interactions électrostatiques avec elle. Nous reofts de cette maniére I’hypothese formulée
précédemment par Sparks et co-auteurs (7), quiocseppne action stabilisatrice de la LCAT
sur certains HDL, lorsque la protéine a un faildext d’hélices dans sa structure. Nous
pouvons également imaginer que des interactiongréstatiques permettraient a d’autres
protéines ou a une autre membrane lipidique denlBApo A-I de la surface du complexe.

Plusieurs études ont mis en évidence le déplacedeebpo A-I par 'Apo A-II (10,

11) a la surface des HDL. Cependant, nos résuttatstrent qu’a l'interface liquide/DPPC,
I’Apo A-Il ne crée pas d’'interactions plus fortegea les lipides que I'Apo A-l. Ceci suggéere
gu'en l'absence de changement conformationnel, d'Ap-1l ne peut pas assurer le
déplacement de I'Apo A-I de l'interface liquidefliig. Les auteurs de ces études ont formulé
'hypothese que I'Apo A-Il pourrait inhiber la ré&smn d’estérification de la LCAT en
déplacant I'’Apo A-I de la surface des HDL (10, 13).nous conservons I'’hypothese que les
monocouches de lipides puissent modéliser la surfades HDL instables
thermodynamiquement, et qui par cela méme, privgtégent I'interaction avec la LCAT,
alors nous constatons deux choses. Premieremens, degtte situation, 'Apo A-ll ne
déplacerait pas I'Apo A-l de la surface des HDLisgu’elle ne permettrait pas d’abaisser la
tension superficielle de la membrane. Deuxiemememtadaptant la quantité de résidus a
'espace situé entre les tétes polaires des lipidesime elle le fait pour s’insérer dans la
phase LE et la phase LC, I'Apo A-Il aurait ainsipgassibilité de maintenir la pression a la
surface de la lipoprotéine, au fur et a mesure lgu&CAT créerait une déplétion en
transformant le cholestérol libre en ester de diétel et les phospholipides en
lysophospholipides. Dans cette situation, I’Apo IAlinhiberait pas I'action de la LCAT,

mais au contraire, la faciliterait.

Il existe un consensus sur le fait que le changéeremronformation transformant les
segments non structurés des apolipoprotéines ecefiél soit le principal mécanisme de
liaison des apolipoprotéines aux lipides (9, 13, C&pendant, nous constatons que la liaison

de deux apolipoprotéines : Apo A-l et Apo A-Il asdmembranes lipidiques n'implique pas
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forcément de changement conformationnel impor@aans cette situation, les deux protéines
s’insérent a l'interface liquide/DPPC jusqu’a ypression a peu prés semblable dans les deux
cas. Ce comportement similaire est a rapprochecataportement des apolipoprotéines a
l'interface liquide/air observé par Bolanos-Garetaco-auteurs (14). lls ont mis en évidence
pour cing apolipoprotéines échangeables (A-1, Aat), C-ll et C-lll), que les couches
formées a l'interface liquide/air possédent desceatrations surfaciques proches et des
pressions finales d’adsorption proches (voir chiapitsection 2.2). Ceci semble indiquer des
amphiphilicités similaires pour les répétitionsrdatif 11-mer constituant ces protéines.

Ainsi lors de leurs interactions avec les lipidess protéines pourraient présenter deux
structures différentes. La premiére, conduit afaitge affinité pour les lipides. Cette affinité
pourrait étre globalement identique pour toutesprestines, comme nous I'observons pour
'Apo A-l et I'Apo A-Il sur une monocouche de Langim L’affinité pour les lipides serait
alors directement liee a I'amphiphilicité des n®tifll mers. La seconde structure
augmenterait tres fortement I'affinité des segmeetprotéines pour les lipides, en permettant
notamment la liaison de I'Apo A-l avec la phase diCDPPC. Elle permettrait également de
créer une différence d’affinité entre ces protéimesnme le suggere la situation ou Apo A-lI
peut déplacer Apo A-l. Cette structure impose, peairformer, de pouvoir isoler certains
résidus des molécules deau et de créer des ititaracstabilisatrices avec la partie
hydrophobe des lipides. Ainsi, les apolipoprotéidesangeables n’optent probablement pas
pour cette deuxieme configuration lors de leur rextBon avec une monocouche de
phospholipides déposée a linterface liquide/aar, [&paisseur de la partie hydrophobe de la
couche lipidique est trop faible. Nous suggérores egs deux types d'interactions (interaction
faible et interaction forte avec changement de @monétion) peuvent étre impliqguées dans les

