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Introduction

Les milieux vivants sont le siege de liaisons fortes et de liaisons faibles. Les liaisons
fortes, c’est-a-dire les liaisons covalentes, sont utilisées pour créer des structures tres
stables, capables de résister aux variations de température, de pression et de pH du
milieu environnant. Ces liaisons assurent par exemple la stabilit¢ de la structure
primaire des protéines (enchainement d’acides aminés) ainsi que celle du squelette de la
molécule d’ADN (enchainement de sucres et de phosphates). Les liaisons faibles
(interactions de van der Waals, liaisons hydrogeéne, liaisons par chélation, efc.) sont
utilisées quant a elles pour assurer la cohésion de structures transitoires (complexes
moléculaires ou macromoléculaires) qui nécessitent d’étre formées et détruites
rapidement. Ces structures transitoires permettent notamment le déclenchement de
signaux, sans cesse présents au sein des cellules, et qui modifient leur métabolisme
(Alberts, 1998). La durée de vie d’une liaison faible étant de plusieurs ordres de
grandeur inférieure a celle du temps caractéristique de la plupart des phénomeénes
biologiques, plusieurs liaisons faibles s’associent généralement en parallele afin de créer
leurs effets (Evans', 1997). Les liaisons faibles maintiennent les structures secondaires
(hélices a et feuillets B) et tertiaires des protéines ainsi que la structure en double hélice
de la molécule d’ADN. Elles interviennent lors des processus de reconnaissance et de
communication entre les cellules, a travers la formation de divers complexes
moléculaires protéine-ligand, protéine-protéine ou encore protéine-ADN. Elles
gouvernent la formation de complexes moléculaires assurant le transport de composés a
travers des milieux qui leur sont normalement imperméables. C’est ainsi que les ions
métalliques, en se liant par chélation a deux acides aminés particuliers, peuvent
traverser la membrane intestinale et étre absorbés par 1’organisme.

Les techniques de diffraction par rayons X, de RMN et d’électrocristallographie
permettent de donner de bonnes informations structurales sur ces divers complexes
moléculaires. A 1’heure actuelle, la structure de plus d’une centaine de complexes entre
protéines et un nombre équivalent de complexes protéines-ADN a pu étre déterminée a
des résolutions a I’échelle atomique (Nadassy, 1999 — Lo Conte, 1999). Ces techniques

donnent une image statique des complexes formés mais elles ne donnent pas
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d’information directe sur 1’affinité entre les molécules les constituant. Les énergies
impliquées sont relativement peu connues, notamment en raison du nombre important
d’interactions agissant en parallele. Le présent travail a pour objectif de mesurer
I’énergie de deux liaisons faibles particulicres : les liaisons hydrogene et les liaisons par
chélation, ainsi que 1’énergie associée aux interactions de type protéine-protéine et
protéine-ligand intervenant lors du métabolisme des rétinoides. Différentes
nanotechniques récemment maitrisées permettent de mesurer désormais avec précision
des énergies ou des forces au niveau moléculaire : microscope a force atomique (AFM),
pinces optiques, capteur de forces a bille (BFP), techniques des vésicules
micromanipulées, appareil de mesure de forces entre surfaces (SFA), efc. Par ailleurs,
les compétences actuelles en syntheése bio-organique et en biologie moléculaire
permettent la création de molécules synthétiques ou de molécules biologiques modifiées
comprenant les groupes fonctionnels que 1’on souhaite étudier, isolés de leur
environnement naturel. On s’affranchit ainsi des diverses interactions qui existent in
vivo avec d’autres groupes fonctionnels et qui compliquent [’interprétation des
phénomeénes observés. Les techniques SFA et AFM ont ainsi permis de réaliser la
premiére mesure de forces de type protéine-ligand entre la streptavidine et la biotine
(Helm, 1991 — Florin, 1994). La technique SFA a également permis de mesurer des
énergies d’interaction de type protéine-protéine (Sivasankar, 1999 — Leckband, 2000b)
ou encore de mesurer les énergies de liaison entre les bases de la molécule d’ADN
(Pincet, 1994).

Dans notre étude nous avons isolé des groupes fonctionnels capables de former des
liaisons hydrogéne et des liaisons par chélation et nous les avons incorporés dans des
bicouches lipidiques. Ceci nous a permis de réaliser une mesure directe des liaisons
qu’ils pouvaient former en utilisant la technique SFA ou la technique des vésicules
micromanipulées. Notre choix s’est porté sur un lipide dont la téte hydrophile était
constituée d’un groupement nitrilotriacétate (lipide NTA). Le groupement NTA possede
trois fonctions carboxyle qui sont capables de former des liaisons hydrogene dans 1’eau
pure. Dans certaines conditions physico-chimiques, le groupement NTA peut fixer un
ion nickel et former ainsi une liaison par chélation. Cette forme complexée au nickel
(groupement NTA-Ni) présente une forte affinité pour les molécules d’histidine ; elle

permet ainsi la fixation de protéines génétiquement modifiées possédant une séquence
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additionnelle de plusieurs molécules d’histidine (protéines “his-taguées”). Un lipide
possédant une téte hydrophile constituée du groupement NTA-Ni (lipide NTA-Ni) a
donc été utilisé afin de coupler des récepteurs “his-tagués” des rétinoides aux surfaces
d’étude des techniques expérimentales ; ceci nous a permis de réaliser une mesure
d’énergie d’interaction de type récepteur-récepteur. L utilisation d’un lipide dont la téte
polaire était constituée d’un rétinoide synthétique (lipide rétinoide) a permis, par
ailleurs, de mesurer une énergie d’interaction de type récepteur-ligand.

Le premier chapitre du manuscrit présente les propriétés structurales des molécules
amphiphiles ainsi que les différentes forces pouvant exister entre deux bicouches de
molécules amphiphiles plongées en solution aqueuse. Il revient sur certains résultats qui
ont pu étre obtenus a 1’aide de la technique SFA ou de la technique des vésicules
micromanipulées. Une partie est consacrée a la structure et au mode d’action biologique
des rétinoides.

Le deuxiéme chapitre présente les techniques expérimentales utilisées (la balance de
Langmuir, la technique SFA et la technique des vésicules micromanipulées) ainsi que
les outils moléculaires ayant permis de coupler les molécules étudiées aux surfaces
d’étude de ces techniques expérimentales.

Le troisieme chapitre est consacré aux mesures de forces qui ont été réalisées dans 1’eau
pure sur les lipides NTA et NTA-Ni. Les mesures effectuées sur le lipide NTA ont mis
en évidence une forte énergie d’adhésion attribuée aux liaisons hydrogene. Les résultats
obtenus sont comparés aux expériences qui avaient été réalisées sur des lipides dont la
téte hydrophile contenait des bases modifiées de ’ADN (Pincet, 1994). Un mod¢le
statistique est utilisé afin d’obtenir une estimation de 1’énergie d’une liaison hydrogene.
Le quatrieme chapitre présente les mesures d’énergies d’adhésion qui ont été réalisées a
pH 8 sur des bicouches constituées des lipides NTA ou NTA-Ni. Deux techniques
expérimentales ont été utilisées : la technique SFA et la technique des vésicules
micromanipulées. Pour chaque technique, un modéle statistique est développé afin
d’estimer I’énergie de liaison entre deux groupements NTA se partageant un ion nickel
(liaison par chélation).

Le cinquiéme chapitre est consacré a diverses mesures de forces ayant impliqué les
rétinoides et leurs récepteurs. L’affinité¢ de 1’étiquette histidine pour le lipide NTA-Ni

est tout d’abord testée a partir de mesures sur la balance de Langmuir et de mesures en
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microscopie de fluorescence. Une tentative de mesure de 1’énergie associée a la
dimérisation des récepteurs des rétinoides ainsi qu’a la reconnaissance des rétinoides
par leur récepteur est donnée. Une derniére partie présente des mesures de forces qui ont
¢été réalisées dans 1’eau pure sur le lipide rétinoide. Ces mesures ont mis en évidence une
forte énergie d’adhésion due a I’effet combiné des forces hydrophobes et des liaisons

hydrogene.
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Chapitre I : Généralités

1. Bicouches de molécules amphiphiles

1-1. Présentation des molécules amphiphiles

1-1-1. Structure

Une molécule amphiphile comporte deux parties bien distinctes : une téte polaire
hydrophile, qui présente une forte affinit¢ pour les molécules d’eau et une queue
apolaire hydrophobe, que les molécules d’eau ont plutot tendance a fuir (figure I-1). La
téte hydrophile est généralement constituée d’un ion ou d’un groupement possédant un
moment dipolaire et la queue hydrophobe d’une ou de plusieurs chaines aliphatiques.
Comme exemple de molécules amphiphiles, nous pouvons citer les acides
carboxyliques, qui ont pour formule générale CH3(CH;),COOH ou les phospholipides,
qui sont les principaux constituants des membranes cellulaires. Lorsqu’elles se trouvent
a l’interface eau-air, les molécules amphiphiles ont tendance a diriger leur téte
hydrophile vers 1’eau et leur queue hydrophobe vers 1’air, ce qui a pour conséquence de
modifier 1’énergie de 1’interface. Pour cette raison, les molécules amphiphiles sont

¢galement appelées tensioactifs ou surfactants.

w

> Queue hydrophobe

J

} Téte hydrophile

Figure I-1 : Schéma simplifié d’une molécule amphiphile a deux chaines aliphatiques.
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1-1-2. Tension de surface

Les molécules qui se trouvent au cceur d’un liquide forment des liaisons avec leurs
voisines dans toutes les directions ; la force résultante est donc nulle. Les molécules qui
se trouvent a la surface d’un liquide forment seulement quant a elles des liaisons avec
leurs voisines latérales et inférieures ; la force résultante est donc dirigée vers 1’intérieur
du liquide. Les molécules se trouvant en surface sont donc attirées par le coeur du
liquide ; c’est pour cette raison qu’un liquide a toujours tendance a minimiser 1’aire de
son interface. Cet effet est directement observable a travers, par exemple, la forme
sphérique qu’adoptent spontanément les gouttes d’eau. La grandeur qui caractérise la
résistance a toute augmentation de 1’aire de I’interface s’appelle la tension de surface du
liquide ; elle est notée y. En thermodynamique, la tension de surface est définie comme
I’énergie libre nécessaire pour augmenter I’aire de I’interface d’une unité. Elle entre
dans le bilan de I’énergie libre du systéme a travers le terme :

OF=—70A (I-1)
Ou : A est Iaire de I’interface.
La présence de molécules amphiphiles a I’interface eau-air modifie la tension de surface
du systéme. En effet, contrairement aux molécules d’eau qui n’ont de forte affinité
qu’avec leurs homologues, les molécules amphiphiles ont une forte affinité pour 1’eau
(par I’intermédiaire de leur téte hydrophile) et pour I’air (par I'intermédiaire de leur
queue hydrophobe). Cette affinité des molécules amphiphiles pour les deux phases du
systtme rend énergétiquement moins défavorable toute augmentation de [’aire de
I’interface. Ainsi la présence de molécules amphiphiles a I’interface eau-air abaisse la

tension de surface du systéme.

1-1-3. Agrégation des molécules amphiphiles

Les molécules amphiphiles a I’interface eau-air sont également en équilibre avec des
molécules amphiphiles en solution. Au dela d’une certaine concentration, appelée
concentration micellaire critique, ces molécules en solution, initialement isolées,
peuvent se regrouper en mettant en contact leurs parties hydrophobes. La formation de

tels agrégats isole les chaines hydrophobes des molécules d’eau et minimise ainsi
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I’énergie du systéme. Selon la géométrie des molécules amphiphiles (structure de la
chaine hydrophobe, taille de la téte hydrophile relativement a celle de la chaine
hydrophobe) et les propriétés physico-chimiques de la solution (concentration en sels,
pH, température, etc.) ces agrégats vont pouvoir adopter différentes structures (figure I-

2 — Israelachvili, 1992).

Géométrie de la molécule Structure formée Nature de la molécule

Cone Micelle sphérique

‘ Amphiphiles possédant une
grosse téte hydrophile et
‘?il une seule chaine aliphatique

Bicouche flexible
Vésicule

Whbo

i

Cylindre Bicouche plane

§§I§ % § Amphiphiles possédant une
petite téte hydrophile et

deux chaines aliphatiques

gg g g gg Lipides en phase solide

Figure I-2 : Quelques unes des structures que peuvent former les molécules

Cone tronqué

Amphiphiles possédant une
grosse téte hydrophile et
deux chaines aliphatiques

Lipides en phase fluide

amphiphiles en fonction de leur géomeétrie.

1-2. Monocouche d’amphiphiles — Isothermes de compression

Les molécules amphiphiles tres insolubles préferent s’adsorber a la surface de I’eau
plutdt que de rester en solution. Elles s’organisent alors a 1’interface eau-air en une
couche monomoléculaire (ou monocouche). Ces couches d’amphiphiles qui se forment
spontanément a la surface de 1’eau sont appelées films de Gibbs. Il est également

possible de former une couche monomoléculaire d’amphiphiles par un dépot direct des
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molécules a la surface de ’eau. La méthode consiste a dissoudre les molécules
amphiphiles dans un solvant organique tres volatile qui s’¢tale bien a la surface de 1’eau
puis de déposer quelques gouttes de la solution a I’interface eau-air. Le solvant s’étale
alors uniformément sur la surface puis s’évapore trés rapidement en laissant une couche
monomoléculaire d’amphiphiles.

Considérons a présent deux interfaces séparées 1’'une de 1’autre par un flotteur : la
premiére (a gauche) est une interface eau-air et la deuxiéme (a droite) est une interface
eau-air sur laquelle a été déposée une monocouche d’amphiphiles (figure I-3). La
surface a gauche du flotteur, qui n’est constituée que de molécules d’eau, est plus
désireuse de minimiser son aire que la surface a droite du flotteur, qui comporte des

molécules amphiphiles. Cette différence de tension de surface a tendance a attirer le

flotteur du c6té ou il n’y pas de molécules amphiphiles, en exergant la force :
SF=(ye = ym)l (1-2)
Ou : y. est la tension de surface de 1’eau, yy, la tension de surface de la monocouche et |

la longueur du flotteur.

0. -7,

Eau Monocouche

Figure I-3 : Bilan des forces exercées sur un flotteur séparant une surface d’eau pure

d’une surface d’eau recouverte d’une monocouche.

Le terme © =y, - ., est appelé pression de surface de la monocouche. Il est I’analogue, a
deux dimensions, de la pression que 1’on rencontre, a trois dimensions, dans les gaz. On
peut en effet se représenter la monocouche comme une assemblée de molécules
amphiphiles qui sont libres de se déplacer dans le plan de I’interface eau-air et qui
viennent se heurter sur les parois de la cuve. Ainsi, si I’on diminue ’aire accessible a la

monocouche, les molécules amphiphiles se retrouvent serrées les unes contre les autres ;
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elles sont alors beaucoup moins libres de diffuser et interagissent plus fortement entre
elles : la pression de surface augmente. D une fagon analogue au cas a trois dimensions,
on peut tracer des isothermes représentant la pression de surface m en fonction de I’aire
o accessible a chaque molécule amphiphile (c est aussi appelée 1’aire moléculaire). Ces
mesures sont réalisées sur une balance de Langmuir (chapitre 1I-1). Lors de la
compression de la monocouche on peut observer, selon la nature des molécules
amphiphiles, le passage par différentes phases dont les transitions sont marquées par des
plateaux — dans le cas des transitions de phase du premier ordre — ou des changements
de pente — dans le cas des transitions de phase du second ordre (figure 1-4). A partir
d’une certaine pression, appelée pression de collapse, la monocouche atteint son état de
compactage maximum et devient trés instable. Si I’on poursuit la compression, les
molécules amphiphiles quittent la surface de 1’eau pour partir en solution ou forment

des multicouches a ’interface eau-air (figure 1-5).

Solide

Liquide condensé

Transition liquide expansé-liquide condensé

Liquide expansé

Pression de surface © (mN/m)

Transition gaz-liquide expansé

Aire moléculaire o (nm? /molécule)

Figure I-4 : Isotherme standard d’une monocouche d’amphiphiles.
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a
~ ¢ T

Air
Eau Iww—wi / Désorption
=
— %,

Monocouche dans un état
de surcompression

o
2y

Multicouches

Figure I-5 : Comportement d’une monocouche d’amphiphiles au dela de la pression de collapse.

1-3. Bicouche fixe d’amphiphiles — Prélévements de Langmuir-

Blodgett

Une monocouche se trouvant a I’interface eau-air peut étre transférée sur une surface
solide (Gaines, 1966). Pour y parvenir, il faut utiliser un substrat hydrophile ayant une
forte affinité pour les tétes polaires de la molécule amphiphile. Le substrat est plongé
initialement en solution puis il est tiré hors de I’eau. Lorsqu’il traverse ’interface eau-
air, il accroche les tétes polaires des molécules amphiphiles et devient alors hydrophobe
(figure I-6). Afin d’obtenir un dépot homogene sur le substrat, on doit prélever a aire
moléculaire constante donc a pression constante. La perte de molécules en surface est
donc compensée en permanence par une compression de la monocouche. Il est ensuite
possible de déposer une nouvelle monocouche d’amphiphiles (qui peut étre différente
de la premiére). Il suffit pour cela que le substrat traverse 1’interface eau-air dans 1’autre
sens ; les molécules amphiphiles se fixeront cette fois par I’intermédiaire de leur queue
hydrophobe. On peut, de cette maniere, déposer plusieurs monocouches sur un substrat ;
les molécules amphiphiles se greffant alternativement par I’intermédiaire de leur téte
hydrophile et de leur queue hydrophobe.

La qualité du dépot est déterminée par le rapport de prélévement qui est défini comme
le rapport entre 1’aire moléculaire a la surface de ’eau et I’aire moléculaire a la surface

du substrat. En pratique, pour 1’obtenir, on calcule le rapport entre I’aire dont a varié la
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monocouche durant le dépot et ’aire de la surface du substrat. Un bon dépdt aura un

rapport proche de 1.

Barriére
mobile

Substrat hydrophile
(mica, verre,...)

Premier dépot: le substrat est rendu hydrophobe Deuxiéme dépdt: obtention de la bicouche supportée

Figure I-6 : Prélevements de Langmuir-Blodgett.

1-4. Bicouche libre d’amphiphiles — Vésicules

1-4-1. Formation et propriétés mécaniques des vésicules

Les molécules amphiphiles dont la téte hydrophile a une taille du méme ordre de
grandeur que la queue hydrophobe préferent s’agréger en formant des bicouches plutot
que des micelles (voir figure I-2) ; c’est le cas de la plupart des molécules amphiphiles
possédant deux chaines hydrophobes. De plus, dans certaines conditions, il peut étre
énergétiquement plus favorable pour les molécules amphiphiles de s’agréger en formant
des bicouches sphériques fermées (ou vésicules) plutdt que des bicouches planes (figure

1-7).
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Figure I-7 : Structure d’une vésicule.

Cette structure en bicouche sphérique fermée est tout a faire similaire a celle de
I’armature lipidique des cellules vivantes. Les vésicules constituées de phospholipides
synthétiques sont, pour cette raison, souvent ¢tudiées comme des membranes modeles.
Les vésicules sont également beaucoup étudiées et utilisées en raison des propriétés
mécaniques particulieres de leur membrane (chapitre I1-3). La membrane d’une vésicule
est trés fine (environ 5 nm) et offre peu de résistance au phénomeéne de courbure ; elle
est libre d’onduler et de se déformer sous I’effet de I’agitation thermique. Quand la
membrane s’incurve, la courbure est limitée par les deux phénomeénes antagonistes de
confinement et d’extension subits respectivement par les monocouches interne et
externe. La membrane d’une vésicule offre par contre une grande résistance au
phénomene d’étirement, liée a la cohésion entre les molécules amphiphiles qui la
constituent. La conséquence directe est qu'une vésicule évoluant librement en solution
aqueuse possede une aire constante.

Les vésicules peuvent également exister a I1’état multilamellaire (la lamellarité
correspond au nombre de bicouches constituant le systeme). On distingue plusieurs
types de vésicules que 1’on classe en fonction de leur taille et de leur lamellarité. Les
“Multi Lamellar Vesicles” (MLV) sont constituées de plusieurs bicouches et peuvent
atteindre quelques micrometres ; on les appellent aussi “oignons”. Les “Giant
Unilamellar Vesicles” (GUV), “Large Unilamellar Vesicles” (LUV) et “Small
Unilamellar Vesicles” (SUV) sont, quant a elles, constituées d’une seule bicouche et ont

respectivement des tailles de I’ordre de 10 um, 1 pm et 0,1 pm.
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Plusieurs techniques permettent de fabriquer des vésicules. Le principe en est toujours
le gonflement, par hydratation, d’un film d’amphiphiles qui a été préalablement séché.
Ce gonflement peut se faire d’une fagcon spontanée (Reeves, 1969 — Needham, 1988) ou
par application d’un champ électrique oscillant (Angelova, 1992). La deuxi¢me
méthode permet d’obtenir des GUV avec un trés bon rendement (90% de vésicules
unilamellaires). Dans le cadre de nos expériences nous avons utilis¢ la premicre
méthode qui est plus simple a mettre en oeuvre et qui donne également de trés bons

résultats.

1-4-2. Pression osmotique — Morphologie des vésicules en solution aqueuse

Les bicouches de molécules amphiphiles se comportent comme des membranes
perméables vis-a-vis des molécules d’eau. Les vésicules sont donc trés sensibles a la

pression osmotique du milieu dans lequel elles se trouvent.

Rappelons tout d’abord quelques notions liées a la pression osmotique. Lorsque deux
solutions présentent des concentrations différentes de solutés, la solution la plus
concentrée est dite hypertonique et la solution la moins concentrée est dite hypotonique.
Si les deux solutions présentent la méme concentration de solutés, elles sont dites
isotoniques. Considérons une membrane qui sépare deux milieux ayant des
concentrations de solutés différentes et qui est perméable aux molécules d’eau mais pas
aux molécules de solutés (on parle alors de membrane semi-perméable). L’eau diffusera
de la solution hypotonique vers la solution hypertonique. Ce phénomene qui tend a
¢galiser la concentration des deux milieux est appelé osmose. La pression osmotique, ou
osmolarité, d’une solution peut étre définie comme sa capacité a gagner des molécules
d’eau lorsqu’elle est séparée d’un réservoir d’eau pure par une membrane semi-
perméable. Dans le cas de solutions trés diluées, elle est proportionnelle a la

concentration du soluté et est donnée par la loi de Van’t Hoff :
p=kBT psotute (I-3)

Ou : p.oues €5t la concentration moléculaire du soluté.
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Ainsi, si une membrane semi-perméable sépare deux solutions ayant des pressions
osmotiques différentes, les molécules d’eau diffuseront de la solution ayant la pression

osmotique la plus faible vers la solution ayant la pression osmotique la plus forte.

Les deux milieux qui se trouvent a I’intérieur et a I’extérieur des vésicules peuvent avoir
des pressions osmotiques différentes. La membrane des vésicules se comportant comme
une membrane semi-perméable, la forme des vésicules en solution aqueuse dépend
fortement des valeurs relatives de ces pressions osmotiques. Si les vésicules sont
plongées dans un milieu dont la pression osmotique est supérieure a celle qui régne en
leur sein, I’eau diffuse de I’intérieur vers I’extérieur des vésicules. L’équilibre est atteint
lorsque les deux pressions osmotiques deviennent égales. Dans ce cas de figure, la
membrane des vésicules a une tension nulle ; les vésicules sont flasques (figure I-8a). Si
les vésicules sont plongées dans un milieu dont la pression osmotique est inférieure a
celle qui régne en leur sein, I’eau diffuse de I’extérieur vers ’intérieur des vésicules.
Les vésicules gonflent et 1’équilibre est atteint lorsque la tension de la membrane
compense la différence de pression osmotique entre les deux milieux. Dans ce cas de
figure, la membrane des vésicules est mise sous tension ; les vésicules sont sphériques
(figure 1-8b). La différence de pression entre I’intérieur et I’extérieur de la vésicule est

reliée a la tension de sa membrane par 1’équation de Laplace.
o 2T )
pl pe R (I 4)

Ou : 1 est la tension de membrane de la vésicule et R est son rayon moyen.

Si les vésicules sont plongées dans des solutions tres diluées, dont la pression osmotique
est trés faible, il peut arriver que les membranes se tendent jusqu’a dépasser les limites
de leur ¢lasticité et qu’elles se rompent. Dans ce cas, les vésicules explosent ; elles sont

détruites par choc osmotique.
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Si initialement p; <p Si initialement p; > p
A I’équilibre, la vésicule est flasque A I’équilibre, la vésicule est tendue

Pe Pe

Pi=DPe 2t
@ {f=0 ®) PP =R

Figure I-8 : Morphologies d’une vésicule en solution aqueuse.

2. Les forces intervenant entre deux bicouches de molécules

amphiphiles

Nous allons présenter les différentes forces qui peuvent intervenir entre deux bicouches

de molécules amphiphiles immergées en solution aqueuse.

2-1. Les forces électrostatiques double-couche

La surface d’une bicouche peut étre chargée suite a I’ionisation de la téte hydrophile des
molécules amphiphiles qui la composent ou suite a I’adsorption d’ions provenant de la
solution. Si I’on rapproche ’'une de 1’autre deux bicouches chargées, il apparait entre
elles une répulsion de nature €lectrostatique dont la portée dépend de la concentration
des ions en solution. Nous allons établir I’expression de cette répulsion dans le cas
modele de deux surfaces solides chargées interagissant dans une solution d’électrolyte ;
les résultats que 1’on obtient avec ce systéme mod¢le s’appliquent relativement bien au

cas de deux bicouches d’amphiphiles.

Considérons deux surfaces solides planes de méme charge séparées d’une distance D et

plongées dans une solution d’¢électrolyte (figure I-9). Les ions de la solution portant une
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charge opposée a celle des surfaces (les contre-ions) ont tendance a se rapprocher des
surfaces alors que les ions de méme charge ont tendance a s’en €loigner. La couche de
contre-ions qui se développe alors au voisinage des surfaces écrante leur charge et a
partir d’une certaine distance (de I’ordre de quelques longueurs de Debye) les surfaces

sont vues comme des surfaces neutres. On rappelle que la longueur de Debye A, s’écrit :

A = SOSrkBT (1_5)
D Zzizezpiiooi

Ou : g et g sont respectivement la permittivité du vide et la permittivité relative de la
solution d’¢lectrolyte et ou z; et pi(o0) sont respectivement la valence des ions i et leur

concentration loin des surfaces (en volume).

N

OO o ©0
®

0 09 ¢
OO0 OO O
! '
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-D/2 0 +D/2 X

Figure I-9 : Deux surfaces chargées négativement plongées dans une solution d’électrolyte.

Si I’on rapproche les deux surfaces 1’une de 1’autre, une force répulsive apparait dés que
les deux couches de contre-ions commencent a se recouvrir. Il s’agit d’une répulsion de
nature entropique que 1’on peut estimer a partir de calculs faisant intervenir la pression
exercée sur les deux surfaces (Israelachvili, 1992). A température constante, la pression
est reliée aux potentiels chimiques ; des ions en solution par la relation de Gibbs-

Duhem :
dpP :Z pi du; (I-6)
Avec :

ui=u$+zie\|1+kBTlog(pi) (I-7)
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Ou : y est le potentiel électrostatique et ou toutes les variables dépendent a priori de la
distance D entre les deux surfaces et de 1’abscisse x (figure 1-9).
La pression ressentie a I’abscisse x lorsque les deux surfaces sont amenées de 1’infini

jusqu’a une distance D 1’une de 1’autre vaut :

D
P, (D)=[Y(piziedy+kpTdp;) (1-8)
En utilisant la relation de Poisson a une dimension :
A
w2t . ;ZIepl—O (I-9)

On obtient :

PX(D)z—ﬁsosr{(j—i’jﬁ@)—(j—i’)z(w)}+kBT;[pix(D)—pix(oo)] (I-10)

X

Ou : I’indice x signifie que les valeurs sont calculées a la distance x du centre. Le
premier terme de 1’équation (I-10) correspond a la contribution électrostatique ; c’est
une contribution attractive. Le second terme correspond a la contribution entropique ;
c’est une contribution répulsive.

Afin de simplifier 1’équation (I-10) nous allons établir une relation entre p, (D) et pi(D).

Les ions sont distribués en solution selon une statistique de type Boltzmann décrite par

I’équation :
—p. “Zicy )
pi —pl(w)exp( T j (I-11)
Si I’on dérive I’équation (I-11) par rapport a x, on obtient :
dpi __ zie dv i
dx ~ kpT dx P (-12)

En utilisant la relation de Poisson (I-9), on en déduit :

sdpi e, dy PV gos, d(dyY (1-13)
~dx kT dx dx? 2kgT dx| dx
Sachant que :
dy ) _ _
(d_x)x =Ex-0=0 (I-14)

On a alors :
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. , e dpix () Eo&r Ay 2
Slpu (0)-pu(D)-] S (0)- b (44 ) (1-15)

1

C’est-a-dire :

2
Zilpix(D)=Zi:Pio(D)+ ;IZ?T(‘;—‘S (D) (I-16)

La relation (I-16) est valable quelque soit la distance D entre les surfaces (donc en
particulier lorsque les surfaces sont a une distance infinie I’une de 1’autre).

L’équation (I-10) devient alors :
Py(D)=ksT X[pio(D)-pio(*0)] (1-17)

La pression P,(D) est donc uniforme entre les surfaces ; on la notera désormais P(D).
Elle correspond a la pression ressentie dans la solution d’électrolyte mais aussi a celle
ressentie au niveau des deux surfaces. L’équation (I-17) montre que la pression P(D)
correspond a I’exceés de pression osmotique des ions lorsqu’ils se trouvent au milieu et
entre les deux surfaces par rapport a sa valeur lorsqu’ils se trouvent au milieu mais en
volume. Les concentrations des ions en volume sont connues ; les paramétres a
déterminer sont donc les concentrations des ions au milieu, entre les deux surfaces.

Si on injecte 1’équation (I-11) dans I’équation (I-9), on obtient 1’équation de Poisson-

Boltzmann :

2
dVo 1 5o Ziey | _
ot Zzlepl(oo)exP( T j_o (1-18)

€o0€r G

La résolution de 1I’équation (I-18) permet de calculer la concentration des ions i au
milieu, entre les deux surfaces, mais certaines approximations doivent étre faites afin
d’obtenir des résultats analytiques simples (Verwey, 1948 — Hiemenz, 1977). Dans le

cas particulier d’un électrolyte 1 : 1, I’équation (I-17) devient :

P(D)=ksT p(oo){[exp(%j —1} + {ex{%) - 1}} (I-19)

Ou : vy, est le potentiel électrostatique au milieu, entre les deux surfaces. Supposons que
ce potentiel soit petit et qu’il corresponde a la superposition des potentiels de chaque
surface prise séparément. Le potentiel électrostatique a la distance d d’une surface
isolée, plongée dans un électrolyte 1 : 1 est donné — dans le cas ou la distance d est

grande devant la longueur de Debye A, — par (Gouy, 1910 — Chapman, 1913) :
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~AkpTy _L) ]
y(d)= . ex[{ > (1-20)
Avec :
_ CVYs ;
y—tanh(4kBTj (I-21)

Ou : ys est le potentiel électrostatique sur les surfaces.

On en déduit :

ploo)e? w3

P(D) = =04keTY? p(oo)eXp(%) (1-22)

L’¢énergie libre par unité de surface E associée a cette pression s’obtient alors par

intégration sur D :

D
E(D)=|P(D)dD=64kpTy2%p p(w)exp(X—D) (1-23)
0 D
Pour les faibles potentiels de surface (k T<<1 soit yg << 25,7 mV a 298 K),
B
I’équation (I-23) devient :
E(D 28 ZEoEr =202y eXp(x ) (I-24)

Le potentiel de surface ys peut étre relié a densité surfacique de charge ¢ a 1’aide de
I’équation de Grahame (Grahame, 1953) qui, dans les mémes conditions

d’approximation, s’écrit :

o=t Vs (1-25)
Ap
D’ou:
27”) 02
_ —-D -
Epc(D)= e exr{h) (1-26)

On voit donc que I’énergie d’interaction électrostatique entre deux surfaces solides
chargées séparées d’une distance D décroit de fagon exponentielle avec D ; la longueur
caractéristique de cette décroissance est la longueur de Debye Ap. La relation (I-26)
présente 1’avantage d’étre valable pour tous les types d’électrolyte (1:1, 1:2, 2:2, etc.)
tant que la distance D séparant les surfaces est supérieure a la longueur de Debye Ap.
Pour des distances inférieures a la longueur de Debye, il est nécessaire d’avoir recours a

des résolutions numériques de 1’équation de Poisson-Bolztmann. La concentration des
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ions dans la zone entre les deux surfaces devient alors trés grande et il faut utiliser des
modeles plus compliqués prenant en compte la taille des ions ainsi que les effets de
corrélation des ions adsorbés sur les surfaces.

Le tableau I-1 donne les relations permettant de calculer rapidement la longueur de

Debye d’un électrolyte de concentration molaire ¢ en fonction de sa nature.

Electrolytes 1:1
(c en mol.1™)

Electrolytes 1:2 et 2:1
(c en mol.1™)

Electrolytes 2:2
(c en mol.1™)

Ap (nm)

0,304

7

0,176

%

0,152

7

Tableau I-1 : Relations permettant de calculer la longueur de Debye selon la nature de ’électrolyte.

Remarque — Théoréme des valeurs au contact

La pression étant uniforme entre les deux surfaces et Es = (dy/dx)s étant indépendant de

la distance entre les deux surfaces, on peut réécrire I’équation (I-10) sous la forme :
P(D)=ksT X[pis(D)-pis(-0)] (1-27)

La pression est donc également donnée par 1’augmentation de concentration des ions au
niveau des surfaces lorsque celles-ci sont rapprochées de 1’infini jusqu’a une distance D
I’une de I’autre. Cette expression est valable tant que les ions n’interagissent pas avec
les surfaces, c’est-a-dire tant que les ions ne s’adsorbent pas sur les surfaces et que la

densité surfacique de charge ¢ reste constante.
2-2. Les forces de van der Waals

Deux bicouches de molécules amphiphiles interagissent également par 1’intermédiaire
d’une force attractive : la force de van der Waals. Cette force, qui apparait quelque soit
I’état de charge des bicouches, a pour origine des interactions de type dipolaire. Aprés
avoir rappelé I’origine moléculaire de la force de van der Waals, nous donnerons son
expression dans le cas de deux surfaces macroscopiques, et ce pour différentes

géométries puis nous étudierons le cas de deux bicouches de molécules amphiphiles.
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2-2-1. L’interaction de van der Waals entre deux molécules

Toutes les molécules possédent un moment dipolaire, qui peut étre un moment dipolaire
instantané ou, dans le cas des molécules polaires, la superposition d’un moment
dipolaire instantané et d’un moment dipolaire permanent. Le moment dipolaire
instantané d’une molécule a pour origine la fluctuation quantique des nuages d’électrons
autour des noyaux. Par ailleurs, toutes les molécules sont polarisables : I’application
d’un champ électrique E déplace les nuages d’¢lectrons et les noyaux dans des sens
opposés, créant ainsi un moment dipolaire induit p = a E, ou a est la polarisabilité de la
molécule. Considérons donc deux molécules 1 et 2 de polarisabilité¢ a, et a,, séparées
d’une distance r. La molécule 1 posséde un moment dipolaire p, qui crée a
I’emplacement de la molécule 2 un champ E, ; ce champ induit sur la molécule 2 un
moment dipolaire p, = a, E, qui va interagir avec le moment dipolaire p, de la molécule
1. Il peut alors apparaitre trois types d’interactions dipolaires entre les molécules 1 et 2.
La premiére, qui est toujours présente, est une interaction de type dipdle instantané —
dipdle instantané. Une étude faisant appel aux théories de I’électrodynamique quantique
a révélé qu’il s’agissait d’une interaction attractive en 1/r® (London, 1937) ; elle est
appelée interaction de dispersion ou interaction de London. La deuxiéme, qui apparait
dés que I'une des deux molécules est polaire, est une interaction attractive de type
dipdle permanent — dipdle induit ; elle est appelée interaction d’induction ou interaction
de Debye et présente également un profil en 1/1°. La troisiéme enfin, qui est présente si
les deux molécules sont polaires, est une interaction attractive de type dipole permanent
— dipdle permanent ; elle est appelée interaction d’orientation ou interaction de Keesom
et a aussi un profil en 1/r°. Les trois précédentes interactions sont regroupées sous le
terme d’interaction de van der Waals. Les interactions de dispersion dominent
généralement sur les deux autres sauf si ’on a affaire a des molécules trés polaires
(comme les molécules d’eau par exemple). L’interaction de van der Waals entre deux

molécules 1 et 2 séparées d’une distance r peut donc s’écrire :

eva(r)zﬁ6 (1-28)

Les résultats précédents supposent que les moments dipolaires instantanés des

molécules 1 et 2 restent constants pendant la durée nécessaire au champ électrique pour
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se propager d’une molécule a I’autre. Ils ne sont donc valables que pour des faibles
distances intermoléculaires. Lorsque r > 5 nm, il faut prendre en considération les
variations des moments dipolaires durant la phase de propagation du champ électrique ;
I’interaction de van der Waals est alors plus faible et présente un profil en 1/r’ (Casimir,

1948). On parle alors d’interaction de van der Waals retardée.

2-2-2. L’interaction de van der Waals entre deux surfaces solides

L’interaction de van der Waals macroscopique entre deux surfaces solides peut-&tre
déduite des interactions de van der Waals microscopiques entre les molécules qui les
composent. En premiére approximation, on peut supposer qu’elles sont additives et
additionner toutes les interactions existant entre les molécules de la premiére surface et
les molécules de la deuxiéme surface. Le résultat dépend des géométries des deux
surfaces considérées. Pour deux corps de densité moléculaire p, et p, séparés d’une
distance D et dont les molécules interagissent selon eypyw (r) = a/r°, on obtient

I’interaction macroscopique (Hamaker, 1937) :

__A -
EVDW(D)— D2’ (1-29)
dans le cas de I’interaction entre deux plans.
Evow(D)=28., (1-30)

dans le cas de I’interaction entre une sphére de rayon R et un plan.

Evpw(D)= VR 1R (1-31)

6D °
dans le cas de I’interaction entre deux cylindres croisés de rayons R, et R,.
Ou : A est la constante de Hamaker associée a I’interaction entre les deux interfaces
considérées.

A=r2app; (I1-32)

Ces résultats partent de I’hypothése d’une interaction de van der Waals moléculaire en
1/r° et négligent donc les effets de retard associés a la propagation du champ électrique.
Ils ne sont donc valables qu’aux faibles distances (D < 5 nm). Il existe une théorie plus
compléte, appelée théorie DLP, basée sur les fluctuations du champ électromagnétique

dans un systéme fait de deux espaces semi-infinis séparés par un troisiéme milieu
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(Dzyaloshinskii, 1961). Elle prend en compte ces effets de retard et ne suppose pas
I’additivité des interactions de van der Waals microscopiques. Elle inclut de plus la

contribution du milieu dans lequel les deux corps sont plongés.

2-2-3. L’interaction de van der Waals entre deux bicouches

Les interactions de van der Waals entre deux bicouches de molécules amphiphiles
plongées dans I’eau ont été calculées par application de la théorie DLP. Ces interactions
ayant essentiellement pour origine des interactions dipolaires entre les parties
hydrophobes des molécules, le systéme est représenté par deux tranches d’hydrocarbure

d’épaisseur h, séparées d’une distance D et interagissant a travers un milieu aqueux

(figure I-10).

Bicouches libres Bicouches déposées sur du mica

Tranches d’hydrocarbure

Eau Aalx Eau Mica Eau Mica

Figure I-10 : Modéles utilisés pour étudier ’interaction de van der Waals entre deux bicouches.

Dans le cas de deux bicouches libres dans 1’eau, un calcul négligeant les effets de retard

donne (Mahanty, 1976 — Parsegian, 1993) :

E VDW-Bicouches Libres (D) = A heh2 1- 2 + 1 (1-3 3)
1+ L)2 (1 + @)Z
D D

127D

Ou : A, est la constante de Hamaker associée a 1’interaction entre les deux interfaces

hydrocarbure-eau.
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Si les bicouches sont fixées sur un substrat 1’expression est plus compliquée car il faut
aussi prendre en compte la contribution de ce substrat. Dans la limite du régime non-
retardé, I’interaction de van der Waals entre deux bicouches déposées sur des surfaces

de mica vaut (Israelachvili, 1972 — Parsegian, 1993) :

EVDW-BicoucheS Supportées (D): 1?;%2 1+ 2Amhel/lA heh + Amhm /11? heh
bgf

(1-34)

D

Ou : A, est la constante de Hamaker correspondant a 1’interaction entre 1’interface
mica-hydrocarbure et I’interface hydrocarbure-eau et A, la constante de Hamaker
correspondant a I’interaction entre les deux interfaces mica-hydrocarbure.