fonctions biologiques des apolipoprotéines échanigea
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ANNEXE 1 : protocole expérimental pour I'expressionet la purification
de I'Apo A-lI (méme protocole pour I'Apo A-lI)
Recombinant Apo A-lI was expressed in E. coli Rasgtiat 37°C, 250 rpm in 2xTY broth.
When cell density of 0.6-0.8 at OD600 nm was redcloells were induced with IPTG.
Inclusion bodies were resuspended in denaturinfgb(fe., Tris buffer 10 mM containing 8
M urea, 25 mM imidazole, and 5 mM beta-mercaptaathgoH 8.0). The resulting solution
was loaded onto one chromatographic column packigd Mi-NTA agarose previously
equilibrated in the same buffer solution. Afterrgeivashed with at least 20 column volumes,
recombinant Apo A-1 was refolded by quick dilution TBS buffer containing 1M arginine,
and concentrated using vivaspin centrifugue tulbdsfolded Apo A-l1 was subjected to
thrombin cleavage after extensive dialysis in TB®ie unit of thrombin protease of high
purity was used to digest 1 mg of recombinant Apbfér 6-8 hrs at 4°C. Thrombin and the
cleaved histidine tag were removed using a benzamitast flow column and a Ni-NTA
column, respectively, previously equilibrated inS.BAs the final purification step, Apo A-I
was loaded onto a gel filtration column (SuperdéxHR 26/60), and eluted in 20 mM Tris
buffer, 200 mM NaCl, pH 8.0 (TBS buffer) at 1 mlmiAfter analysis by SDS-PAGE and
measurement of UV absorption spectra (200-300 fragtions containing pure Apo A-I
were collected and concentrated. Pure recombingot Al was concentrated fivefold and
stored at -20°C. N-terminal sequence and masdrepegtry were carried out to confirm

protein identity and purity of recombinant Apo A-I.
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ANNEXE 2 : programme ImageJ pour réaliser des histgrammes
sur la hauteur, le périmetre et la surface des obje
sur une série d'images AFM

/I Cette macro ne prend en compte que les objetsirfi@ce < L pixels.

//Paramétres a changer pour passer d'un jeu d'sr@age autre.
seuil=140;

zrange=30;

nslices=8;

FOV=8; /[Taille de I'image utilisée en um
L=200*(8*8)/(FOV*FQV); //Limite sur la surface dgsarticules.
dim=512;

T T §n

/I Cette fois on ouvre une séquence d'images diremit en NdG 8 bits
//A MODIFIER SI CHANGEMENT DE REPERTOIRE de

run("Image Sequence...", "open=C:\\Analyses-AFMYdd5A1000_ 8um_z30qg.TIF
number=100 starting=1 increment=1 scale=100 file=H[] convert sort");

// On passe en Niveaux de gris
/lrun("8-bit");

// On binarise I'image
/lrun("Threshold...");
setThreshold(seuil, 255);
run("Convert to Mask™);

// On passe en pixel
run("Set Scale...", "distance=33 known=1 pixel=ung=pixel");

//Pour chaque particule on mesure la position dire€x,y) et la surface

// Pour un fichier ou une séquence différentedt fussi changer le "Set Measurements”
// On modifie le Set Measurements pour obteninméro de la Slice.