On remarque que si la distance séparant les bicouches tend vers zéro, c’est-a-dire si I’on
se rapproche du contact, les deux expressions (I-33) et (I-34) tendent vers une valeur
commune correspondant a 1’interaction entre deux plans d’hydrocarbure dans 1’eau. En
pratique, on considere que I’on est dans cette situation lorsque la distance est inférieure
a I’épaisseur des bicouches :

SiD<h:

E VDW-Bicouches Libres (D) =F VDW-Bicouches Supportées (D) = W (1'3 5)

Dans la limite des grandes distances les deux expressions prennent des formes tres
différentes. L’interaction de van der Waals entre les deux bicouches supportées est plus
grande que celle entre les deux bicouches libres. Cette différence est attribuée a une
contribution énergétique du mica a 1’énergie d’interaction de van der Waals.

SiD>>h:

Aten h?
E vbw -Bicouches Libres (D) = W (1-3 6)

(D)EM(I'FzAmhe /Aheh +Amhm /Aheh) (1'37)

E 127D?

VDW-Bicouches Supportées

Remarque — Théorie DLVO

Le profil d’interaction entre deux bicouches chargées plongées dans une solution

aqueuse est donné, en premicre approximation, par la combinaison des effets associés a
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la répulsion ¢électrostatique et a 1’attraction de van der Waals. La théorie qui détermine
I’importance relative des deux effets a été développée initialement sur des systémes
colloidaux ; elle porte le nom de théorie DLVO (figure I-11), d’aprés le nom des
chercheurs qui ont participé a son élaboration : Derjaguin et Landau (Derjaguin, 1941),

Verwey et Overbeek (Verwey, 1948).

Energie d’interaction

Barriére électrostatique|—> e, .
Répulsion électrostatique

double-couche

0

Minimum secondaire

Distance

Attraction de van der Waals

Minimum primaire

Figure I-11 : Représentation schématique du profil d’interaction de type DLVO.

Selon la distance séparant les deux surfaces, c’est 'un ou ’autre des deux effets qui
domine dans le profil de force. L’attraction de van der Waals présente un profil en loi de
puissance qui décroit trés rapidement avec la distance ; en conséquence, aux trés
longues distances, c’est la répulsion électrostatique et son profil exponentiel qui
dominent. En revanche, aux trés courtes distances, la répulsion électrostatique tend vers
une valeur finie et ¢’est I’attraction de van der Waals qui détermine le profil de force.
Par ailleurs, contrairement a 1’interaction électrostatique double-couche, 1’interaction de
van der Waals peut étre considérée, en premiere approximation, comme étant
indépendante de la concentration de 1’¢lectrolyte. Compte-tenu de toutes ces
approximations, différents cas de figure peuvent en réalité se présenter en fonction de la
concentration de 1’¢lectrolyte et de la densité de charge des surfaces. Dans le cas ou les
surfaces sont trés chargées et plongées dans un électrolyte trés dilué, la répulsion

¢lectrostatique est tres forte et domine le profil de force ; elle atteint un maximum — qui
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constitue une barriere d’énergie — aux alentours de 1 & 4 nm ; dans ce cas, les deux
surfaces se repoussent fortement. Si I’¢lectrolyte est plus concentré, les surfaces peuvent
adhérer trés faiblement et d’une fagon réversible I’'une a l’autre ; on dit qu’elles se
trouvent dans un minimum secondaire de I’énergie. A densité de charge des surfaces
plus faible, la barriecre d’énergie imposée par la répulsion électrostatique est moins
difficile a franchir ; les surfaces restent dans le minimum secondaire de I’énergie ou
bien passent dans le minimum primaire de 1’énergie et adhérent fortement 1’une a
I’autre. Enfin, lorsque les surfaces ne sont quasiment pas chargées, 1’attraction de van
der Waals domine le profil de force ; dans ce cas, les deux surfaces s’attirent fortement.

La théorie DLVO a pu étre vérifiée expérimentalement grace a des mesures de forces
réalisées entre deux surfaces de mica (Israelachvili, 1978) ; ’accord a été trés bon pour
des distances de séparation supérieures a 3 nm. En effet, pour des distances plus faibles,
il faut prendre en compte des forces liées aux propriétés d’organisation du solvant : les
forces d’hydratation (chapitre I-2-3). Les profils de force prévus par la théorie DLVO
ont également été obtenus entre des bicouches d’amphiphile chargées (Pashley, 1981 —
Marra, 1985) ; le comportement a courte distance (inférieure a 3 nm) s’est, ici aussi,
écarté de la théorie. Afin d’expliquer cet écart, il est nécessaire de prendre en compte,
en plus des forces d’hydratation, des forces liées au caractére mobile des bicouches : les

forces stériques (chapitre 1-2-2).

2-2. Les forces de nature stérique

Les bicouches d’amphiphiles sont des objets mous qui se déforment sous I’effet de
I’agitation thermique. Lorsque deux bicouches se rapprochent 1’une de 1’autre, les
oscillations qui en découlent générent inévitablement des chocs et les bicouches se
repoussent. Ces répulsions de nature entropique se présentent sous différentes formes,
correspondant chacune a un mode d’oscillation particulier de la bicouche. Des
répulsions peuvent également apparaitre lorsque des objets de type polymeére sont

adsorbés a la surface des bicouches.
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2-2-1. L’interaction d’ondulation d’Helfrich

Une bicouche libre est tout d’abord capable d’ondulations de grande amplitude,

correspondant a un mouvement d’ensemble de la structure macroscopique (figure I-12).

Eau

m
— e

Figure I-12 : Ondulations d’Helfrich.

Ces ondulations, ainsi que I’interaction qui en découle, sont bien slr fortement
dépendantes du module de rigidit¢ de courbure k. des bicouches. L’interaction
d’ondulation a été estimée pour la premicre fois sur des systémes multilamellaires
(Helfrich, 1978). Les résultats ont ensuite été précisés et notamment deux régimes ont
¢été distingués en fonction de la distance D séparant les bicouches (Helfrich, 1984 —

Evans', 1992).

< |ksT
4met
(kpT)?
~ 1672k (cD?)

Aux petites distances, typiquement lorsque D (de I’ordre de 2 nm) :

Ea(D) (I-38)

Aux grandes distances, typiquement lorsque D>, }% :

EHel(D)~ etkgT ex{ —47W(CD2)j (1-39)

Ou : k. est le module de rigidit¢ de courbure de la bicouche, ¢ est une constante

géométrique qui vaut environ 0,1 pour les bicouches et 1 est la tension de la bicouche.
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L’interaction d’ondulation d’Helfrich disparait lorsque les bicouches sont fixées sur des
substrats solides et elle est considérablement réduite lorsque les bicouches sont mises
sous tension.

2-2-2. L’interaction péristaltique

Une bicouche est également le siege de fluctuations d’épaisseur (figure I-13).

Figure I-13 : Ondulations péristaltiques.

Ces fluctuations sont de moins grande amplitude que les ondulations d’Helfrich.
L’interaction correspondante est appelée interaction péristaltique ; elle dépend de la
capacité qu’a une bicouche a augmenter 1’aire de sa surface et elle est de plus courte
portée (environ 1 nm) que [D’interaction d’ondulation d’Helfrich. L’interaction
péristaltique entre deux bicouches séparées d’une distance D est bien décrite par
I’équation (Israelachvili, 1992) :

(kpT)?

EPCr(D)E%‘CZ—KeD“ (1-40)

Ou : k. est le module d’expansion de la surface de la bicouche.
2-2-3. L’interaction de protrusion
Les molécules amphiphiles qui composent une bicouche ne sont pas irrémédiablement

fixées a celle-ci. Elles peuvent en effet s’écarter individuellement de la structure

bidimensionnelle et sortir partiellement de la bicouche (figure 1-14).
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bt
R

Figure I-14 : Protrusion des molécules amphiphiles.

La répulsion entropique qui en résulte lorsque deux bicouches sont a proximité ’'une de
I’autre est appelée interaction de protrusion ; c’est une interaction de trés courte portée
(environ 0,1 a 0,3 nm). Il n’existe pas a proprement parler de théorie qui décrive cette
interaction ; son expression a ¢té établie de fagon purement empirique (Israelachvili,

1992) :

Epro(D)23Zpro kT exP{}CD J (1-41)

pro
Ou : X, est la densité surfacique des sites de protrusion et Ay, la longueur de
décroissance caractéristique de l’interaction de protrusion (de 1’ordre de quelques

dixiémes de nanométre).
2-2-4. L’interaction entre bicouches recouvertes de polymeéres

Lors de certaines expériences on est amené a fonctionnaliser la surface des bicouches
avec des polyméres ou des objets assimilables aux polymeéres par certaines de leurs
propriétés. C’est par exemple le cas lorsqu’on adsorbe des protéines a la surface de
bicouches afin d’étudier leur interaction (chapitre V-2). En effet, une protéine peut au
cours d’une expérience se dénaturer (elle se déploie) et adopter alors un comportement
assimilable a celui des polyméres. C’est également le cas lorsqu’on réalise des
bicouches a partir de deux lipides différents dont 1’un posséde une partie hydrophile
beaucoup plus grande que 1’autre ; cette partie ressort alors de la bicouche et se
comporte comme un polymere flexible. Lorsqu’on rapproche I'une de I’autre deux

bicouches dont les surfaces sont recouvertes de polymeres, il apparait généralement une
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force répulsive d’origine entropique. Il existe cependant des cas ou la force est attractive
suite a des phénoménes de pontage ou de déplétion des polymeres dans la zone située

entre les deux surfaces.

Forces répulsives entre deux surfaces recouvertes de polymeres

Lorsque les polymeéres sont mis en solution dans un bon solvant, leurs chaines se
déploient et s’organisent en pelotes statistiques dont la taille est donnée par le rayon de
Flory Ry :

R =In3> (1-42)

Ou : n est le nombre de monomeéres constituant le polymére et 1 est la taille d’un
monomere.

Il en est de méme lorsque les polymeéres sont greffés sur une surface a condition que la
densité de greffage soit suffisamment faible pour que deux polymeéres voisins ne se
chevauchent pas (figure I-15a). Dans ces conditions, les polymeéres d’une surface
interagissent uniquement, sur le plan stérique, avec les polymeéres de 1’autre surface.

Le parametre d’échelle utilisé¢ dans les problémes faisant intervenir les polymeéres est
leur rayon de giration R,, qui donne la taille de la pelote statistique formée par leur

chaine dans le cas idéal ou les monomeéres n’interagissent pas les uns avec les autres :

_lvn
6

Lorsque les deux surfaces sont rapprochées 1’'une de l’autre jusqu’a une distance

R, (1-43)

inférieure a quelques rayons de giration, les polymeres se retrouvent confinés ; ceci
induit une diminution du nombre de configurations qui leur sont accessibles et il
apparait une force répulsive d’origine entropique. Dans la gamme des distances
comprises entre 8R, et 2R,, I’interaction entre les deux surfaces est bien décrite par la

relation (Dolan, 1974) :

Epol(D)236 50 kg T eXp(i—Dj (1-44)
g

Ou : X, est la densité surfacique des polymeres.
Pour des densités de greffage plus élevées, les polymeéres ressentent en plus un effet de

confinement au sein de la surface sur laquelle ils sont fixés. Leurs chaines s’étendent
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alors sur une longueur L supérieure au rayon de giration ; c’est le régime “brosse”
(figure I-15b). Lorsque la distance entre les surfaces devient inférieure a 2L, elles se
repoussent sous 1’effet de la pression (de Gennes, 1985 — de Gennes, 1987) :
/4 /4

r(o)= kel (2L (2] 1-45)
Ou : s est la distance moyenne séparant les sites de fixation des polymeres sur les
surfaces.
Le premier terme de I’équation (I-45) est un terme répulsif ; il correspond a la répulsion
entropique entre les chaines des polymeéres qui tend a augmenter D. Le second terme est
un terme attractif ; il correspond a la réponse élastique des chaines des polymeres au
phénomeéne d’étirement et tend a diminuer D. Dans la gamme des distances comprises
entre 0,9L et 0,2L, I’énergie d’interaction entre les deux surfaces peut s’écrire

(Israelachvili, 1992) :

100LX3/2
Epoi(D)z——2 kpT exp(ﬂ) (1-46)
T L
Ou:

5/3

Lzs(%j (1-47)
Pelotes statistiques Chaines étendues
|<51> L
4+“—>r « >
(a) D (b) D

Figure I-15 : Interactions répulsives entre deux surfaces recouvertes de polyméres.
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Forces attractives entre deux surfaces recouvertes de polymeres

Dans certaines circonstances, des forces de nature attractive peuvent également
apparaitre entre deux surfaces recouvertes de polymeres.

Lorsque les polyméres se trouvent dans un bon solvant et que leur densité de greffage
sur les surfaces est faible, ils peuvent réaliser des pontages c’est-a-dire se lier aux deux
surfaces en méme temps (figure I-16a). La force d’attraction correspondante est bien sir
d’autant plus importante que 1’affinité des polymeres pour les deux surfaces est grande.
C’est le cas, par exemple, lorsque les polymeéres s’adsorbent spontanément sur les
surfaces.

Une attraction peut également apparaitre si les polymeéres se trouvent dans un mauvais
solvant. Dans une telle situation, leurs chaines ont effectivement tendance a s’attirer afin
de réduire les zones de contact avec les molécules du solvant. Les surfaces sont alors
rapprochées 1’'une de I’autre et une répulsion de nature stérique réapparait lorsque le
confinement des polymeéres devient trop important.

Le dernier cas pouvant générer une attraction est celui ou les polymeres ne présentent
pas d’affinité pour les surfaces. Lorsqu’on rapproche les deux surfaces 1'une de ’autre,
les polymeres sont chassés de la zone entre les deux surfaces (figure I-16b). Leur
concentration en volume devient alors plus importante que leur concentration entre les
deux surfaces et il apparait une attraction d’origine osmotique ; on parle également de

force de déplétion entre les deux surfaces.
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Pontage Déplétion

(@) (b) @® @

Figure I-16 : Interactions attractives entre deux surfaces recouvertes de polymeéres.

2-3. Les forces d’hydratation

Les molécules d’eau ne possédent pas les mémes propriétés d’organisation lorsqu’elles
se trouvent en volume ou lorsqu’elles se trouvent a proximité de la surface d’une
bicouche. La forte affinité entre les tétes polaires et les molécules d’eau forcent ces
dernicres a s’organiser en couches discretes sur une distance correspondant a quelques
diamétres moléculaires ; la zone ainsi créée est appelée zone d’hydratation. Lorsque
deux bicouches se rapprochent I’une de 1’autre, les zones d’hydratation se recouvrent et
il apparait une force répulsive de courte portée que I’on appelle force d’hydratation ou
force structurale. Nous allons tout d’abord présenter la forme que prend cette force dans
le cas de deux surfaces solides puis nous étudierons le cas de deux bicouches

d’amphiphiles.
2-3-1. Les forces oscillatoires entre deux surfaces solides
Dans le cas de deux surfaces solides, la force d’hydratation présente généralement un

profil oscillatoire et peut-€tre attractive ou répulsive selon I’affinité de la surface pour

les molécules d’eau. Afin de bien comprendre 1’origine de cette force, il est nécessaire
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de savoir comment les molécules d’eau s’organisent a proximité des surfaces puis
comment cette organisation est perturbée lorsqu’on rapproche les deux surfaces I'une de

l’autre.

Surfaces solides inertes

Considérons le cas modele ou les molécules d’eau sont représentées par des spheres qui
n’interagissent pas avec les surfaces et qui n’interagissent entre elles qu’a travers une
répulsion de type sphéres dures. Des études théoriques et des simulations numériques
ont réveélé que la densité des molécules d’eau a proximité d’une surface solide présentait
alors un profil oscillatoire amorti dont la période est de 1’ordre du diameétre o des

molécules d’eau et dont la portée est de 1’ordre de quelques ¢ (Rao, 1979 — figure I-17).

pw__ __________

D

Figure I-17 : Profil de densité des molécules d’eau au voisinage de deux surfaces solides inertes.

De manicre analogue au cas de deux surfaces chargées interagissant a travers une
solution d’électrolyte (équation I-27), on peut établir une relation pour la pression qui
s’exerce sur deux surfaces plongées dans I’eau et rapprochées jusqu’a une distance D
1’une de I’autre (Evans?, 1990) :

P(D)=kgT [ps(D)—ps(oo)] (1-48)
Ou : ps(D) et ps(e0) sont les densités des molécules d’eau au niveau des surfaces lorsque
celles-ci sont respectivement a une distance D ou a une distance infinie 1’'une de I’autre.
La force d’hydratation entre deux surfaces est donc directement reliée a la variation de

densité¢ des molécules d’eau au niveau de ces deux surfaces lorsqu’on les rapproche
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I’une de I’autre. Elle correspond a la force qu’il est nécessaire de fournir pour détruire
les couches successives de molécules d’eau et présente également un profil oscillatoire
amorti dont la période est de I’ordre de o et dont I’amortissement est de I’ordre de

quelques o (figure I-18).

Figure I-18 : Forces d’hydratation entre deux surfaces solides inertes.

Dans la limite des trés faibles séparations, lorsque la derniére couche de molécules
d’eau a été ¢jectée, on a:

P(D—0)=—kgTps() (1-49)
La force entre les deux surfaces est alors une force attractive. En premicre
approximation, et pour des distances de séparation de quelques o, la pression qui

s’exerce sur les deux surfaces peut s’écrire (van Megen, 1979) :

P(D)E—kBTps(oo)cos(znTD)exp(%) (1-50)

Surfaces hydrophiles — Surfaces hydrophobes

En réalité¢, les molécules d’eau interagissent entre elles et avec les surfaces par
I’intermédiaire de potentiels plus compliqués que des potentiels de type sphéres dures.
L’importance relative de ces potentiels détermine 1’état d’organisation des molécules
d’eau au voisinage d’une surface. En présence de surfaces trés hydrophiles, les
molécules d’eau ont tendance a s’organiser en couches trés denses et a se lier tres

fortement aux surfaces (Snook, 1979). La destruction de ces couches nécessite
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beaucoup d’énergie et le résultat est une force d’hydratation qui présente un
comportement globalement répulsif mais qui conserve son caractére oscillatoire (figure
I-19a). Par contre, lorsque I’affinité des molécules d’eau pour les surfaces est moins
importante que 1’affinit¢ des molécules d’eau entre elles, la force d’hydratation a
tendance a étre globalement attractive (figure I-19b). C’est ce qui se produit lorsque 1’on
met en contact deux surfaces hydrophobes dans 1’eau. A courte distance, les molécules
d’eau ont tendance a fuir I’espace se trouvant entre les deux surfaces. Leur densité au
niveau des surfaces est alors plus faible que leur densité en volume et le résultat est une
force attractive de type déplétion. On parle également de forces hydrophobes pour
caractériser de telles attractions ; on les rencontre par exemple entre deux surfaces
d’hydrocarbures ou de fluorocarbures. Des expériences de mesures de forces réalisées
entre deux surfaces de mica ont permis de vérifier le comportement globalement
répulsif de la force d’hydratation dans le cas de deux surfaces hydrophiles plongées
dans I’eau (Israelachvili, 1983). Elles ont mis en évidence un profil exponentiel ayant
une longueur caractéristique de décroissance d’environ 1 nm et une portée d’environ 4
nm. Un profil oscillatoire ayant une période d’environ 0,25 nm (correspondant au
diamétre ¢ des molécules d’eau) a également été observé pour des distances inférieures
a 1,5 nm. Quant aux forces hydrophobes, elles ont pu étre étudiées expérimentalement
pour la premiere fois grice a des mesures de forces entre deux micas rendus
hydrophobes par adsorption d’une monocouche d’amphiphile (Israelachvili, 1982). Ces
mesures ont mis en évidence une force attractive exponentielle ayant une portée de
plusieurs dizaines de nanométres et dont I’intensité est deux fois plus importante que
celle de la force de van der Waals. Méme si des explications a ces phénomenes ont pu
étre proposées (Marcelja, 1977 — Henderson, 1986 — Attard, 1988 — Luzar, 1987 —
Yaminsky, 1996 — Lum, 1999), il n’existe pas encore, a I’heure actuelle, de théorie

permettant de décrire de fagon satisfaisante les forces d’hydratation.
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(b D

Figure I-19 : Forces d’hydratation entre deux surfaces solides hydrophiles (a) ou hydrophobes (b).

2-3-2. Les forces d’hydratation entre deux bicouches d’amphiphiles

Dans le cas de deux bicouches d’amphiphiles, I’organisation des molécules d’eau en
couches discretes bien définies n’est plus possible. En effet, la surface formée par les
tétes polaires est trés rugueuse a 1’échelle des molécules d’eau et la bicouche est,
comme on ’a vu au chapitre I-2-2, un objet qui fluctue sous ’effet de 1’agitation
thermique. On n’observe plus dans ce cas de force oscillatoire mais uniquement une
force répulsive présentant un profil exponentiel (Caffrey, 1983). De nombreuses
expériences ont ¢été réalisées, utilisant des techniques de mesures de pressions
osmotiques (LeNeveu, 1976), ’appareil de mesures de forces entre surfaces (Marra,
1985) ou encore la technique des vésicules micromanipulées (Evans', 1987) ; elles ont
toutes mis en évidence une répulsion de type exponentiel présentant une longueur
caractéristique de décroissance de 0,1 a 0,6 nm et une portée de 1 a 3 nm. L’énergie
d’interaction associée a la force d’hydratation entre deux bicouches séparées d’une

distance D est bien décrite par I’équation :
EnalD)=E =D I-51
hyd( ) hydo €X A ( )

Ou : Ay, la longueur caractéristique de décroissance de la force d’hydratation, est de

I’ordre de quelques dixiémes de nanométre.



44 Chapitre 1 : Généralités

Cette interaction présentant un profil trés similaire a celui des forces stériques de
protrusion (équation 1-41), il est trés difficile d’estimer la contribution de chacun des
deux phénomenes d’hydratation et de protrusion. Une explication consiste a penser que
le phénoméne d’hydratation n’intervient qu’a travers un habillage plus ou moins
important des tétes polaires, ce qui a pour conséquence d’augmenter leur taille et donc
la portée de la force de protrusion (Israelachvili, 1990). Cette interprétation a donné lieu
a de vives discussions (Parsegian, 1991) et d’autres expériences et études théoriques
doivent encore étre réalisées afin de pouvoir déterminer la contribution a la répulsion a
courte distance due a la fluctuation des molécules amphiphiles hors de la bicouche et

celle due a la structuration de 1’eau au voisinage des tétes polaires.

Remarque — Force hydrophobe entre bicouches

L’interaction hydrophobe qui pourrait avoir lieu dans 1’eau entre les chaines carbonées
des molécules amphiphiles est généralement masquée par la présence des tétes
hydrophiles. Elle peut néanmoins réapparaitre lorsque l’aire occupée par les tétes
hydrophiles devient plus petite et qu’il existe alors des zones de contact entre les
chaines hydrophobes et la phase aqueuse (Helm, 1989). De telles situations peuvent se
produire lorsque la bicouche est le siege de phénomenes d’expansions latérales liés, par

exemple, a I’application d’un champ électrique ou a un gonflement par effet osmotique.

2-4. Les forces spécifiques

Les forces de nature électrique (forces électrostatiques double-couche et forces de van
der Waals) ainsi que les forces de nature stérique se retrouvent dans la plupart des
systémes impliquant des bicouches d’amphiphiles. Nous allons présenter ici des forces
qui sont plus spécifiques a la structure chimique et géométrique des molécules
constituant la bicouche. Les connaissances actuelles en synthése bio-organique
permettent en effet de créer des composés amphiphiles trés originaux comportant des
groupes fonctionnels capables de mimer certaines des liaisons qui sont présentes au sein
des systemes biologiques. Nous parlerons dans cette partie des liaisons hydrogéne, des

liaisons par chélation et des liaisons récepteur-ligand.
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2-4-1. Les liaisons hydrogene
Les liaisons hydrogene de [’eau

La molécule d’eau peut étre vue comme une molécule possédant une charge partielle
négative — localisée au niveau de I’atome d’oxygene — et des charges partielles positives
— localisées au niveau des atomes d’hydrogéne. Quand deux molécules d’eau sont
proches I’'une de ’autre, leurs régions de charges opposées s’attirent. Chaque atome
d’hydrogene de la molécule d’eau se retrouve ainsi li¢ a deux atomes d’oxygene par
I’intermédiaire  d’une liaison intramoléculaire covalente et d’une liaison
intermoléculaire de nature électrostatique, appelée liaison hydrogéne (Joesten, 1974 —
Schuster, 1976). Cette liaison hydrogene est relativement forte : elle est environ dix fois
plus forte qu’une interaction de type van der Waals mais reste dix fois moins forte
qu’une liaison covalente. Elle est également directionnelle et organise les molécules
d’eau en une structure tétraé¢drique (figure I-20). Ceci confére a I’eau des propriétés tres
particuliéres. Par exemple, 1’eau possede une température de vaporisation anormalement
¢levée compte tenu de la petite taille de ses molécules car le passage de 1’¢état liquide a
I’état vapeur nécessite de rompre les liaisons hydrogéne, ce qui colite beaucoup
d’énergie.
®

/ . l'll
Liaisons hydrogéne B i }
deleau \ ?

P

Figure I-20 : Structure tétraédrique locale formée par les molécules d’eau.
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Autres systemes présentant des liaisons hydrogene

Les liaisons hydrogene ne sont pas spécifiques a I’eau. Elles peuvent se former d’une
fagon générale entre un atome trés électronégatif A (I’accepteur) et un atome
d’hydrogéne H li¢ de maniére covalente a un autre atome trés électronégatif D (le
donneur) ; la liaison se note D-H---A. La force d’une liaison hydrogéne est d’autant plus
grande que le donneur est plus électronégatif ; ainsi les liaisons de type O-H---A seront,
par exemple, plus intenses que les liaisons de type N-H---A. En I’absence de contrainte
stérique, la liaison hydrogéne est linéaire ; des écarts angulaires sont néanmoins tolérés
mais ils réduisent son intensité. Les liaisons hydrogeéne sont présentes également dans
de nombreux édifices macromoléculaires dont elles assurent la stabilité. Elles
interviennent par exemple lors du processus de repliement des protéines et sont, avec les
forces hydrophobes, les principales forces responsables de la stabilit¢ des protéines
globulaires (Pace, 1996 — Myers, 1996). De méme, la cohésion de la structure en double
hélice de ’ADN est assurée par les liaisons hydrogéne que forment entre elles les bases
complémentaires de chaque brin (figure [-21). L’interaction par liaisons hydrogéne a pu
étre étudiée, entre autres, grace a des mesures de forces en SFA entre deux bicouches
comprenant des groupes donneurs et des groupes accepteurs de liaisons hydrogene
(Pincet, 1994 — Schneider, 1998). La premiere étude impliquait des lipides synthétiques
dont la téte polaire était constituée des bases A ou T de I’ADN (figure I-22 — Lebeau,
1992). Elle a mis en évidence une attraction a trés longue distance (50 nm) et a permis
de réaliser une mesure directe des énergies d’adhésion A/A, T/T et A/T. La deuxiéme
étude concernait des lipides synthétiques dont la téte polaire comprenait une glycine.
Elle a confirmé que les forces impliquées lors de la séparation de bicouches capables de

former des liaisons hydrogene étaient trés grandes.
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Molécule d’ADN Liaisons hydrogéne formées
entre les bases A et T de ’ADN
Squelette
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Paire de
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Figure I-21 : Liaisons hydrogéne entre les bases de I’ADN.

D’apreés : http://www.accessexcellence.org/AB/GG/
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Figure I-22 : Structures lipidiques utilisées pour la mesure des énergies d’adhésion
A/A, T/T et A/T. La base modifiée MeT a permis d’étudier I’effet d’un blocage de la fonction

donneur de liaisons hydrogéne sur les énergies d’adhésion mesurées (chapitre III).
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2-4-2. Les liaisons par chélation

Dans les milieux biologiques, les ions métalliques ne se trouvent pas a I’état libre ; ils
forment généralement des complexes avec des molécules organiques. Par exemple,
I’absorption des minéraux par I’organisme ne peut se faire que si ces derniers sont liés a
deux acides aminés qui vont permettre leur passage a travers la paroi intestinale puis
leur distribution dans le systeme sanguin. Le mode de liaison utilisé s’appelle la
chélation. Le mot chélation vient du grec khele qui signifie pince. C’est un mode de
liaison au cours duquel au moins deux groupes d’une molécule organique se lient a un
méme atome métallique pour former une structure annulaire (figure I-23). Afin que la
liaison par chélation soit effective, les deux groupes de la molécule organique ne
doivent pas étre trop éloignés 1'un de I’autre par comparaison a la taille de 1’atome
métallique. La liaison doit étre suffisamment forte pour empécher que d’autres
composés s’imposent en compétiteur vis-a-vis de la molécule organique chélatante mais
¢galement suffisamment faible pour pouvoir étre rompue quand cela sera nécessaire. La
structure fermée du complexe protége I’ion métallique vis-a-vis d’éventuelles réactions
chimiques indésirables.

A T’heure actuelle, trés peu de choses sont connues sur le mécanisme de chélation et
notamment aucune mesure de forces n’a encore ét¢ réalisée afin d’évaluer I’énergie de

liaison d’un ion métallique & un composé chélatant.
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Figure I-23 : Chélation d’un ion nickel par un groupement nitrilotriacetate (NTA).

2-4-3. Les liaisons récepteur-ligand

La transmission de nombreuses informations au sein des milieux vivants est assurée par

des molécules (les ligands) qui interagissent avec les cellules en se liant a des protéines
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spécifiques (les récepteurs). Ces interactions sont la résultante d’interactions connues
(interactions de van der Waals, interactions hydrophobes, liaisons hydrogene, efc.) et
d’une bonne compatibilité géométrique entre le ligand et le récepteur. On les rencontre,
par exemple, lors de la reconnaissance des antigénes par les anticorps ou encore lors de

I’association des enzymes a leurs substrats (figure [-24).

Reconnaissance antigéne-anticorps Mode d’action des enzymes
Antigenes
' ' T Substrat .
Produits ()

C O
Domaines de liaison

aux antigenes
Enzyme Complexe
enzyme-substrat

Anticorps

(a) (b)

Figure I-24 : Exemple de phénomeénes faisant intervenir des interactions de type ligand-récepteur.

D’apreés : http://www.accessexcellence.org/AB/GG/

L’affinité du récepteur pour son ligand est déterminée par la constante de dissociation

du complexe formé par les deux molécules :

L+R «sL-R (1-52)
Kq
Ou:
[LR] _
Ka=1m] (1-53)

Cette constante de dissociation est souvent connue mais il n’en est pas de méme des
mécanismes physiques gouvernant I’interaction. Ainsi, bien souvent, ni la portée, ni
I’intensité des forces mises en jeu ne sont connues. Une méthode permettant de
caractériser ces interactions consiste a effectuer des mesures de forces en SFA entre une

bicouche sur laquelle est fix¢é le récepteur et une bicouche dans laquelle est incorporé un


http://www.accessexcellence.org/AB/GG/

50 Chapitre I : Généralités

lipide ayant pour téte polaire le ligand. Les premiéres mesures de ce type ont été
réalisées pour le couple streptavidine-biotine (figure I-25 — Helm, 1991 — Wong, 1999) ;
elles ont mis en évidence une attraction trés forte a trés courte distance (environ 1 nm).
La méthode a pu également étre appliquée a I’é¢tude de I’interaction entre un antigene et

un anticorps (Leckband, 2000a).

Figure I-25 : Configuration expérimentale ayant permis de mesurer ’interaction

streptavidine-biotine en SFA. D’aprés (Wong, 1999).

3. Les rétinoides

L’acide rétinoique est une molécule dérivée de la vitamine A ou rétinol (figure 1-26a)
qui intervient lors de nombreux processus physiologiques comme la régulation de la
croissance et de la division cellulaire ou encore le développement embryonnaire. Parmi
les dérivés biologiquement actifs de la vitamine A, on compte également le rétinal
(figure I-26b), qui joue un rdle important dans le maintien de la fonction visuelle. Les
fonctions trés importantes qu’occupe la vitamine A au sein de notre organisme ont
motivé de nombreuses recherches dans le milieu médical. Des dérivés synthétiques ont
notamment été ¢élaborés dans le but d’obtenir des composés plus actifs et moins
toxiques. Certains dérivés se sont ainsi révélés tres efficaces dans le traitement de
maladies dermatologiques comme ’acné (Bershad, 2001) ou le psoriasis (Marks, 1999)

et d’autres ont pu étre utilisés en thérapie anti-cancéreuse (Lippman, 1987) et
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notamment dans le traitement de la leucémie promyélocytaire (Chomienne, 1996). A
I’heure actuelle, de nombreux essais cliniques sont encore réalisés sur des dérivés
synthétiques du rétinol afin de tester leur efficacité dans la prévention et le traitement de
certains cancers (Hong, 1997). La vitamine A et l’ensemble de ses dérivés

biologiquement actifs, naturels ou synthétiques, forment la famille des rétinoides.

@ NNNN"N0oH  Rétinol

b) XX Rétinal

Figure I-26 : Structures du rétinol et du rétinal.

3-1. Fonction biologique de I’acide rétinoique

L’acide rétinoique intervient dans de nombreux processus de transcriptions géniques au

cours desquels il module la synthése de diverses protéines.

3-1-1. Rappel sur la synthese et la structure des protéines

Synthese des protéines

Les protéines sont les principaux constituants des cellules ; elles représentent plus de
50% de leur masse séche totale. Leur synthése est donc fondamentale a I’entretien, la
croissance et le développement des cellules. Elle est le résultat d’une collaboration entre
différentes molécules dérivées de I’ADN et nécessite plusieurs étapes préalables. La
molécule d’ADN est tout d’abord copiée en une molécule d’ARN au niveau de la zone
codant pour la protéine ; c’est la phase de transcription. L’enzyme permettant cette
transcription est I’ARN polymérase. La molécule d’ARN est ensuite débarrassée de ses
séquences non codantes et devient une molécule d’ARN messager (ARNm) ; c’est la

phase de maturation. L’ARNm passe alors dans le cytoplasme ou I’information qu’elle
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contient est décodée au niveau des ribosomes ; c’est la phase de traduction, qui aboutit a

la formation de la protéine (figure I-27).

[ DO [ T [ JADN
Z

Transcription l
[ [ T [ ARN transcrit primaire
Maturation i
[ ARN messager Noyau
D X G
[ ARN messager Cytoplasme
Traduction i

Figure I-27 : Différentes étapes conduisant a la synthése d’une protéine.
Structure des protéines

Les protéines possedent une structure a plusieurs niveaux d’organisation (figure 1-28).
Cette structure tres particuliere leur permet de remplir des fonctions bien spécifiques.
Les protéines sont constituées d’un enchainement d’acides aminés reliés entre eux par
des liaisons covalentes (liaisons peptidiques et liaisons disulfides). L’ordre de cet
enchainement détermine la structure primaire d’une protéine. Certains segments de cette
structure primaire peuvent se replier sur eux-mémes sous 1’effet de liaisons hydrogéne
pour former des motifs particuliers. Ces motifs, qui présentent généralement une
structure hélicoidale (hélices o) ou une structure en feuillets (feuillets ), constituent la
structure secondaire des protéines. Les hélices o et les feuillets B sont reliés les uns aux
autres par des chaines de la structure primaire, ce qui leur conférent une grande
mobilité ; ils s’organisent dans I’espace sous ’effet de liaisons non covalentes (liaisons
hydrogene, forces hydrophobes, forces électrostatiques, efc.) pour former la structure
tertiaire des protéines. Les protéines peuvent également présenter une structure
quaternaire, qui consiste en un regroupement de motifs de la structure tertiaire. Les

liaisons de la structure quaternaire sont les mémes que celles de la structure tertiaire.
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Structure primaire

A N
Structure secondaire h
A Y

Feuillets 3
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Hélices a

Structure quaternaire

Figure I-28 : Structure des protéines.

D’apres : http://www.accessexcellence.org/AB/GG/

3-1-2. Mode d’action de I’acide rétinoique

Les rétinoides sont fournis a I’organisme sous la forme d’esters de rétinol par des
aliments d’origine animale (jaunes d’oeufs, graisses animales, foies, efc.) ou sous la
forme de caroténoides par des aliments d’origine végétale (carotte, persil, abricot, etc.).
Les esters de rétinol et les caroténoides sont ensuite hydrolysés en rétinol dans les
entérocytes (cellules de I’intestin) puis le rétinol est stocké dans les cellules stellaires
hépatiques (cellules du foie). Le rétinol est libéré dans le plasma sanguin sous la forme
d’un complexe qu’il forme avec une protéine : la RBP (retinol binding protein). Le
complexe binaire rétinol-RBP se lie lui-méme a une protéine de transport : la
transthyrétine (TTR) ; la fixation du rétinol a la RBP est nécessaire a la formation du
complexe ternaire rétinol-RBP-TTR. Le complexe rétinol-RBP-TTR est ensuite
acheminé jusqu’aux cellules des tissus cibles, ou le rétinol est oxydé en acide
rétinoique. Dans les cellules, I’acide rétinoique se fixe sur une protéine de transport
cytoplasmique appelée CRABP (cytoplasmic retinoic acid binding protein) qui lui
permet de diffuser jusque dans le noyau. Dans le noyau, I’acide rétinoique se lie a I’un
de ses récepteurs nucléaires, appelés RAR et RXR (pour retinoic acid receptor et

retinoid X receptor) puis les couples acide rétinoique-récepteur s’associent deux par
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deux pour former des homodimeres ou des hétérodimeres. Ces dimeres se fixent alors
sur une région particuliere de I’ADN appelée RARE (retinoic acid response elements),
ou ils vont initier la transcription de genes codant pour certaines protéines. Le role des
complexes acide rétinoique-récepteur est de participer a la fixation de I’ARN
polymérase sur la région de I’ADN contenant le code génétique de la protéine a

exprimer et d’interagir avec divers co-facteurs permettant d’activer la transcription.

3-2. Les récepteurs de I’acide rétinoique

Les récepteurs de 1’acide rétinoique ne peuvent initier la transcription d’un géne donné
que lorsqu’ils sont liés a leur hormone (ou ligand). Ils appartiennent a la famille des
facteurs de transcription hormone-dépendants (ou ligand-dépendants), qui comporte
¢galement, entre autres, les récepteurs de la vitamine D, les récepteurs des hormones
stéroides (androgeénes, oestrogénes) ou encore les récepteurs des hormones
thyroidiennes. En 1’absence d’hormone, ces récepteurs sont souvent liés a des co-
facteurs inhibiteurs de la transcription, ce qui a pour conséquence de bloquer
I’expression des genes cibles de ’hormone. En revanche, en présence d’hormone, la
liaison hormone-récepteur induit un changement de conformation du récepteur (chapitre
[-3-2-3) qui empéche toute liaison a des co-facteurs inhibiteurs au profit de liaisons a
des co-facteurs activateurs ; le géne cible de 1’hormone peut alors étre exprimé
(Germain, 2002). L’acide rétinoique est capable d’exprimer une grande variété de
genes. Cette diversité dans D’activit¢ génique de [’acide rétinoique s’explique
essentiellement par I’existence de différents types de récepteurs et de différents
rétinoides naturels capables de se lier a ces récepteurs (Chambon, 1996). Une autre
source de diversité est lie a la capacité qu’ont les récepteurs a former des oligomeres et
aux différentes formes d’interactions pouvant exister entre ces oligomeres et la région

de I’ADN codant pour la protéine a exprimer.

3-2-1. Différents types de récepteurs

I1 existe deux familles de récepteurs de I’acide rétinoique : la famille des RAR (retinoic

acid receptors) et la famille des RXR (retinoid X receptors). Chaque famille de
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récepteurs comporte trois types (ou isotypes) o, B et y qui peuvent eux-mémes exister
sous différentes formes (ou isoformes) ; les récepteurs sont donc notés : RARal,
RARa2, etc. Les RAR posseédent deux ligands naturels : I’acide rétinoique tout-trans et
I’acide rétinoique 9-cis (figure 1-29) alors que les RXR possédent pour unique ligand

naturel ’acide rétinoique 9-cis.