//A MODIFIER SI CHANGEMENT DE REPERTOIRE de

run("Set Measurements...", "area centroid perinmsiee redirect=Analyses-AFM
decimal=3");

run("Analyze Particles...", "size=0-Infinity cirarity=0.00-1.00 show=Nothing display
summarize stack");

//On introduit ces valeurs dans 3 tableaux.
tabA=newArray(nResults);
tabX=newArray(nResults);
tabY=newArray(nResults);
tabPerim=newArray(nResults);
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tabSlices=newArray(nResults);
max=newArray(nResults);

// on initialise le tableau des maximumes.
for(i=0;i<nResults;i++) {

max][i]=0;

}

// On initialise la surface totale occupée a 0.
aire =0;

perim = O;

//Début de la boucle sur chaque particule
for(i=0;i<nResults;i++) {

//On appligue une condition sur la taille des paigs.

surf=getResult("Area",i);
if(surf<L){
tabA[i] =surf;
tabPerim[i] = getResult("Perim.",i);
}
else {
tabA[i]=0;
tabPerim[i] = O;
}
aire=aire+tabA[i];
perim=perim+tabPerim[i];

tabX[i] = getResult("X",i);
tabY[i] = getResult("Y",i);

tabSlices[i] = getResult("Slice",i);

write("Surface Occupée Moyenne(par image)");
write(aire/(nslices*dim*dim));

L= --");
write("Interface Agrégat-Lipide(par image)");
write(perim/(nslices));
Write("'-------mm-mmmm oo oo --");
write("Limite sur la Surface des Agrégats");
write (L);
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//On ré-ouvre la séquence d'images directementdeh &\bits
//A MODIFIER SI CHANGEMENT DE REPERTOIRE de

run("Image Sequence...", "open=C:\\Analyses-AFMYdd5A1000_ 8um_z30g.TIF
number=100 starting=1 increment=1 scale=100 file=H[] convert sort");

/I On passe en pixel
run("Set Scale...", "distance=33 known=1 pixel=ung=pixel");

T T T
/I On créé les histogrammes sur la hauteur etrfacides particules.

NbinsH=256;
/Nla résolution en hauteur dépend exclusivementatubre de niveaux de gris..

NbinsA=30*30;
//On prend une résolution de 1 pixel, et on né&’asse pas aux particules de plus de 30*30
/Ipixels.

NbinsP=300;
//On prend une résolution de 1 pixel sur le pénmedt on ne s'intéresse pas aux particules
//d'un périmetre de plus de 100 pixels

HistArea=newArray(NbinsA);
HistHauteur=newArray(NbinsH);
HistPerim=newArray(NbinsP);

/l On initialise les tableaux.
for (n=0;n<NbinsA;n++){
HistArea[n]=0;
}
for (n=0;n<NbinsH;n++){
HistHauteur[n]=0;
}
for (n=0;n<NbinsP;n++){
HistPerim[n]=0;
}
//Ll'image de départ est la slice N°1
a=1;
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T i §
//ION CONSTRUIT UNE BOUCLE SUR LES PARTICULES.

//Pour chaque particule on construit le rectanglesdequel on va rechercher le max.

for(i=0;i<nResults;i++) {
// On regarde I'image contenant la particule i.

if (a !=tabSlicesJi]){
a=tabSlices]i];
setSlice(a);

}
x=tabX[i]-sqrt(tabA[i])/2;
y=tabY][i]-sqrt(tabAl[i])/2;
dx=sqrt(tabAl[i]);
dy=sqrt(tabAl[i]);

//On réalise une boucle sur les pixels de la pa#gic
for (j=0;j<dx;j++){
for (k=0;k<dy;k++){
if(getPixel(x+j, y+k)>max][i])}{
max[i]=getPixel(x+j, y+k);

}
}
}

T T T Tl
/[Histogrammme Hauteur
//On place la valeur du max dans I'histogramme.
for (k=0;k<NbinsH;k++){
if(k<=max][i]){
num1=k;
}
}

//Seulement si la surface de la particule i edriefire a L pixels.
if(tabA[i] '=0){
HistHauteur[numl1]=HistHauteur[num1]+1,;

}

//Histogrammme Surface
for (k=0;k<NbinsA;k++){
if(k<=tabA[i]{
numz2=Kk;
}
}

HistArea[num2]=HistArea[num2]+1;
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/[Histogrammme Perimetre
for (k=0;k<NbinsP;k++){
if(k<=tabPerim[i]{
numa3=Kk;
}
}

//Seulement si la surface de la particule i edriefire a L pixels.
if(tabA[i] '=0){