O
XXX OH ' '
(a) Acide rétinoique tout-trans
X
(b) Acide rétinoique 9-cis
——
=

Figure I-29 : Ligands naturels des récepteurs des rétinoides.

Les récepteurs des rétinoides possédent, comme tous les récepteurs nucléaires, une
structure organisée en différents domaines, chaque domaine étant associ¢ a une fonction
particuliere. Ces domaines sont repérés par les lettres A a F allant de I’extremité N-
terminale vers I’extremité C-terminale de la protéine. La structure des RAR comporte
six domaines distincts alors que celle des RXR n’en comporte que cinq (figure I-30). Le
domaine A/B situé dans la région N-terminale du récepteur posséde une fonction
d’activation de la transcription qui est indépendante du ligand et que 1’on note AF-1. Le
domaine central C est le domaine de liaison du récepteur a la région RARE de I’ADN ;
il est not¢ DBD (DNA binding domain). La fixation du récepteur a I’ADN est assurée
par une structure en “doigts de zinc” de la surface du DBD (sorte de pincement sur la
chaine du DBD) qui lui permet de venir s’incruster dans les sillons créés par les hélices
de ’ADN (Rastinejad, 2000). Cette région possede également une petite surface de
dimérisation. Le domaine D est essentiellement un domaine charniére entre le DBD et le
domaine suivant dont la longueur dépend fortement de la nature de la région RARE de

I’ADN ; il confére aux récepteurs une grande flexibilité leur permettant de se lier a des
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¢léments de réponse trés variés. Le domaine E posséde plusieurs fonctions. Sa fonction
principale est d’assurer la liaison au ligand ; on ’appelle pour cette raison LBD (ligand
binding domain). Il posséde également une fonction de dimérisation et une fonction
d’activation de la transcription qui, cette fois, est dépendante du ligand et que 1’on note
AF-2. Enfin, le domaine F situé dans la région C-terminale de la protéine est un
domaine de longueur trés variable dont la fonction reste encore inconnue ; il n’est
présent que chez les RAR. Le domaine de liaison a ’ADN (DBD) est le domaine qui est
le mieux conservé entre les trois isotypes de récepteur. Quant au domaine de liaison au
ligand (LBD), il varie beaucoup plus d’un isotype a 1’autre. Les différentes isoformes
existant pour chaque isotype se distinguent essentiellement par la structure de leur
domaine A ; ceci permet a chaque isoforme d’étre dotée d’une fonction bien spécifique

(Leid, 1992a).

NH, I B - COOH  RAR
A/B C D E F
NH, B .- COOH RXR
A/B C D E
AF-1 DBD Espaceur LBD
Dimérisation Dimérisation
AF-2

Figure I-30 : Organisation en domaines des récepteurs RAR et RXR.

3-2-2. Structure du récepteur et liaison au ligand

A T’heure actuelle, la structure des récepteurs de I’acide rétinoique n’a pas encore été
compleétement déterminée. En revanche, de nombreuses expériences de cristallisation
bidimensionnelle de fragments de récepteurs couplées a des techniques de
caractérisation structurale (rayons X, diffusion aux petits angles) ont permis de
déterminer la structure du domaine de liaison au ligand. Cette structure s’est révélée étre
différente selon que le récepteur est li¢ ou non a son ligand (Bourguet, 1995 — Renaud,
1996). Dans tous les cas, le domaine de liaison au ligand est constitu¢ de douze hélices
a, notées de H1 a HI2, et de deux feuillets B, notés S1 et S2. Les hélices o sont

organisées en trois couches distinctes, les hélices H4, H5, H8 et H9 étant prises en
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sandwich entre les hélices H1 et H3 d’une part et les hélices H6, H7, HI10 et H11
d’autre part (figure [-31a). Notons que I’hélice H2 n’est présente que chez les récepteurs
RXR. La liaison du ligand au récepteur induit un compactage général de la structure en
“sandwich d’hélices o ”. Mais le changement le plus frappant se situe au niveau de
I’hélice H12 qui est dirigée vers le solvant dans la forme non liée (apo) et qui est
complétement repliée contre le LBD dans la forme liée (holo) (figure 1-31b). Un
mécanisme de “piege a souris” a été proposé afin de décrire le processus de liaison du
ligand au LBD (Wurtz, 1996 — Egea, 2000). Lorsque 1’hélice H12 pointe vers 1’extérieur
du LBD, le ligand pénétre dans le récepteur et vient se loger au coeur de celui-ci, qui
constitue une poche hydrophobe (LPB pour “ligand binding pocket). Son arrivée
oblige I’hélice H11 a se décaler pour venir s’aligner avec H10. L hélice H12 bascule
alors sous H4 et agit comme un couvercle sur la cavit¢ hydrophobe. En pivotant,
I’hélice H3 pousse finalement le ligand au fond de la cavité et contribue a 1’équilibre
dynamique de la liaison. Cette modification dans la structure du LBD a permis
d’apporter de nouvelles informations concernant le mécanisme d’activation des
transcriptions ligand-dépendantes. En effet, le changement de conformation du LBD
entrainerait la disparition du site de liaison des co-facteurs inhibiteurs et la création
d’une nouvelle surface, contenant 1’hélice H12, permettant la liaison des co-facteurs

activateurs (Bourguet, 2000a — Germain, 2002).
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Apo-RXR LBD Holo-RAR LBD

(@)

Figure I-31 : Structure du domaine de liaison au ligand du récepteur RXR dans I’état non lié (a) et du
récepteur RAR lorsqu’il est lié a son ligand (b). Les hélices o. sont représentées par des cylindres, les
feuillets B par des fléches et les chaines d’acides aminés par des fils. La poche dans laquelle vient se

loger le ligand est notée LBP. D’aprés (Bourguet, 2000a).

3-2-3. Oligomérisation des récepteurs

Les récepteurs de 1’acide rétinoique possédent la faculté de s’associer pour former des
homodiméres (RAR-RAR et RXR-RXR) ou des hétérodimeéres (RAR-RXR). Etant
donné le nombre important de récepteurs différents, ceci améne un niveau de
complexité supplémentaire dans le mode d’action de 1’acide rétinoique. La surface de
dimérisation des récepteurs est constituée essentiellement des hélices H9 et H10 ; les
hélices H7 et H8 interviennent également mais dans une moindre mesure (figure 1-32 —

Bourguet, 2000b).
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Figure I-32 : Structure de I’hétérodimére RAR-RXR au niveau du domaine de liaison au ligand.
Le récepteur RAR est dessiné en vert, le récepteur RXR en bleu et les ligands en jaune.

D’aprés (Bourguet, 2000b).

La capacité¢ des récepteurs a s’associer en dimeres a pour conséquence d’augmenter
I’affinité et la spécificité de leur liaison a la région RARE de I’ADN. La tendance est
encore plus marquée lorsque les récepteurs s’associent pour former des hétérodimeres
(Leid, 1992b — Venepally, 1997). Il semblerait d’ailleurs que les complexes RAR-RXR
soient des facteurs de transcription privilégiés lors du controle de 1’expression génique
par I’acide rétinoique (Minucci, 1997 — Kastner, 1997). Les récepteurs de la famille des
RXR ont de plus la capacité a former des tetraméres (Kersten, 1995a) dont 1’affinité
pour la région RARE de I’ADN est encore plus grande que celle des dimeres (Kersten,
1997). L’état d’oligomérisation des récepteurs n’est pas le méme selon qu’ils sont liés
ou non a leur ligand ou aux éléments de réponse de I’ADN (Chen, 1998). Ainsi il a été
montré par exemple que les tetrameres de RXR se décomposaient en especes plus
petites (diméres ou monomeéres) suite a 1’accrochage d’un ligand (Kersten, 1995b).
Ceci, bien sir, apporte encore une source de diversité dans le mode de signalisation des

rétinoides.
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3-2-4. Ligands synthétiques des récepteurs

Devant I’'importance et la diversit¢ des modes d’action de I’acide rétinoique, de
nombreuses recherches ont été entreprises dans le but de découvrir des ligands
synthétiques plus spécifiques d’un type de récepteur particulier. L’objectif était de
développer des composés pharmaceutiques plus efficaces et présentant moins d’effets
secondaires. A I’heure actuelle, plusieurs centaines de ligands ont ainsi été synthétisées.
Les principaux ligands synthétiques des RAR sont ceux de la série des arotinoides
(figure 1-33a, Loeliger, 1980) et ceux de la série des acides rétinobenzoiques (figure I-
33b — Kagechika, 1988). Des ligands spécifiques a chaque isotype de récepteur RAR (o,
B ou y) ont pu étre synthétisés. Certains se sont révélés étre trés efficaces dans le
traitement de maladies dermatologiques comme le psoriasis (Chandraratna, 1997) et
d’autres sont aujourd’hui utilisés pour leurs effets anti-prolifératifs dans le traitement de
certains cancers (Zhang, 1996). La découverte des premiers ligands synthétiques
spécifiques des RXR (SR 11237 et SR 11217) a eu lieu un peu plus tard (Lehmann,
1992 — figure I-34a). De nombreux dérivés, pour la plupart spécifiques des RXRa et
répondant a la formule générale donnée dans la figure 1-34b, ont ensuite rapidement été
découverts (Dawson, 1996). Certains ligands synthétiques des RXR semblent exercer
un effet hypoglycémiant qui pourrait €tre utilisé¢ dans le traitement du diabéte (Nagpal,

2000).

Arotinoides Acides rétinobenzoiques
COOH
COOH /©/
X
R;
R,
X : CONH, NHCO, CH,CH,, R,, R,, R,: groupements alkyles
cycle aromatique
X : CONH, NHCO, SO,NH, N=N,
COCH=CH, CR=CH, CH,CH,
(a) (b)

Figure I-33 : Exemples de ligands synthétiques spécifiques des récepteurs RAR.
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SR 11237
—\
0O O
COOH
SR 11217
COOH

(@)

(b

\ //°

R COOH

R : CH,, halogénure
X : CH,, NOH, NOCH,, CH,CH,

Y :N,CH

Figure I-34 : Exemples de ligands synthétiques spécifiques des récepteurs RXR.
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Chapitre 11 : Dispositifs Expérimentaux

1. La balance de Langmuir

Flotteur Barriére mobile

Zone plus profonde

!

Translation verticale

¢ Translation horizontale

Vers le Galvanomeétre

Figure II-1 : Représentation schématique de la balance de Langmuir du laboratoire.

La balance de Langmuir dont nous disposons au laboratoire est constituée d’une cuve de
longueur L = 25 cm et de largeur | = 15 cm entierement recouverte de téflon (figure II-
1). Le flotteur, lui aussi en téflon, isole I’une de 1’autre les deux interfaces eau-air sans
monocouche et eau-air avec monocouche. La force horizontale F = r 1 (chapitre I-1-2)
exercée par la monocouche sur le flotteur est transmise a un galvanométre par
I’intermédiaire d’une aiguille mobile dans le plan vertical (Perez, 1994). Le
galvanometre envoie alors un courant I qui permet de compenser exactement la force
exercée par la monocouche et qui replace ainsi 1’aiguille dans sa position initiale. La
valeur de I donne, apres calibration, la pression de surface de la monocouche.
L’intensité I, correspondant au zéro de pression est obtenue par une mesure en
I’absence de monocouche. Une barriére mobile dans le plan horizontal permet de faire
varier 1’aire accessible a la monocouche ; sa position x est repérée par un codeur optique
et peut étre lue également directement a 1’aide d’une reégle graduée. La pression de
surface de la monocouche et I’aire moléculaire des molécules amphiphiles sont

calculées a partir des relations :
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n=(-I,)x 0,87  (a)
(xx1) x10-14 (II-1)
™ N motécules ®)
O : Niol¢cules €st le nombre de molécules amphiphiles déposées a la surface de la cuve
et ou 7 est exprimée en mN/m, I et [j en mA, ¢ en nm? et x en cm.
L’équation (II-1a) qui relie la pression de surface a I’intensité est obtenue a 1’aide d’une
calibration réalisée a partir de masselottes de masses connues. Un systéme de translation
verticale permet a des substrats de traverser I’interface eau-air et donc de fixer une ou
plusieurs monocouches (chapitre I-1-3). Un PC pilote les deux systémes de translation
et collecte I’ensemble des données relatives a la position de la barriére et a I’intensité
envoyée par le galvanometre. Un cycle de mesures isothermes consiste & comprimer
puis a décomprimer une monocouche ; le systéme dont nous disposons au laboratoire ne

permet de mesurer la pression de surface que lors de la phase de compression de la

monocouche.

2. L’appareil de mesure de forces entre surfaces (SFA)

L’appareil de mesure de forces entre surfaces (SFA) que nous avons utilisé (figure 11-2)
est une reproduction de I’appareil “Mark II”” développé en 1978 par Jacob Israelachvili
(Israelachvili, 1978). Cet appareil permet de mesurer la force entre deux surfaces
moléculairement planes en fonction de la distance qui les sépare ; les mesures peuvent
étre réalisées en milieu liquide ou dans I’air. La force est obtenue avec une précision de
0,1 uN et la distance avec une précision de 0,01 nm. Le SFA permet également de
mesurer 1’indice de réfraction du milieu dans lequel les surfaces sont plongées ainsi que
la déformation des surfaces résultant de leur adhésion. Son utilisation a permis de
vérifier expérimentalement des théories comme celles concernant 1’interaction
électrostatique double-couche ou I’interaction de van der Waals et a permis de donner
de nouvelles informations sur des interactions moins connues comme les interactions
hydrophobes ou les interactions spécifiques. Nous allons maintenant présenter les
principaux ¢léments de I’expérience, a savoir : les surfaces d’étude, le systeme de

déplacement des surfaces et les systémes de mesure de la distance et de la force.
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Vers le spectrometre

=

Air

)

Surfaces__—y
d’étude T

1
g

Ressort a flexion

I

<

4 s Translation micrométrique

< Ressort cantilever

Lumiére blanche

2-1. Les surfaces d’étude

m  Ressort hélicoidal

Translation micrométrique

S

Figure II-2 : Représentation schématique de ’appareil de mesure de forces entre surfaces (SFA).

Dans les expériences SFA, les molécules dont on veut étudier 1’énergie d’interaction

sont incorporées dans des structures en bicouches, qui sont déposées par la technique de

Langmuir-Blodgett (chapitre 1-1-3) sur des surfaces de mica. On utilise du mica parce

qu’il est possible d’en obtenir, par clivage, des feuilles moléculairement planes de

quelques centimetres carrés ayant seulement quelques micrometres d’épaisseur. Le mica

ayant une surface de haute énergie, la phase de clivage est réalisée sous une hotte a flux
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laminaire afin d’éviter toute contamination de sa surface par les poussieres. On part
d’une feuille d’environ 1 mm d’épaisseur que 1’on sépare en feuillets de plus en plus
fins a I’aide d’une aiguille propre, jusqu’a obtenir 1’épaisseur désirée. Par réflexion de la
lumiére sur la surface du mica, on peut distinguer les zones ou [’épaisseur est
constante : elles correspondent aux plages sur lesquelles la couleur est homogeéne. On
découpe alors sur cette surface plusieurs petits bouts d’environ 0,5 cm” & 1’aide d’un fil
de platine chauffé a blanc. Les petits bouts de mica sont alors déposés sur une grande
plaque propre de mica a laquelle ils adhérent grace aux forces de van der Waals. La face
des bouts de mica qui est collée contre la plaque est alors a 1’abri de toute
contamination. La plaque est ensuite argentée dans un évaporateur. Au début de chaque
expérience, les micas argentés sont collés sur des lentilles de verre cylindriques, la face
argentée étant plaquée contre la surface des lentilles. On dépose sur I’autre face une
monocouche de DMPE (dimyristoyl-phosphatidyl-éthanolamine), dont la téte
hydrophile a une forte affinité pour la surface du mica. Les lipides dont on veut étudier
I’énergie d’interaction sont ensuite déposés sur les chaines hydrophobes du lipide

DMPE.

2-2. Le systéme de déplacement des surfaces

L’une des deux lentilles est fixée en haut de ’appareil ; sa position reste constante
durant tout le déroulement des mesures. L’autre, solidaire d’un ressort a flexion, est
fixée a ’extrémité d’un systetme de butée différentielle a ressort. Il s’agit de deux
ressorts montés en série dont I’un a une constante de raideur mille fois plus grande que
I’autre. Le ressort de faible raideur est un ressort hélicoidal et le ressort de forte raideur
un ressort cantilever. Une vis micrométrique mise en rotation par un moteur synchrone
et dont la position est repérée a 1’aide d’un codeur optique appuie sur le ressort
hélicoidal. Ainsi un déplacement de la vis de 1 pum génére un déplacement de la base du
ressort a flexion de 1 nm. Ce systéme permet d’obtenir des déplacements de la lentille a
I’échelle du nanométre avec une trés bonne précision. Une autre vis micrométrique
reliée a un moteur pas a pas agit directement sur la position de la base du ressort a

flexion et permet de réaliser des déplacements plus rapides mais moins précis. Ce
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dernier systeéme est utilisé¢ au début et a la fin des expériences lorsque 1’on a besoin de

rapprocher et de séparer rapidement les surfaces 1’'une de I’autre.

2-3. Le principe de mesure de la distance

Le systéme formé par les deux micas argentés et le milieu dans lequel les mesures sont
réalisées (milieu aqueux ou air) constitue un interféromeétre de type Fabry-Perot (figure
II-3). Si I’on envoie une lumiére blanche perpendiculairement aux deux surfaces
d’étude, elle subit de multiples réflexions sur les faces argentées des deux micas avant
de ressortir de I’interférometre. Les rayons réfléchis interférent les uns avec les autres et
seules certaines longueurs d’onde de la lumicre blanche incidente conduisent a des
interférences constructives. La figure d’interférence a la sortie de I’interférometre est
constituée d’une série de franges, chaque frange correspondant a une longueur d’onde

particulicre.

Franges d’interférence

Couche d’argent

—
Micas fonctionnalisés

Couche d’argent

Lumiére blanche

Figure I1-3 : Interférométre de type Fabry-Perot formé par les deux surfaces de mica argentées.

Les longueurs d’ondes sont caractérisées par leur ordre d’interférence n qui correspond

au nombre d’extrema que présente le champ électromagnétique dans 1’espace délimité
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par les deux faces de mica argentées. Dans une expérience SFA, la figure d’interférence
de référence est celle qui est obtenue lorsque les deux micas sont en contact (D = 0).
Lorsque les surfaces sont séparées d’une distance D, chaque frange A, est décalée vers
les grandes longueurs d’onde d’une valeur AA, par rapport a sa position au contact
(figure 11-4). Pour de petites distances de séparation (D < 20 nm), on a les relations
(Israelachvili, 1973) :

_nAk,

D= , -2
T (I1-2)
lorsque I’ordre d’interférence n de la frange A, est un nombre impair.
Et:
nAk, W
D=t R I1-
T (11-3)

lorsque I’ordre d’interférence n de la frange A, est un nombre pair.

Ou : p; et p3 sont respectivement les indices de réfraction du mica et du milieu dans
lequel les mesures sont réalisées. Les changements de longueur d’onde en fonction de la
distance sont donc différents selon la parité de la frange. Le décalage des franges
impaires est indépendant de 1’indice de réfraction p3 du milieu entre les deux surfaces et
permet d’obtenir directement la distance D, alors que le décalage des franges paires
dépend de p3. Les équations (II-2) et (II-3) permettent donc de connaitre simultanément
la distance entre les deux surfaces et I’indice du milieu dans lequel les mesures sont
réalisées. Dans nos expériences, on utilise les relations exactes qui sont plus
compliquées (Israelachvili, 1973).

Le spectre d’interférence peut étre observé a l'oeil directement a la sortie du
spectromeétre a transformée de Fourier ; la position des franges est alors repérée a ’aide
d’un réticule micrométrique. Pour un repérage plus précis de la position des franges, on
a recourt a une caméra linéaire CCD. Le principe est de réaliser une coupe de la figure
d’interférence a 1’aide d’une barrette en silicium constituée de nombreux pixels
sensibles a I’intensité lumineuse. La caméra est montée sur un systéme de translation

permettant de couvrir la totalité du spectre d’interférence.
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Frange paire Frange impaire

)

Micas en contact

)

Micas séparés
d’une distance D

Figure I1-4 : Principe de mesure de la distance en SFA. Lorsque les deux surfaces de mica sont
séparées de la distance D, la figure d’interférence est modifiée. Le déplacement des franges

d’interférence (AL,) permet de remonter a la distance entre les deux micas.