HistPerim[num3]=HistPerim[num3]+1;
}

T T T T T T

/print(i,max[i],(max[i]*zrange/256)-zrange/2);
}
//FIN DE LA BOUCLE SUR LES PARTICULES

// On final, on réalise 2 nouvelles boucles pauiré les histogrammes dans le fichier.

print("Surface(uma2)"," " "Surface(pixel)",” ","Cotstat(Count/",nslices,")","
","Count-Norm(Count/",nResults,")"," " "Count-Sade");
for (k=0;k<NbinsA;k++){
print(k*FOV*FOV/(dim*dim)," " k*1," " ,HistArealk]/nslices,"
" HistArea[k]/nResults," " HistArealk]);
}
print("++++++++++++++++H++HHHHHHEY);
print("Perim.(um)"," ","Perimetre(pixel)"," ","Coustat(Count/",nslices,")"," ","Count-
Norm(Count/",nResults,”)"," ","Count-Perim");

for (k=0;k<NbinsP;k++){
print(k*FOV/dim," " ,k*1,"" HistPerim[k]/nslices," ", HistPerim[k]/nResults,"

" HistPerim[k]);
}
p rl nt("***************************************") '
print("NdG"," ","Hauteur(nm)","  ","Count-Stat(Coufifnslices,")"," ","Count-
Norm(Count/",nResults,")"," ","Count");
for (k=0;k<NbinsH;k++){
print(k," " ((k*zrange/256)-zrange/2)," " HistHautr[k]/nslices,"
" HistHauteur[k]/nResults," ",HistHauteur[K]);
}
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ANNEXE 3 : programme ImageJ pour réaliser des grapks
de la hauteur des objets en fonction de leur surfac
sur une série d'images AFM

//Nouvelle macro pour calculer la hauteur des shijetérés.
//Paramétres a changer pour passer d'un jeu d'sr@age autre.

seuil=149;
zrange=30;
nslices=13;
FOV=8;

e
/I Cette fois on ouvre une séquence d'images diremit en NdG 8 bits

//A MODIFIER SI CHANGEMENT DE REPERTOIRE de

run("Image Sequence...", "open=C:\\Analyses-AFMYdd5A1000_ 8um_z30qg.TIF
number=100 starting=1 increment=1 scale=100 file=H[] convert sort");
setAutoThreshold();

// On passe en Niveaux de gris
/lrun("8-bit™);

// On binarise l'image
/lrun("Threshold...");
setThreshold(seuil, 255);
run("Convert to Mask");

// On passe en pixel
run("Set Scale...", "distance=33 known=1 pixel=ung=pixel");

//Pour chaque particule on mesure la position diredx,y), la surface et le PERIMETRE.
/let on affiche le numéro de la Slice.
//A MODIFIER SI CHANGEMENT DE REPERTOIRE de

run("Set Measurements...", "area centroid perinsiee redirect=Analyses-AFM
decimal=3");

run("Analyze Particles...", "size=0-Infinity cirarity=0.00-1.00 show=Nothing display
summarize stack");

//On introduit ces valeurs dans 3 tableaux.
tabA=newArray(nResults);
tabX=newArray(nResults);
tabY=newArray(nResults);
tabPerim=newArray(nResults);
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//ICe tableau contient la référence a I'image gmatticule.
tabSlices=newArray(nResults);

//Ce tableau contient le maximum des NdG de chaqutécule.
max=newArray(nResults);

// on initialise le tableau des maximumes.
for(i=0;i<nResults;i++) {

max([i]=0;

}

// On initialise la surface totale occupée a 0.
aire =0

//Debut de la boucle sur chaque particule
for(i=0;i<nResults;i++) {

tabA[i] = getResult("Area",i);
aire=aire+tabA[i];

tabX[i] = getResult("X",i);

tabY[i] = getResult("Y",i);

tabPerim[i] = getResult("Perim.",i);

tabSlices[i] = getResult("Slice",i);

}

/lIici il n'y a pas de limite sur la taille des agmés que I'on prend en compte
write("Surface Occupée Moyenne(par image)");
write(aire/(nslices*512*512));

//On ré-ouvre l'image en niveaux de gris

/lopen("D:\\Lionel\Manip_Salle LB\Sauvegarde\\WhageJ\\dopc+A1l 30\\Z-
30\\A1011\dopc2_30A1011 8um_z30.TIF");

/lrun("8-bit");

//On ré-ouvre la séquence d'images directementdéh &lbits
//A MODIFIER SI CHANGEMENT DE REPERTOIRE de

run("lmage Sequence...", "open=C:\\Analyses-AFMdpg5A1000_8um_z30g.TIF
number=100 starting=1 increment=1 scale=100 filex=H[] convert sort");

// On passe en pixel
run("Set Scale...", "distance=33 known=1 pixel=dn&=pixel");

//Ll'image de départ est la slice N°1
a=1;
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//Pour chaque particule on construit le rectanglesdequel on va rechercher le max.

print("Particule”,”  ","Surface(pixel)",” ","Surfa¢gm?)","” ","perim(pixel)","
" "perim(um)”,” " "NdG"," " "Hauteur(nm)","  ","Ske");
for(i=0;i<nResults;i++) {

// On regarde lI'image contenant la particule i.
if (a !=tabSlicesJi]){

a=tabSlices]i];

setSlice(a);

}

x=tabX[i]-sqgrt(tabA[i])/2;
y=tabY][i]-sqrt(tabAl[i])/2;
dx=sqrt(tabAl[i]);
dy=sqrt(tabAl[i]);

//On réalise une boucle sur les pixels de la padic
for (j=0;j<dx;j++){
for (k=0;k<dy;k++){
if(getPixel(x+j, y+k)>max][i]){
max[i]=getPixel(x+j, y+k);

}
}
//On écrit les résultats dans le fichier log
print(i," “tabA[i]," " tabA[i]*FOV*FOV/(512*512)," " tabPerim[i],"
" tabPerim[i]*FOV/(512)," ",max][i]," " (max][i]*zrange/256)-zrange/2,"

" tabSlices]i]);
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ANNEXE 4 : images AFM des couches mixtes Apo A-lphospholipides et
Apo A-ll / phospholipides.

Figure 1 — images AFM (8*8 um?) en NDG du prélévenheB d’'une couche mixte
Apo A-I / DPPC, avec une pression initiale de 15 mN/m. Sur ces images les hauteurs
peuvent varier de -15 nm a +15 nm (z-range = 30pmur 256 NDG), ce qui nous donne une
résolution sur la hauteur des particules d’envi@id2 nm. Cette résolution verticale fut
utilisée pour nos analyses.
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Figure 2 —images AFM (8*8 um?) en NDG du prélévenheB d’'une couche mixte
Apo A-1 / DOPC, avec une pression initiale de 15 mN/m. Sur ces images la résolution sur la
hauteur des particules est d’environ 0.12 nm. Qétselution fut utilisée pour nos analyses.
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Figure 3 —images AFM (8*8 um?2) en NDG du prélevenheB d’'une couche mixte
Apo A-l / DPPG, avec une pression initiale de 15 mN/m. Sur ces images la résolution sur la
hauteur des particules est d’environ 0.12 nm. Cefselution fut utilisée pour nos analyses.
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Figure 4 —images AFM (8*8 um?) en NDG du prélévenheB d’'une couche mixte
Apo A-l / DPPC, avec une pression initiale de 30 mN/m. Sur ces images la résolution sur la
hauteur des particules est d’environ 0.12 nm. Qétselution fut utilisée pour nos analyses.
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Figure 5 —images AFM (8*8 um?) en NDG du prélévenheB d’'une couche mixte
Apo A-1 / DOPC, avec une pression initiale de 30 mN/m. Sur ces images la résolution sur la
hauteur des particules est d’environ 0.12 nm. Qétselution fut utilisée pour nos analyses.
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Figure 6 — images AFM (8*8 um?) en NDG du prélévenheB d’'une couche mixte
Apo A-1 / DPPG, avec une pression initiale de 30 mN/m. Sur ces images la résolution sur la
hauteur des particules est d’environ 0.12 nm. Qétselution fut utilisée pour nos analyses.
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Figure 7 —images AFM (8*8 um?2) en NDG du prélevenheB d’'une couche mixte
Apo A-11 / DPPC, avec une pression initiale de 15 mN/m. Sur ces images la résolution sur
la hauteur des particules est d’environ 0.12 nnit€€eésolution fut utilisée pour nos analyses
sur la forme des objets.
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ANNEXE 5 : estimation de I'erreur créée par la réstution de I'image sur la
mesure de la surface occupée par les particules péiques