2-4. Le principe de mesure de la force

Si aucune force ne s’exerce entre les deux surfaces d’étude (par exemple a longue
distance), le déplacement de I’extrémité du ressort a flexion correspond a celui imposé
par le moteur synchrone. Lorsque des forces apparaissent entre les deux surfaces et que
celles-ci ont tendance a s’attirer ou a se repousser, il apparait une déformation du ressort
a flexion (figure II-5). La connaissance simultanée du déplacement imposé par le
moteur synchrone (donné par le codeur optique) et du déplacement effectivement subi
par la lentille (donné par interférométrie) permet de connaitre la déflexion du ressort et
donc la force qui s’exerce entre les deux surfaces. Selon le ressort utilisé, la précision
sur la mesure de la force est plus ou moins grande. Il faut également prendre en compte
les incertitudes liées a la dérive thermique. Pour un ressort de raideur 100 N/m, la

précision sur la mesure de la force est estimée a 0,1 uN.



Chapitre 11 : Dispositifs Expérimentaux 69

= =

Figure II-5 : Principe de mesure de la force en SFA. Lorsqu’une force apparait entre les deux surfaces
(dans Uexemple de la figure, une force répulsive), le déplacement imposé a la base du ressort (d;p,s0)
différe du déplacement réel des surfaces (d,s). La force est donnée par ’équation :

F=k (dimpose' - dre'el)'
2-5. Energie d’interaction et énergie d’adhésion entre les surfaces

Les mesures réalisées lors d’une expérience SFA nous donnent acces a la force F qui
s’exerce entre deux cylindres croisés en fonction de la distance D qui les sépare. Afin de
pouvoir comparer ces résultats a la théorie ou aux résultats obtenus par d’autres
expériences, il est utile de connaitre I’énergie d’interaction par unité de surface E
correspondante pour deux plans séparés d’une distance D. Les deux cylindres ayant des
rayons identiques, la géométrie est équivalente a une géométrie de type sphere-plan et
I’approximation de Derjaguin (Derjaguin, 1934) permet d’écrire :

HD)=2n RE(D) (I1-4)
Ou : R est le rayon de courbure des surfaces.
Les résultats d’une expérience SFA sont généralement présentés en tracant le rapport
F/R en fonction de D, c’est-a-dire 1’énergie d’interaction entre deux plans, a un facteur

multiplicatif pres, en fonction de la distance qui les sépare.

Au cours d’une expérience SFA, les surfaces sont rapprochées 1’une de I’autre jusqu’au
contact (phase aller) puis elles sont séparées jusqu’a retrouver la distance de séparation
initiale (phase retour). Si les deux surfaces n’adhérent pas 1’une a ’autre, la phase retour
du profil de force se superpose exactement a la phase aller. En revanche, si une
adhésion apparait, la distance de séparation mesurée lors de la phase retour ne varie
pratiquement pas tant que la force appliquée pour séparer les deux surfaces ne
compense pas celles qui les lient I'une a 1’autre. Lorsqu’une force suffisamment

importante est appliquée, les surfaces se séparent brusquement et se retrouvent loin
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I’une de ’autre ; on parle alors de saut adhésif. La force qu’il a fallu appliquer s’appelle
la force de séparation (“pull off” force) et sera notée Fy. Le saut adhésif est d’autant plus

important que 1’énergie d’adhésion entre les deux surfaces est grande.

Il existe deux théories permettant de relier 1’énergie d’adhésion macroscopique Ej entre
deux surfaces a la force Fy qu’il a fallu appliquer pour les séparer.

La premiére théorie, la théorie de Johnson, Kendal et Roberts (théorie JKR), considére
que le phénomene d’adhésion géneére une déformation des surfaces au niveau de la zone
de contact et que cette zone de contact est plane juste avant la séparation (figure 11-6a).
Elle prévoit la relation (Johnson, 1971) :

F, - 37REs )

La deuxieme théorie, la théorie de Derjaguin, Muller et Toporov (théorie DMT),
considere que deux surfaces en contact adhésif sont indéformables et que la zone de
contact est ponctuelle juste avant la séparation (figure II-6b). Elle propose la relation
(Derjaguin, 1975) :

Fo =2nRE, (I1-6)
Les deux théories ont pu étre réconciliées en considérant que 1’une ou 1’autre pouvait
étre appliquée selon I’'importance de la force de séparation mesurée entre les deux
surfaces et selon leur déformabilité¢ (Maugis, 1992). Dans le cas ou I’énergie d’adhésion
entre les deux surfaces est grande comparée a leur élasticité, elles se déforment et la
zone de contact est plane ; on applique alors la théorie JKR. Dans le cas contraire, elles

sont indéformables et la zone de contact est ponctuelle ; on applique alors la théorie

DMT.
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(@) (b)

Figure II-6 : Géométrie de la zone de contact entre deux surfaces adhésives dans la géométrie

sphere-plan selon la théorie JKR (a) ou selon la théorie DMT (b).
3. La technique des vésicules micromanipulées

La technique des vésicules micromanipulées a ét¢ mise au point en 1980 par Evan
Evans (Evans', 1980 — Evans', 1984). Elle permet de mesurer I’énergie d’adhésion
macroscopique entre deux bicouches lipidiques fonctionnalisées. L expérience consiste
a mettre en contact deux vésicules maintenues par aspiration dans des micropipettes et a
observer la déformation qui résulte de leur adhésion (Evans', 1990). Cette technique
permet de mesurer I’énergie d’adhésion par unité¢ de surface entre deux bicouches avec
une précision de I’ordre de 10 pJ/m”. Son utilisation a permis, entre autres, d’évaluer
expérimentalement la compétition, a courte distance, entre la répulsion électrostatique
double-couche et Iattraction de van Der Waals (Evans', 1991) ou encore de vérifier les

théories liées aux interactions d’Helfrich (Evans', 1992).
3-1. Préparation et observation des surfaces d’étude

Dans I’expérience des vésicules micromanipulées, les molécules dont on veut mesurer
I’adhésion sont directement incorporées dans la membrane des vésicules. La méthode
couramment utilisée au laboratoire consiste a faire croitre les vésicules par hydratation
d’un film lipidique sec. On commence par faire une solution chloroformique a 10 g/l
constituée a 90% du lipide SOPC (stéaroyl-oléoyl-phosphatidyl-choline) et & 10% du

lipide que I’on veut étudier. On dépose puis on étale, a I’aide d’une microseringue, 30
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ul de cette solution sur une pastille en téflon d’environ 3 cm de diamétre. La pastille est
ensuite déposée au fond d’un “bécher” que 1’on recouvre de Parafilm M® percé d’un
trou. Le tout est mis dans une cloche a vide pendant 2 a 4 heures afin de sécher
completement le film lipidique (élimination du chloroforme et de 1’eau). Le film
lipidique est ensuite “pré-hydraté” pendant environ 20 minutes par passage dans le
“bécher” d’un flux d’argon chargé en eau (on fait passer ce flux dans une solution
aqueuse avant de le diriger vers la pastille en téflon). Une solution de saccharose filtrée
a 0,22 um est alors versée délicatement sur la pastille recouverte du film lipidique. Le
“bécher” est ensuite complétement recouvert de Parafilm M® puis il est placé dans une
étuve a 34°C pendant toute la nuit. Le lendemain matin, on obtient un nuage blanc en
forme d’anneau dans la solution de saccharose : ce sont les vésicules. La méthode
permet d’obtenir, avec un bon rendement, des vésicules géantes unilamellaires (GUV)
dont on connait bien les propriétés mécaniques (ce sont celles des vésicules de SOPC).
Les vésicules sont ensuite transférées dans la chambre d’observation d’un microscope.
Cette chambre est constituée de deux lamelles de verre entre lesquelles on a injecté
d’une solution de glucose. La membrane des vésicules étant imperméable aux molécules
de soluté, I’intérieur des vésicules reste rempli de la solution de saccharose. La
différence d’indice de réfraction entre 1’intérieur et I’extérieur des vésicules rend alors
possible leur observation par microscopie a contraste interférentiel. De plus, le glucose
¢tant moins dense que le saccharose, les vésicules sédimentent au fond de la chambre
d’observation et sont ainsi plus accessibles a I’expérimentateur. On vient alors les
chercher a 1’aide de micropipettes en verre ayant un diametre de 1’ordre de 5 um puis on
les transfert vers une deuxiéme chambre d’observation. Cette chambre est remplie de la
solution aqueuse dans laquelle on souhaite réaliser nos mesures (en général une solution
saline). La solution de glucose et la solution dans laquelle les mesures sont effectuées
ont des osmolarités supérieures a celle de la solution de saccharose. Les vésicules sont
donc rendues flasques par effet osmotique, ce qui facilite leur manipulation par les

micropipettes et évite leur destruction par choc osmotique.
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3-2. Mesure de D’énergie d’adhésion entre deux vésicules

micromanipulées

Les deux vésicules que I’on a transférées dans la deuxieme chambre d’observation sont
mises en face I’une de I’autre et sont maintenues par aspiration dans les micropipettes.
L’une des deux vésicules est soumise a une faible pression d’aspiration et reste flasque ;
I’autre est tendue par 1’application d’une forte pression d’aspiration. Les deux vésicules
sont alors rapprochées 1’une de I’autre jusqu’au contact. Dans le cas ou une adhésion
apparait entre les bicouches, la vésicule flasque ressort un peu de sa micropipette et
vient épouser le contour de la vésicule tendue (figure 11-7). La connaissance simultanée
des parameétres géométriques associés a cette déformation et de la pression d’aspiration
de la vésicule flasque permet de déduire 1’énergie d’adhésion par unité de surface entre
les deux bicouches. La déformation associée au phénoméne d’adhésion est d’autant plus
importante que la vésicule flasque est faiblement aspirée. L’expérience consiste donc a
prendre des photos du phénomene pour différentes valeurs de la pression d’aspiration de

la vésicule flasque.

Vésicule tendue  Vésicule flasque

Faible aspiration

Figure I1-7 : Principe de la mesure de I’énergie d’adhésion entre deux vésicules micromanipulées.
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L’¢énergie d’adhésion par unité de surface entre les deux vésicules correspond au travail
qu’il faut fournir pour détacher deux portions de surface des bicouches d’aire unité. Ce
travail est donné par 1’équation de Dupré (figure 11-8) :

W=—vy¢ +y:i+7r (11-7)
Ou : ¢ est la tension de surface de I’interface entre les deux vésicules et ou y; et yr sont

respectivement les tensions de surface de la vésicule tendue et de la vésicule flasque.

Yie Tt Ye

—)

W=vet v+

Vésicule Vésicule
tendue flasque

Figure I1I-8 : Equation de Dupré. Lorsqu’une portion d’aire unité de la vésicule flasque se sépare
d’une portion d’aire unité de la vésicule tendue, on perd I’énergie v et on gagne les deux énergies vy, et

Y Le travail fourni W correspond a Uénergie d’adhésion par unité de surface entre les deux vésicules.

La relation d’équilibre mécanique de la vésicule flasque sur la vésicule tendue est
d’autre part donnée par I’équation de Young (figure II-9) :
Yie —Ye — Y cosO=0 (11-8)

Ou : 0 est I’angle de contact entre les deux vésicules.

Yie

Figure I1-9 : Equilibre mécanique de la vésicule flasque sur la vésicule tendue.
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On en déduit que 1’énergie d’adhésion par unité de surface Ej entre les deux vésicules
vaut :

Eo=v¢ (1-cosb) (I1-9)
A D’équilibre, la tension yr de la vésicule flasque est uniforme et peut étre reliée a sa
pression d’aspiration dans la micropipette (figure II-10).
La relation d’équilibre mécanique de la partie de la membrane de la vésicule flasque se
trouvant a ’extérieur de la micropipette est donnée par I’équation de Laplace :

Pi—P.=2y¢cC (I1-10)

Ou : P; et P, sont les pressions a I’intérieur et a I’extérieur de la vésicule flasque et ¢ est
la courbure moyenne de la vésicule flasque.
La relation d’équilibre mécanique de la partie de la membrane de la vésicule flasque se

trouvant a I’intérieur de la micropipette s’écrit quant a elle :

PP, =210 (I-11)

Ou : P, est la pression a l'intérieur de la micropipette et R est le rayon de la

micropipette.

Figure II-10 : Application de la loi de Laplace a la vésicule flasque

a Dextérieur et a intérieur de la micropipette.

On en déduit la relation entre la tension de la membrane de la vésicule flasque yr et sa

pression d’aspiration dans la micropipette AP =P, — P, :

__ R ]
Y =31rg P (1I-12)

On a donc :
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B = (1-cosB)R
7" 2(1-Rc)

AP (II-13)
Afin de mesurer I’énergie d’adhésion E, il faut donc connaitre la courbure moyenne c
de la vésicule flasque et ’angle de contact 6 entre les deux vésicules. Il est trés délicat
de déterminer ces deux parametres a partir des différentes photos prises au cours de
I’expérience. Un calcul partant de I’hypothese que la courbure, ’aire et le volume de la
vésicule flasque sont conservés durant tout le déroulement de I’expérience permet de
connaitre ¢ et O a partir du seul déplacement AL de la vésicule flasque dans la
micropipette (Evans', 1980).

Au début de chaque expérience on réalise une photo du systeme lorsque les deux
vésicules sont éloignées 1’'une de I’autre. Ceci permet de repérer la position de la
vésicule flasque dans la micropipette en 1’absence d’adhésion et de déterminer ses
caractéristiques géométriques (aire et volume). Les deux vésicules sont ensuite mises en
contact et plusieurs photos du phénoméne d’adhésion sont réalisées pour différentes
valeurs de la pression d’aspiration. Les résultats sont présentés en tracant la pression

d’aspiration dans la micropipette AP en fonction du facteur géométrique G défini par :

_ 2(1-Re)
~ (1-cos®)R 119
On obtient alors une droite dont la pente correspond a 1’énergie d’adhésion par unité de

surface Eg entre les deux vésicules.
4. Les outils moléculaires

Afin de coupler les groupes fonctionnels a étudier aux surfaces d’étude des techniques
expérimentales (SFA et technique des vésicules micromanipulées), on a recourt a des
outils moléculaires bien spécifiques. Ces outils permettent non seulement d’incorporer
les groupes fonctionnels dans des bicouches lipidiques mais également d’assurer leur
mobilité au sein de ces bicouches et leur accessibilité en solution aqueuse. Les récents
progres réalisés dans les domaines de la synthése bio-organique et de la biologie
moléculaire ont d’ores et déja permis de concevoir de tels outils moléculaires avec une
extraordinaire diversité (Schmitt, 1994 — Held, 1997 — Venien-Bryan, 1997 — Lebeau,
2001).
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4-1. Les lipides NTA et NTA-Ni

(C. Mioskowski, L. Lebeau et F. Balavoine — Laboratoire de Synthése Bio-Organique,
Faculté de Pharmacie, Illkirch et Service des Molécules Marquées, CEA, Saclay)

Le lipide NTA

L’acide nitrilotriacétique (NTA) comporte trois groupes carboxyle (COOH) qui sont
capables de former des liaisons hydrogeéne dans I’eau pure. Un lipide dont la téte
hydrophile est constituée d’un groupement NTA a été synthétisé dans le but de mesurer
I’énergie associée a ces liaisons (chapitre IIT). Nous 1’appellerons lipide NTA (2-(bis-
carboxymethyl-amino)-6-[2-(1,3-di-O-oleyl-glyceroxy)-acetyl-amino] hexanoic acid)
(figure II-11).

O
A 2 P\ 2 OH
o 0 0. OH
O\)’\NH N
H{OH
— o O

Figure II-11 : Structure du lipide NTA.

Afin d’assurer la stabilité de la monocouche lipidique a I’interface eau-air ou sur les
chaines du lipide DMPE, il est nécessaire que la partie hydrophile du lipide ne soit pas
trop grosse par rapport a sa partie hydrophobe. En utilisant une partie hydrophobe
constituée de deux chalnes hydrocarbonées, on écarte tout risque d’agrégation des
lipides sous la forme de micelles au profit d’une organisation en bicouches et on assure
une bonne cohésion aux couches formées.

Il est également important que les lipides soient libres de diffuser au sein de leur
monocouche afin qu’ils puissent “choisir” la position qui leur permettra d’interagir de
fagon optimale avec les lipides de 1’autre monocouche. Cette liberté de translation a
I’intérieur de la monocouche est obtenue lorsque le lipide (ou plus exactement sa partie

hydrophobe) est en phase fluide. La température de transition gel-liquide, en dessous de
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laquelle un lipide cesse d’€tre en phase fluide, peut étre considérablement diminuée par
la présence d’insaturations dans les chaines hydrocarbonées. En effet les insaturations
fixent certaines orientations et perturbent 1’organisation des chaines en structures tres
compactes. Par exemple, le DSPC (distéaroyl-phosphatidyl-choline), qui est constitué¢
de deux chaines hydrocarbonées a 18 atomes de carbones (Cg), posséde une
température de transition de phase gel-liquide a 55°C alors que le DOPC (dioléoyl-
phosphatidyl-choline), qui ne différe que par la présence d’une double liaison dans
chaque chaine hydrocarbonée, possede une température de transition de phase gel-
liquide a -22°C. Nous avons donc utilisé pour la partie hydrophobe du lipide NTA deux
chaines hydrocarbonées en C;s possédant une double liaison entre Co et Cyy.

Pour permettre a deux groupes fonctionnels d’interagir I’un avec I’autre en se plagant
dans une configuration géométrique optimale, il est essentiel de leur laisser ¢galement
une totale liberté¢ d’orientation. Cette liberté d’orientation est obtenue par 1’insertion
d’un bras espaceur flexible hydrophile entre les chaines hydrophobes et le groupe

fonctionnel NTA.

Le lipide NTA-Ni

Le groupement NTA peut, dans certaines conditions physico-chimiques, lier par
chélation un ion métallique comme le Ni*" pour former le complexe NTA-Ni. L’ion
nickel posséde six sites libres dans sa sphére de coordination (Ni*™° [Ar] 4s® 3d°).
Lorsqu’il est chélaté par un groupement NTA, quatre de ces six sites sont occupés. Les
deux sites vacants peuvent alors étre utilisés pour lier d’autres molécules et notamment
former une liaison par chélation avec un autre groupement NTA (chapitre IV).
L’énergie associée a cette liaison par partage d’un ion nickel a pu étre mesurée en
utilisant les deux lipides NTA et NTA-Ni. La structure du lipide NTA-Ni ne diffeére de
celle du lipide NTA que par la présence de 1’ion nickel dans la cage constituée par le

groupement NTA (figure II-12).
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Figure II-12 : Structure du lipide NTA-Ni.

4-2. Les récepteurs possédant une étiquette histidine

(H. Gronemeyer — Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire,

Université Louis Pasteur, Illkirch)

Les molécules d’histidine (figure 1I-13) peuvent interagir avec les deux sites vacants du
complexe NTA-Ni par I’intermédiaire de leur atome d’azote qui présente une forte
affinit¢ pour le nickel. Les deux molécules d’eau sont alors substituées par deux

molécules d’imidazole (figure I1-14).

/XN

HN <—— Cycle imidazole

—

H,N  COOH

Figure II-13 : Structure de la molécule d’histidine.

Les connaissances actuelles en biologie moléculaire permettent de produire des
protéines qui ont été génétiquement modifiées et dont I’extrémité N- ou C-terminale
comporte plusieurs histidines ; on parle alors de protéine “his-taguée”. La liaison de
I’histidine au complexe NTA-Ni peut alors étre mise a profit afin de fixer ces protéines
modifiées sur un support contenant le complexe NTA-Ni. La fixation est meilleure
lorsque les protéines possédent six résidus histidine (Hochuli, 1990). Lors des
expériences de mesures de forces impliquant les récepteurs de 1’acide rétinoique
(chapitre V), nous avons utilis¢ des récepteurs RAR et RXR qui comportaient une

séquence additionnelle de six molécules d’histidine.
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Protéine his-taguce
-2H,0

Figure II-14 : Mécanisme de fixation d’une protéine “his-taguée” sur un complexe NTA-Ni. Les deux
liaisons que faisait le complexe avec les molécules d’eau sont remplacées par deux liaisons avec les

cycles imidazole des molécules d’histidine.