Les images AFM reéalisées sur les couches mixtes Aqdphospholipides couvrent
une surface de 8*8 um?2 et ont une taille de 512lpix 512 pixels, ce qui donne une surface
d’environ 15*15 nm?2 pour chaque pixel. La pointe ducroscope AFM pouvant étre
assimilée a une sphére de rayon r = 10 nm, nousidgons que la résolution de lI'image
correspond a celle qui nous est donnée par la dilmemu pixel, soit environ 250 nm?2 (voir
figure 1).

Nous avons voulu savoir quelle est I'influencecdée résolution sur les mesures de la
surface occupée par les particules seuillées sunmlages AFM. En considérant que la base
de ces particules a une forme discoidale, nousessi de la maniére suivante l'incertitude
AS sur la surface S d'un objet, a partir de I'initede Ar sur le rayon r de cet objet et en

posant quer = 1 pixel ((1) p. 50 section 2.2.1 « Propagaties erreurs ») :

S=nlr?
AS=2r[% [I\r

Comme r:\/§ et Ar=1pixel
/g

Alors AS=20/7[B

Nous pouvons ainsi estimer l'incertitud&,; sur la surface moyenne par image AFM

Siot OCCupée par les particules seuillées, en réalisaraticul suivant :

CommeS, , =
StOt NPix
N n 5 N n
B3ast 53 ams
Alors A =122 S N (éq. 1)
t NPix NPix

ou, S et AS (en pixels) sont respectivement la surface etdititude sur la surface pour la
particule numéro j, associée a I'image AFM numéretiN-ix est le nombre de pixels sur
'image AFM.

209



Les tableaux 1 et 2 montrent les valeurs des ihedes sur la surface moyenne
occupée par les particules seuill@eS,; qui nous est imposée par la résolution de I'image
AFM. Nous constatons que ces valeurs ne dépasseni003% de la surface totale de
I'image. Elles sont toujours inférieures d’au mours ordre de grandeur a I'écart type de la
distribution de la surface occupée par les pdegprotéiques sur les images AFM, que nous
avons obtenu par notre étude statistique. Nous gramuvdonc négliger l'influence de la
résolution de I'image sur la mesure de la surfaoeupée par les particules créées par les
protéines dans la couche de lipides.

Incertitude
créée par la
convolution de
la pointe.

Incertitude prise
sur la surface de I'objet,
Avec Ar =1 pixel.

Figure 1 — Représentation des différentes inaetdés sur la surface d’'une particule
discoidale (cercle blanc) présente sur 'image ARBVInous considérons une incertitutte
de 1 pixel (illustrée par la couronne bleue) surdgon de la particule, alors nous encadrons
I'incertitude sur le rayon produite par la convailon de la pointe

(illustrée par le petit cercle bleuté).
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Surface occupée par les ASt (%)
particules protéiques
(%)
DPPC (30 mN/m) <0.05 <0.01
DOPC (30 mN/m) 0.22 +/- 0.12 0.01
DPPG (30 mN/m) 0.54 +/- 0.42 0.02
DOPC (30 mN/m) 0.11 +/-0.11 <0.01
NDG 149

Tableau 1 — Colonne de gauche : surfaces occupeireles particules protéiques sur les
couches mixtes Apo A-l/phospholipides (voir cheptisection 2.3.1), pour une pression
initiale de 30 mN/m. Les valeurs moyennes ehlegriitudes (écart type) sont calculées sur

au moins 8 images AFM et deux échantillons delmgimixtes.
Colonne de droite : calcul de I'incertitude surdarface occupée par les particules seuillées
sur les couches mixtes Apo A-l/phospholipides @sjiequation 1, ci-dessus.

Surface occupée par les ASt (%)

particules protéiques

(%)
DPPC (15 mN/m) 0.1 +/-0.1 0.01
DOPC (15 mN/m) 1.33 +/- 0.51 0.03
DOPC (15 mN/m) 0.86 +/- 0.28 0.03

NDG 149

Tableau 2 — Colonne de gauche : surfaces occupeieles particules protéiques sur les
couches mixtes Apo A-l/phospholipides (voir chadtisection 2.3.2), pour une pression
initiale de 15 mN/m. Les valeurs moyennes enlesriitudes (écart type) sont calculées sur

au moins 6 images AFM et deux échantillons delmsimixtes.
Colonne de droite : Calcul de I'incertitude surdarface occupée par les particules seuillées
sur les couches mixtes Apo A- I/phospholipidesréapéquation 1, ci-dessus.
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Annexe 6 : Correction sur la distribution des partcules protéiques pour la
couche mixte Apo A-I/DPPC

Nous avons présenté les résultats concernant tidbdison des particules protéiques
sur une monocouche d’Apo A-I/DPPC avec une pressiibiale de 15 mN/m. Ces résultats
ont montré que la coexistence des phases prodeitdistribution non aléatoire de ces
particules sur la couche de lipides avec une ilmsepius forte a l'intérieur des domaines LE.
Cependant, les résultats concernant I'étude destatlaition de la hauteur des objets, montrés
au chapitre 3, indiquent qu’'une certaine quantééces objets pourraient étre des domaines
lipidiques en phase LC. Nous avons donc refaitaligge de la distribution spatiale en ne
considérant, en plus des particules présenteseswadnes LC, que les particules de la phase
LE dont la hauteur est supérieure a celle des dwadipidiques, d'apres les estimations
obtenues sur le lipide pur.

Pour la méme image que celle utilisée dans I'éfudeédente (figure 5 du chapitre 4),

nous montrons sur la figure 1 de cette annexe destsibutions différentes :

1°) La distribution expérimentale des particules I§mage AFM. Les particules en

phase LC sont toujours prises en compte, en seullimage a une hauteur de 1.4 nm (NDG
140) au dessus du lipide. Par contre, si les pdecen phase LE sont toujours seuillées a une
hauteur de -0.3 nm (NDG 125) au dessous des domaibenous ne retenons au final que
celles dont la hauteur dépasse -0.2 nm (supériedeG 126). Les fonctions de distribution

obtenues se nomment : @) D(Nexp €t V(Nexp-

2°) Une distribution simulée et aléatoire de disquelurs »de surface non nulle, sur

une image de la taille de I'image AFM. La densit disques correspond a la densité de
particules sur I'image expérimentale en tenant demges deux phases. La fonction
statistique utilisée pour générée la taille deguks est toujours la méme. Les fonctions de
distribution obtenues se nomment : g(ip(r)4 et V(r).

Cette distribution prend en compte 260 particéesous avons réalisé des tests de
reproductibilité sur les quatre autres images d#éj&ées dans I'étude précédente.
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Figure 1 - Graphes de D(r) (A), V(r)
(B) et g(r) (C) pour I'image AFM de la
couche mixte Apo A-I/DPPC montrée

sur la figure 5 du chapitre 4, apres
élimination des particules pouvant étre

des domaines LC de taille
nanomeétrique. La distribution de
disques est en trait épais et la
distribution expérimentale en
pointillés.

213



Les graphes obtenus montrent les mémes tendaneesetie observées lorsque nous
considérons la totalité des particules seuilld@§ ).,y croit plus vite avec r que DE)V(Nexp
croit plus lentement avec r que \{(®t pour finir g(r}x, est supérieur a g)pour les faibles
valeurs de r. L'analyse de la distribution spatmlentre ainsi que le regroupement des objets
est a la fois visible dans le cas ou le nombreattéqules protéiques en phase LE est peut-étre
surestimé, et dans le cas ou ce nombre est peusétrs-estimé (élimination des objets
pouvant étre des domaines lipidiques). Nos résulpsbuvent donc que distribution des
particules formées par la protéine dans une codeh®PPC avec coexistence des phases
n'est pas aléatoire, contrairement a DOPC, et gydhase influence fortement a cette échelle

la répartition de la protéine.
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