4-3. Le lipide rétinoide

Lors des expériences visant a caractériser 1’interaction entre un récepteur de 1’acide
rétinoique et son ligand (chapitre V), nous avons utilis¢ un lipide dont la téte hydrophile
contenait le ligand synthétique SR 11237 (figure II-15), qui est spécifique des
récepteurs RXR (chapitre [-3-2-4). L’utilisation du ligand naturel, I’acide 9-cis
rétinoique, aurait été en effet trés délicate en raison de sa faible stabilité isomérique et
de sa grande sensibilité a 1’oxydation. Il a fallu également résoudre le probléme li¢ a la
forte hydrophobicité des rétinoides qui complique considérablement le choix du support
permettant de les rendre accessibles en solution aqueuse. En utilisant un support
lipidique identique a celui choisi pour la fixation du groupement NTA, on risquait de
voir le ligand s’insérer dans la partie hydrophobe de la monocouche et devenir alors
inaccessible a son récepteur. Une méthode permettant de contourner le probléeme
consiste a utiliser un lipide dont la partie hydrophobe est constituée d’une zone
hydrocarbonée et d’une zone fluorocarbonée (Lebeau, 2001). Les fluorocarbures
présentent en effet le double avantage d’étre hydrophobes et de ne pas se mélanger avec
les hydrocarbures. Ainsi, en utilisant un bras espaceur hydrophile suffisamment court,
on écarte tout risque d’insertion du ligand dans la zone hydrocarbonée. Le ligand est
alors confiné entre la zone fluorocarbonée et la phase aqueuse et reste parfaitement
accessible a son récepteur. Afin d’assurer une totale libert¢ de diffusion du lipide au
sein de la monocouche, une ramification a trois atomes de carbone a été placée sur

chaque chaine hydrocarbonée. Cette ramification, au méme titre qu’une double liaison,
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limite la capacité de structuration des chaines hydrophobes et augmente ainsi la fluidité

du lipide.

FF FF FF FF
(6]
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Figure II-15 : Structure du lipide rétinoide.
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La fonction des macromolécules biologiques (protéines, acides nucléiques,
polysaccharides, efc.) est trés étroitement liée a 1’agencement de leurs monomeres
(acides aminés, nucléotides, sucres, etc.) au sein de la chaine polymérique (structure
primaire) mais également a leur répartition dans 1’espace a trois dimensions (structure
tertiaire). La stabilité de la structure tertiaire (ou repliée) de ces macromolécules est
assurée par un jeu d’interactions intramoléculaires présentes au cceur méme de la
structure. Pendant de nombreuses années, on a considéré que les interactions de nature
hydrophobe étaient les principales interactions impliquées dans le phénomeéne de
repliement des protéines (Kauzmann, 1959 — Tanford, 1962). Les interactions par
liaison hydrogene jouent également un role lors du repliement mais on ne sait pas si
elles contribuent a la stabilité de la structure ternaire de la protéine (Baker, 1984 —
McDonald, 1994). Lorsque qu’une protéine se replie, la plupart des liaisons hydrogene
intermoléculaires que ses groupes polaires font avec les molécules d’eau sont cassées
pour étre remplacées par des liaisons hydrogéne intramoléculaires entre groupes

polaires (figure III-1).

0
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Figure III-1 : Représentation schematique de la formation d’une liaison hydrogéne intramoléculaire
durant le phénomeéne de repliement d’une protéine (en bleu : des groupes polaires, en rouge : des
groupes hydrophobes). Deux liaisons hydrogéne intermoléculaires groupe polaire/eau sont cassées et
sont remplacées par une liaison hydrogéne intramoléculaire groupe polaire/groupe polaire et une

liaison hydrogéne eau/eau.
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Il s’agit donc de savoir s’il est énergétiquement plus favorable pour les groupes polaires
de former des liaisons hydrogene avec les molécules d’eau lorsque la protéine est
dépliée ou de former des liaisons hydrogéne entre eux lorsque la protéine est repli¢e
(protéine sous sa forme globulaire). Des études récentes de simulation sur des composés
modeles et de mutagénese dirigée sur site ont révélé que les interactions par liaison
hydrogéne augmentaient la stabilité des protéines globulaires et que leur contribution
était du méme ordre de grandeur que celle des interactions hydrophobes (Pace, 1996 —
Myers, 1996 — Pace, 2001 — Pokkuluri, 2002). Cette contribution a été estimée en
moyenne a | kcal/mol par liaison hydrogeéne intramoléculaire formée. Néanmoins, étant
donnée la structure trés complexe des protéines, il est trés difficile de pouvoir distinguer
la contribution due a chaque interaction (forces hydrophobes, liaisons hydrogéne, forces
¢lectrostatiques, efc.) et donc d’obtenir une valeur précise et reproductible pour la
contribution énergétique des liaisons hydrogéne au phénomeéne de repliement.

Une méthode permettant de mesurer 1’énergie de ces liaisons hydrogeéne consiste a
mesurer 1’énergie d’interaction entre deux surfaces portant des groupes donneurs et des
groupes accepteurs de liaisons hydrogéne. Dans de tels systémes, les liaisons hydrogene
sont parfaitement bien isolées et leur énergie peut étre déduite de 1’énergie d’adhésion
mesurée entre les deux surfaces. Nous avons utilisé des surfaces de mica sur lesquelles
on peut déposer, par la méthode de Langmuir-Blodgett, des bicouches lipidiques
fonctionnalisées. La premiere monocouche est constituée du lipide DMPE, qui est
déposé dans sa phase solide ; elle permet de rendre le mica hydrophobe. La deuxiéme
monocouche est composée d’un lipide dont la téte polaire est capable de former des
liaisons hydrogene dans I’eau pure. Les mesures d’énergies d’interaction sont réalisées a
I’aide de la technique SFA, qui permet de donner I’énergie d’interaction entre les deux
bicouches lipidiques en fonction de la distance qui les sépare (chapitre I1-2).

De telles mesures ont déja été réalisées sur des lipides dont la té€te polaire contenait des
groupements nucléosides : adénosine (lipide A), thymidine (lipide T) ou méthyle-
thymidine (lipide MeT) (Pincet, 1994 — figure 1-22). Les groupements A et T possedent
tous les deux une fonction donneur et une fonction accepteur de liaisons hydrogene
(figure III-14). Des mesures de forces en SFA impliquant les lipides A et T ont permis
de retrouver les énergies d’adhésion moléculaires connues pour les systémes A/A, T/T

et A/T. Dans le groupement MeT, un atome d’hydrogene du groupement T a été
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remplacé par un groupement méthyle. Son utilisation a permis d’étudier ’effet d’un
blocage de la fonction donneur de liaisons hydrogeéne sur les énergies d’interaction
mesurées.

Afin d’étendre les résultats obtenus avec les groupements A, T et MeT a d’autres
groupements fonctionnels, nous avons réalis¢ des mesures de forces en SFA entre des
monocouches d’un lipide dont la téte polaire contient un groupement nitrilotriacétate
(NTA) (figure I1-11). Le groupement NTA est constitué¢ de trois groupes carboxyle, qui
posseédent chacun la fonction donneur et la fonction accepteur de liaison hydrogene.
Dans les groupements A et T les groupes donneurs de liaisons hydrogéne étaient
uniquement des amines. L’¢tude sur le lipide NTA offre ’avantage d’impliquer les
groupes carboxyle qui sont présents dans la structure des acides aminés. Les fonctions
donneur de liaisons hydrogéne du groupement NTA peuvent étre bloquées lorsque
celui-ci chélate un ion nickel. En effet, dans ce cas, les trois liaisons O-H terminales
sont cassées pour permettre la formation de liaisons entre les atomes d’oxygene et 1’ion
nickel (figure II-12). Des mesures de forces en SFA ont également été réalisées avec le
lipide NTA-Ni pour étudier I’effet d’un blocage des liaisons hydrogeéne sur les énergies
d’interaction mesurées.

Nous présenterons donc dans ce chapitre des mesures de forces réalisées dans 1’eau
pure, par la technique SFA, entre deux monocouches de lipide NTA puis entre deux
monocouches de lipide NTA-Ni. Les résultats seront comparés aux mesures de forces
qui avaient été obtenues avec les lipides A, T et MeT. Ceci nous permettra de donner
une estimation de 1’énergie associée a la rupture des liaisons hydrogeéne dans les

différents systemes considéreés.

1. Isothermes et stabilité des lipides NTA et NTA-Ni dans

I’eau pure

Avant de réaliser toute mesure de forces en SFA, il est nécessaire de bien connaitre les
caractéristiques des lipides utilisés et de s’assurer de leur stabilité lorsqu’ils sont
déposés a I’interface eau-air et lorsqu’ils forment des bicouches en solution aqueuse. A
cet égard, un certain nombre d’expériences préliminaires sont réalisées a ’aide de la

balance de Langmuir (chapitre II-1).
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1-1. Isothermes des lipides NTA et NTA-Ni a I’interface eau-air

Les isothermes ont été réalisées sur une eau ultra-pure (produite par le systeéme Elgastat
Maxima, modéle HPLC) et dégazée par sonication et aspiration par une trompe a eau.
La phase de dégazage est nécessaire afin de limiter 1’oxydation des lipides par
I’oxygene résiduel se trouvant en solution aqueuse. Les lipides NTA et NTA-Ni ont été
solubilisés dans du chloroforme (CHCIs) ; les solutions obtenues avaient une
concentration de 1 g/l. Afin de former les monocouches de lipide NTA ou NTA-Ni, on
déposait 20 ul de ces solutions a la surface de 1’eau a 1’aide d’une micro-seringue. Les
masses molaires des lipides NTA et NTA-Ni étant respectivement 894 g/mol et 985,69
g/mol, on déposait donc environ 1,3.10'® molécules de lipide a la surface de la cuve de
Langmuir. L’aire allouée a la monocouche était alors progressivement diminuée et la

pression de surface correspondante était mesurée (figure I11-2).
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Figure II1-2 : Isothermes des lipides NTA (triangles pleins) et NTA-Ni (triangles vides) a Uinterface
eau-air. Les courbes sont caractéristiques de lipides se trouvant en phase fluide. Les pressions de

collapse des lipides NTA et NTA-Ni valent respectivement 36 mN/m et 42 mN/m.

Les isothermes des lipides NTA et NTA-Ni sont caractéristiques de lipides se trouvant
en phase fluide puisqu’on n’observe aucun plateau caractéristique d’un changement de

phase (chapitre I-1-2). Ce résultat était attendu en raison de la présence de la double
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liaison dans les chaines hydrocarbonées (chapitre 11-4-1). La condition de mobilité des
lipides au sein de leur monocouche — qui leur permet d’adopter une position optimale
pour interagir avec les lipides de 1’autre monocouche — sera donc bien assurée.

A partir d’une pression de surface de 1’ordre de 10 mN/m, la monocouche constitué¢e du
lipide NTA a tendance a se compacter davantage que la monocouche constituée du
lipide NTA-Ni. Sur les isothermes, on remarque en effet qu’a forte pression de surface
I’aire occupée par un lipide NTA est plus petite que celle occupée par un lipide NTA-
Ni. Ce phénomene peut se comprendre par 1’observation des structures des deux lipides
(figure II-11 et II-12). Dans le cas du lipide NTA-Ni, les trois fonctions carboxyle qui se
trouvent a I’extrémité de la téte hydrophile sont liées a 1’ion nickel. Leur mobilité
(nombre de rotations permises autour de I’atome d’azote) est donc réduite par rapport au
cas ou elles sont libres (configuration du lipide NTA). On peut donc aisément imaginer
que, sous I’effet d’une compression latérale, les branches carboxyle du groupement
NTA se replient plus facilement sur elles-mémes — a I’image des ailes d’un papillon —
que celles du groupement NTA-Ni.

La deuxieme différence remarquable entre les deux isothermes se situe au niveau des
valeurs de la pression de collapse, qui est plus faible dans le cas du lipide NTA. Ceci
s’explique par le fait que le groupement NTA, avec ses trois fonctions carboxyle libres,
est sensiblement plus hydrophile que le groupement NTA-Ni. Le lipide NTA sera donc
plus soluble dans I’eau que son homologue complexé au nickel et il partira plus

facilement en solution sous I’effet d’une forte pression de surface.

Lors des expériences SFA, les lipides sont déposés par la technique de Langmuir-
Blodgett, a la pression de surface la plus grande possible, sur une monocouche de
DMPE, elle-méme déposée sur le mica. On obtient ainsi une couche bien compacte et
on ¢limine toute contribution hydrophobe des chaines du lipide DMPE a la force que
I’on mesure entre les deux monocouches externes. De plus, une forte densité de surface
augmente la probabilité de rencontre entre les groupements fonctionnels fixés sur les
deux surfaces. En général, on se place juste en dessous de la pression de collapse des
lipides étudiés. Les deux lipides ayant des pressions de collapse différentes, on déposera

ici juste en dessous de la pression de collapse du lipide NTA, c¢’est-a-dire a 35 mN/m.
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Les courbes isothermes nous ont permis de vérifier que les lipides étudiés se trouvaient
bien en phase fluide et de déterminer la pression a laquelle ils devaient étre déposés sur
les chaines du lipide DMPE. Il s’agit a présent d’évaluer la stabilité¢ des monocouches a

I’interface eau-air et sur les chaines du lipide DMPE.

1-2. Stabilité des monocouches NTA et NTA-Ni a interface eau-air

Des premieres mesures de désorption ont déja été implicitement réalisées a travers la
détermination des courbes isothermes des lipides NTA et NTA-Ni. En effet, au cours de
ces expériences, au moins trois cycles de compression-décompression de la
monocouche ont ¢été réalisés et les isothermes obtenues étaient parfaitement
superposables. Une mesure d’isotherme nécessitant environ une demi-heure nous
savons déja que la monocouche est bien stable sur 1’échelle d’une heure ou deux. Si un
phénoméne de désorption é€tait apparu, le nombre de molécules effectivement présentes
a la surface aurait diminué. L.’aire moléculaire, qui est déterminée a partir de la quantité
de lipide initialement déposée, aurait donc été sous-estimée par rapport a sa valeur réelle
et nous aurions observé un décalage des isothermes vers les petites aires moléculaires.
Mais une expérience SFA — ou plus exactement la phase associée aux mesures des
forces d’interaction — se déroule typiquement sur 1’échelle d’une demi-journée. De plus,
les lipides sont déposés sur les surfaces d’étude a la densité maximale, ce qui augmente
les risques de désorption. Une mesure de désorption a I’interface eau-air permet d’avoir
une premicre estimation de la stabilit¢ d’un lipide au sein d’une bicouche. On peut
méme avoir tendance a penser qu’un lipide incorporé dans une bicouche désorbera
moins vite qu’a I’interface eau-air en raison de I’attraction hydrophobe existant entre les
chaines hydrocarbonées des deux monocouches.

Nous avons donc formé des monocouches de lipide NTA et NTA-Ni a I’interface eau-
air et nous les avons soumises a une pression de surface de 35 mN/m. Lorsque des
molécules quittaient I’interface, une boucle d’asservissement rattachée au systéme de
mesure de la pression repositionnait le piston de maniére a conserver une aire
moléculaire (et donc une pression de surface) constante. La proportion p; des molécules
qui avaient quitté I’interface au bout du temps t pouvait alors étre calculée a partir de la

variation de la position du piston.
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. _Ny-N, :GSO -oS, :lxo -1Ix, X
‘ N, cS, Ix, X

(ITI-1)

Ou : Np et Ny, Sp et Sy, x¢ et x; sont respectivement les nombres de molécules, les aires
allouées a la monocouche et les positions du piston aux instants initiaux et finaux et ou
o est I’aire moléculaire (o reste constante durant toute la durée de 1’expérience).

Les mesures de désorption ont été réalisées sur une durée de 6 heures, qui est le temps
caractéristique nécessaire a 1’obtention d’une mesure de forces en SFA.

Dans le cas du lipide NTA, nous avons trouvé :

Pi—en(NTA)=0,06+0,02 (I11-2)

Et dans le cas du lipide NTA-Ni, nous avons obtenu :

P—en (NTA-Ni)=0,05+0,02 (I11-3)

Avec un maximum de 6% de désorption en 6 heures les lipides NTA et NTA-Ni
peuvent étre considérés comme étant trés stables lorsqu’ils sont déposés a 1’interface
eau-air. En effet, les mémes expériences menées avec le lipide DOPC, qui est considéré
comme étant insoluble, avaient révélé une désorption de 10% en 6 heures (Pincet,

1994).
Remarque — Oxydation des lipides NTA et NTA-Ni

Des mesures de désorption ont également été effectuées sur une durée supérieure a 6
heures. Au bout de 8 heures, le lipide présentait généralement un forte propension a
désorber. Afin de comprendre 1’origine de cette désorption plusieurs isothermes ont été
tracées tout au long d’une journée. A partir d’une durée typique de 8 heures, la courbe
isotherme a changé d’allure et le phénoméne de désorption s’est amplifié (figure I11-3).
Ce comportement est peut-étre dii a une oxydation des chaines hydrocarbonées par
I’oxygene de l’air. Les chalnes des lipides NTA et NTA-Ni présentent en effet une
double liaison au niveau des deux atomes de carbone situés en position 9 et 10 (figures
II-11 et II-12). Cette double liaison peut se transformer en un cycle oxirane par fixation
d’un atome d’oxygene. Le nouveau composé€, un époxyde, est alors plus polaire et donc
plus soluble dans I’eau. Il peut éventuellement lui-méme réagir avec une molécule d’eau

pour former un diol qui sera également hydrophile (figure I1I-4). Dans tous les cas, la
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monocouche serait donc constituée de plusieurs especes lipidiques présentant une
balance hydrophile-hydrophobe différente de celle du lipide de départ et qui serait plutot
déplacée du coté hydrophile. Durant la compression, une partie des especes les plus
solubles serait donc expulsée en phase aqueuse, ce qui entrainerait une sous-estimation

de 1’aire moléculaire.
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Figure I11-3 : Evolution au cours du temps de ’isotherme du lipide NTA-Ni déposé a l’interface eau-

air. 6h : triangles pleins, 8h30min : triangles vides, 11h : cercles pleins, 13h30min : cercles vides.

"Oxirane" "Diol"

Figure I1I-4 : Dégradation de la chaine hydrocarbonée des lipides NTA et NTA-Ni.

1-3. Dépot de Langmuir-Blodgett et stabilité des bicouches dans I’eau

pure

Les bicouches utilisées lors de nos expériences SFA ¢étaient constituées d’une
monocouche de DMPE et d’une monocouche du lipide étudié. Le lipide DMPE était

déposé en phase solide sur les surfaces de mica par I’intermédiaire de sa téte hydrophile.
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Le lipide étudi¢ était déposé¢ en phase fluide sur les chaines du lipide DMPE par
I’intermédiaire de ses chaines hydrophobes. Pour rendre possible I’interprétation des
mesures de forces en SFA, il est nécessaire de bien connaitre la densité moléculaire des
bicouches formées et de s’assurer de leur intégrité en solution aqueuse ; on réalise pour

cela des expériences test sur des bicouches modele.
1-3-1. Rapports de prélévement

Les surfaces de mica sur lesquelles sont réalisées les dépots de Langmuir-Blodgett au
cours d’une expérience SFA sont trop petites pour que 1’on puisse évaluer la qualité des
prélévements effectués. On a donc réalisé une expérience témoin en utilisant une grande
plaque de mica (environ 20 cm?) sur laquelle on a déposé les lipides étudiés dans les

mémes conditions que lors d’une expérience SFA.

Au début de I’expérience, la plaque est plongée au fond de la cuve de Langmuir, dans
une solution d’eau pure et dégazée. La monocouche de DMPE est déposée a la surface
de I’eau puis elle est soumise a une pression de surface de 38 mN/m (pour laquelle le
lipide DMPE se trouve en phase solide). La plaque est alors tirée hors de I’eau et le
lipide DMPE quitte I’interface eau-air pour venir se fixer sur le mica par I’intermédiaire
de sa téte hydrophile. Le systéme d’asservissement en pression compense en
permanence la perte en lipide DMPE a l’interface eau-air par une compression de la
monocouche, ce qui permet de connaitre le nombre de molécules qui ont quitté
I’interface eau-air pour aller sur le mica. On peut alors calculer le rapport de
prélevement défini comme le rapport entre 1’aire qu’occupaient les lipides DMPE a

I’interface eau-air et I’aire qu’ils occupent sur le mica :

TDMPE =A2/;%=1,03 +0,05 (I11-4)

Ou : AApwmpg est Iaire dont a varié la monocouche de DMPE durant le dépot et Apica €St
I’aire de la plaque de mica. Le facteur 2 provient du fait que les lipides se déposent sur
les deux faces de la plaque de mica. La monocouche de DMPE a donc tendance a se

compacter lorsqu’elle passe de I’interface eau-air a la surface du mica.
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On a procédé de manicre similaire pour les lipides NTA et NTA-Ni mais les dépots ont
¢été réalisés a une pression d’asservissement de 35 mN/m (pour laquelle les lipides se
trouvent en phase fluide). On a trouvé les mémes valeurs pour les rapports de
prélevement des lipides NTA et NTA-Ni :

AA 4
) _ ;r (NTA-N) _ ) 94 +0,04 (I1I-5)

NTA et NTA-Ni
mica

Les monocouches de NTA et NTA-Ni ont donc tendance a se dilater lorsqu’elles

quittent I’interface eau-air pour venir se fixer sur les chaines du lipide DMPE.

Connaissant le rapport de prélevement des lipides NTA et NTA-Ni, on peut maintenant
calculer 1’aire moléculaire de ces lipides au sein de leur monocouche lorsqu’ils sont
déposés sur les surfaces de mica rendues hydrophobes. La connaissance de cette aire
moléculaire nous permettra lors des expériences SFA de calculer 1’énergie d’adhésion
microscopique entre deux groupements fonctionnels a partir de 1’énergie d’adhésion
macroscopique entre les deux monocouches lipidiques étudiées.

L’aire moléculaire d’un lipide 1 déposé a la surface du mica vaut :

2Amica _ 2Amica _Gi
c ifmica N - AAi/Gi T (HI-6)

1

i/mica
Ou : N; est le nombre de molécules de lipide 1 ayant quitté 1’interface eau-air pendant le
dépot et o; est I’aire moléculaire de I’espéce i au moment du dépdt (elle s’obtient
directement a partir de la courbe isotherme).
Pour une pression de surface de 35 mN/m, on a :

onta = 0,53 nm” et onTaNi = 0,58 nm’ (I11-7)
On en déduit donc d’apres les équations (I1I-5) et (I11-6) :

ONTA/mica= 0,56 N et ONTANi/mica = 0,62 nm® (III1-8)

1-3-2. Stabilité des bicouches

Nous avons vérifié¢ que les dépdts de Langmuir-Blodgett du lipide DMPE et des lipides
étudiés présentaient des rapports de prélévement proches de 1 et que les lipides
formaient donc des couches bien compactes a la surface du mica. Il faut maintenant

s’assurer que les bicouches formées sont stables en solution aqueuse et notamment que



92 Chapitre 111 : Mesure d’une Liaison Hydrogéne

les lipides étudiés restent bien accrochés aux chaines du lipide DMPE. Une expérience
permettant de le vérifier consiste a laisser la plaque de mica en solution, au fond de la
cuve de Langmuir, aprés que les deux dépots aient été réalisés. Aprés une durée d’au
moins 6 heures, qui est le temps caractéristique d’une expérience SFA, on ressort alors
la plaque de la solution et on compte le nombre de molécules qui se redéposent a la
surface de ’eau. Pour y parvenir, avant de ressortir la plaque, on dépose une
monocouche du lipide étudié a la surface de 1’eau et on la comprime jusqu’a la pression
de dépot. On note la position du piston, ce qui permet de calculer I’aire occupée par la
monocouche. On décomprime ensuite la monocouche et on ressort la plaque de la
solution. Il est nécessaire de décomprimer la monocouche avant de ressortir la plaque
afin d’écarter tout risque de formation d’une tricouche. Lorsque la plaque est
complétement hors de 1’eau, on comprime a nouveau la monocouche et on note la
nouvelle position du piston. On en déduit ainsi I’augmentation d’aire de la monocouche,
ce qui permet de calculer le nombre de molécules qui se sont redéposées a la surface de
I’eau. Ce nombre est ensuite comparé au nombre de molécules qui s’étaient déposées
sur les chaines hydrophobes du lipide DMPE. Lors du calcul, il faut également prendre
en compte la perte instantanée liée au mode expérimental en lui-méme et qui est
indépendante du temps d’immersion. Cette perte peut €tre évaluée en ressortant la
plaque de mica immédiatement aprés avoir réalisé un dépdt ; elle a été estimée a 10%.
Compte tenu de cette correction, la perte en lipide NTA (ou NTA-Ni) pour les
bicouches supportées DMPE/NTA ou DMPE/NTA-Ni a été estimée a 1% par heure en
moyenne. On retrouve donc I’ordre de grandeur obtenu lors des mesures de désorption
des lipides a I’interface eau-air. Les monocouches de lipide NTA et NTA-Ni sont donc

¢galement tres stables lorsqu’elles sont déposées sur les chaines du lipide DMPE.

2. Mesures de forces dans I’eau pure

Nous allons présenter les profils de force obtenus dans 1’eau pure entre deux
monocouches de lipide NTA et entre deux monocouches de lipide NTA-Ni. Ces profils
seront comparés a celui d’un phospholipide classique (dans le sens ou il ne présente pas
de liaison hydrogene), le lipide DMPE, ainsi qu’aux profils de force dé¢ja obtenus avec

les lipides nucléosides : lipides A, T et MeT.
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2-1. Profils de force NTA/NTA et NTA-Ni/NTA-Ni

Les mesures de forces ont été réalisées sur des bicouches composées du lipide DMPE
(monocouches internes) et des lipides NTA ou NTA-Ni (monocouches externes)
déposées sur des surfaces de mica moléculairement planes. Le lipide DMPE était
déposé en phase solide a 38 mN/m. Les lipides NTA et NTA-Ni étaient déposés en
phase fluide a 35 mN/m sur les chaines hydrophobes du lipide DMPE (figure I1I-5). Les
dépots de Langmuir-Blodgett ainsi que les mesures de forces ont été réalisés dans une
eau ultra-pure et dégazée, avant chaque expérience, par sonication et aspiration par une

trompe a eau.

DMPE déposé
en phase solide

NTA déposé
en phase fluide

Mica

Figure III-5 : Configuration expérimentale permettant I’étude en SFA de I’énergie d’interaction entre
deux monocouches de lipide NTA plongées dans I’eau pure. Le lipide DMPE est déposé en phase
solide a 38 mN/m et le lipide NTA est déposé en phase fluide a 35 mN/m. La bicouche est supportée par

une surface de mica moléculairement plane.

Les mesures de forces sont généralement commencées a partir d’une distance de
séparation de 200 nm. Si une force est détectée au dela de cette distance, cela signifie
qu’une contamination est venue s’intercaler entre les deux surfaces ; il faut alors
modifier la position relative des deux surfaces ou recommencer complétement
I’expérience. Les surfaces sont alors rapprochées I'une de I’autre jusqu’au contact
(phase aller) puis elles sont séparées jusqu’a retrouver la distance de séparation initiale
(phase retour). On réalise en général au moins trois allers-retours différents pour chaque

position choisie et on recommence les mesures en modifiant la position relative des
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deux surfaces. La méme expérience est alors répétée sur un autre couple de bicouches
(nouveaux dépdts de Langmuir-Blodgett). Un résultat peut étre validé lorsque le méme
profil de force a été obtenu pour au moins deux couples de bicouche différents et
qu’aucun signe de dégradation n’a été observé au cours des différents allers-retours.
Une dégradation de la bicouche se manifeste en général par une distance de contact et
une ¢énergie d’adhésion non reproductibles d’un aller-retour sur I’autre. Souvent cela
résulte d’une déplétion de la monocouche externe (celle qui est fixée sur les chaines du
lipide DMPE) qui induit une contribution de I’interaction hydrophobe entre les chaines
du lipide DMPE a I’énergie d’interaction mesurée.

Les profils de force présentent le rapport de la force F mesurée entre les deux surfaces
au rayon de courbure R de ces surfaces en fonction de la distance de séparation D. Ce

rapport est proportionnel a I’énergie d’interaction E entre deux plans (Derjaguin, 1934) :

ERQLM E(D) (I11-9)

Par abus de langage, nous emploierons souvent le terme ‘“force” pour évoquer la
grandeur F/R. L’origine de la distance (D = 0) est prise au contact hydrophobe entre les
chaines du lipide DMPE. La distance D comprend donc I’épaisseur des deux
monocouches de lipide NTA ou NTA-Ni habillées de leurs couches de solvatation. Le
contact hydrophobe est déterminé a la fin des mesures de forces. La cuve du SFA est
entierement vidée, ce qui a pour conséquence de ne laisser a la surface des micas que la
monocouche de DMPE. Les deux surfaces sont alors rapprochées jusqu’au contact et le
spectre d’interférence correspondant est enregistré.

Tant qu’aucune force ne s’exerce entre les deux surfaces, le déplacement imposé a la
base du ressort a flexion (donné par I’angle dont a tourné la vis micrométrique)
correspond au déplacement résultant pour la surface de mica solidaire du ressort
(mesur¢ par interférométrie). Lorsqu’une force apparait, le ressort subit une déformation
et les deux déplacements ne sont plus identiques (chapitre 11-2-4).

Les figures I1I-6a et I1I-6b donnent les profils de force obtenus entre deux monocouches
de lipide NTA et entre deux monocouches de lipide NTA-Ni dans ’eau pure. Pour plus
de clarté, les résultats n’ont été présentés qu’a partir d’une distance de séparation de 100
nm ; mais aucune force n’avait été détectée entre 200 nm et 100 nm.

Lors du rapprochement des surfaces, on n’observe aucune force répulsive de nature

¢lectrostatique. La résolution du SFA étant inférieure a 1 charge pour 1000 lipides
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(Pincet, 1999), on peut donc considérer que les monocouches de lipide NTA et NTA-Ni
sont électriquement neutres dans 1’eau pure. Ce point sera discuté dans le chapitre I1I-2-
5.

Une force attractive apparait aux alentours de 100 nm et augmente lorsque 1’on
rapproche les deux surfaces 1I’'une de D'autre (insert des figures III-6a et III-6b).
L’origine de cette force est inconnue. Une attraction semblable avait déja été observée
lors des mesures de forces réalisées entre les lipides nucléosides (Pincet, 1994) et avait
été attribuée a la capacité qu’ont les groupements A et T a s’organiser en mettant leurs
plans paralléles les uns aux autres (Perez, 1998) ; ce phénomeéne s’appelle “stacking”.
Une telle organisation n’a jamais été¢ observée entre les groupements NTA mais son
existence n’est pas exclue.

Lorsque le gradient de la force devient supérieur a la constante de raideur du ressort, les
deux surfaces sautent au contact. Elles subissent alors I’effet d’une force répulsive de
nature stérique sur une distance de 2 a 3 nm. Cette force a pour origine le caractere
mobile des tétes polaires qui sont liées aux chaines hydrophobes par 1’intermédiaire
d’un bras espaceur flexible.

Si I’on force un peu les deux surfaces 1'une contre ’autre, les lipides NTA et NTA-Ni
ne se comportent alors plus de la méme maniére. Dans le cas du lipide NTA-Ni, une
fois que les deux monocouches ont atteint leur état de compactage théorique maximum
(D =Dy de I’ordre de 5 nm), la distance ne varie quasiment plus alors que dans le cas du
lipide NTA, la distance continue de décroitre sur une échelle d’environ 3 nm. Ceci est
révélateur d’une perte de lipide au niveau de la zone de contact entre les deux
monocouches externes (monocouches de lipide NTA). Cette perte conduit & un contact
plan entre les deux surfaces. Ce comportement n’est généralement pas observé entre des
monocouches de phospholipides bien qu’il ait déja été obtenu pour les lipides A et T
(Pincet, 1994) ; nous en reparlerons dans le chapitre I11-2-3.

Au début de la phase de séparation, la distance ne varie pratiquement pas puis augmente
a nouveau progressivement jusqu’a atteindre la valeur Dy correspondant a deux
monocouches compactes. Les chaines hydrophobes et les bras espaceurs se détendent
alors plus ou moins avant que les surfaces ne se séparent brusquement pour se retrouver
loin ’'une de I’autre (saut adhésif). Un tel saut est caractéristique d’un comportement

adhésif entre les deux surfaces. La force associée a ce saut s’appelle la force de
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séparation (“pull off” force) et est notée Fy. L’importance du saut dépend directement de
la valeur de 1’énergie d’adhésion entre les deux surfaces : plus I’adhésion est forte, plus
le saut est important. Les deux monocouches de lipide NTA se séparent a partir d’une
force d’environ 20 mN/m et les deux monocouches de lipide NTA-Ni a partir d’une
force d’environ 5 mN/m. Ceci est cohérent avec I’hypothése d’un blocage des liaisons

hydrogéne dans le cas ou le groupement NTA est fonctionnalisé par un ion nickel.
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Figure I11-6 : Profils de force obtenus dans ’eau pure entre deux monocouches de lipide NTA (a) et
entre deux monocouches de lipide NTA-Ni (b). En insert, on peut visualiser les forces attractives
s’exercant a longue distance entre les deux surfaces. Rapprochement des surfaces : triangles pleins,

séparation des surfaces : triangles vides.
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2-2. Profils de force DMPE/DMPE, MeT/T et MeT/A

Le profil de force du lipide NTA-Ni est a rapprocher de ceux que 1’on observe
habituellement entre des phospholipides neutres, a savoir : pas de répulsion
¢lectrostatique double couche, pas de variation significative de la distance de contact et
une faible force de séparation. La figure III-7 présente, a titre d’exemple, le profil de

force obtenu dans I’eau pure entre deux monocouches de lipide DMPE.

Le profil de force du lipide NTA est, quant a lui, a rapprocher de ceux qui ont déja été
obtenus avec les lipides nucléosides : lipides A, T et MeT. Les mesures avaient
¢galement mis en évidence une diminution de la distance lors du contact entre les deux
monocouches ainsi que de grandes forces de séparation (figure III-8). Nous ne
présentons ici que les deux profils de forces MeT/T et MeT/A, les profils A/A, A/T et
A/T ayant déja été publiés (Pincet, 1994).
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Figure I11-7 : Profil de force obtenu dans I’eau pure entre deux monocouches de lipide DMPE. Ce
profil est a rapprocher de celui qui a été obtenu entre les deux monocouches de lipide NTA-Ni.

Rapprochement des surfaces : triangles pleins, séparation des surfaces : triangles vides.
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Figure I11-8 : Profils de force obtenus dans I’eau pure entre une monocouche de lipide MeT
interagissant avec une monocouche de lipide T (cercles) ou une monocouche de lipide A (triangles).
Les symboles pleins correspondent aux mesures réalisées lors du rapprochement des surfaces et les

symboles vides a celles réalisées lors de la séparation des surfaces.

2-3. Comportement “sticky fluid” des monocouches de lipide NTA

Dans le cas du lipide NTA, apres que les surfaces aient sauté au contact, on remarque
que la distance décroit en dessous de la valeur correspondant & deux monocouches
lipidiques compactes. Cette distance peut étre estimée a partir du profil de force du
lipide NTA-Ni, qui ne présente pas ce comportement ; elle vaut environ 5 nm (figure
I11-9). Cette décroissance de la distance au contact conduit a un contact plan entre les
deux surfaces, qui est directement observable a travers la forme des franges
d’interférences. Dans le cas du lipide NTA-Ni, les franges ont au contact une forme
arrondie alors que dans le cas du lipide NTA elle sont aplaties a leur extrémité.
L’hypothese d’une fusion des monocouches externes est exclue dans la mesure ou, lors
de la phase de séparation et jusqu’au moment du saut adhésif, la distance augmente a
nouveau jusqu’a retrouver la valeur correspondant a deux monocouches compactes. De

plus, le profil de force a proximité du contact ainsi que la force de séparation sont

reproductibles d’un aller-retour sur I’autre.
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Figure II1-9 : Profils de force a proximité du contact entre deux monocouches de lipide NTA
(triangles) et entre deux monocouches de lipide NTA-Ni (cercles). Les symboles pleins correspondent
aux données d’approche et les symboles vides aux données de séparation. Dans le cas du lipide NTA la
distance continue de décroitre aprés que les monocouches aient atteint leur état de compactage

théorique maximum (Dy = 5nm).

Ce comportement avait également €té observé pour les lipides nucléosides et avait été
baptis¢ comportement ‘“sticky fluid”. Il semble étre commun a tous les lipides se
trouvant en phase fluide et présentant une forte énergie d’adhésion. Son existence a été
attribuée a un phénomene de réarrangement des lipides dans la zone de contact (Pincet,
1996). Lorsque les lipides sont en contact, ils se lient par I’intermédiaire de liaisons
fortes, en ’occurrence des liaisons hydrogéne, et forment des complexes moléculaires
qui sont plus hydrophobes que les deux lipides pris séparément et qui vont donc
présenter des propriétés d’organisation différentes. Quand on force un peu les surfaces
I’une contre ’autre, ces complexes se comportent plus ou moins sur le plan collectif
comme une paraffine (figure III-10c) et fuient le centre de la zone de contact pour venir
s’accumuler aux extrémités. Lors de la phase de séparation, les lipides reviennent
progressivement vers le centre de la zone de contact sous I’effet de la force hydrophobe
des chaines du lipide DMPE et les monocouches retrouvent leur état d’organisation

initial (figure I11-10a).
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Figure I11I-10 : Différentes étapes conduisant au comportement “sticky fluid” entre deux
monocouches. Aprés que les surfaces aient sauté au contact (a) si I’on continue d’essayer de les
rapprocher ’une de ’autre, les bras espaceurs et les chaines hydrophobes se compriment jusqu’a ce
que les monocouches atteignent leur état de compactage théorique maximum (b). Les complexes
lipidiques formés étant plus hydrophobes que les lipides pris séparément, ils présentent des propriétes

d’assemblage différentes qui sont a I’origine du comportement “sticky fluid” (c).
2-4. Energies d’adhésion macroscopiques

L’¢énergie d’adhésion macroscopique Ej entre deux surfaces peut étre déduite de la force
Fo qu’il a fallu appliquer pour les séparer. La relation entre Ey et Fo dépend de la
géométrie de la zone de contact entre ces deux surfaces (chapitre 11-2-5).

Dans le cas de I’interaction NTA/NTA et des interactions impliquant les lipides A, T et
MeT, la force de séparation est importante et le contact entre les deux surfaces est plan.

On applique donc la théorie JKR (Johnson, 1971) :

_2 K ]
Bo=g5 1 (111-10)

Dans le cas de I’interaction NTA-Ni/NTA-Ni et DMPE/DMPE, la force de séparation
est peu importante et le contact entre les deux surfaces est ponctuel. On applique donc la

théorie DMT (Derjaguin, 1975) :
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_1 F ]
Eo=g— (II-11)

Les résultats obtenus sont présentés dans les tableaux III-1 et I11-2.

NTA/NTA NTA-Ni/NTA-Ni DMPE/DMPE
Fo
R 19 6 3
(mN/m)
Eo
(mJ/m?) 4 I 0,5

Tableau I11-1 : Forces de séparation F) et énergies d’adhésion macroscopiques E,

mesurées en SFA pour les systémes NTA/NTA, NTA-Ni/NTA-Ni et DMPE/DMPE.

MeT/T MeT/A A/A /T A/T
Fo
R 28 22 50 43 110
(mN/m)
N
, 59 4,7 10,6 9.1 23,3
(mJ/m”)

Tableau I11-2 : Forces de séparation F et énergies d’adhésion macroscopiques E, mesurées en SFA

pour différentes configurations expérimentales impliquant les lipides A, T et MeT.

Comme dans le cas des mesures de forces impliquant les lipides A, T et MeT celles
réalisées entre deux monocouches de lipide NTA ont mis en évidence une énergie
d’adhésion bien supérieure a celles que 1’on mesure habituellement entre des
phospholipides ne présentant pas de liaison hydrogéne. Deux monocouches de DMPE
présentent par exemple une énergie d’adhésion de 0,5 mJ/m* dans I’eau pure (figure II-
7, tableau III-1). De méme, des mesures de forces réalisées en solution aqueuse entre

deux monocouches de divers lipides phosphatidyl-choline ou phosphatidyl-
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ethanolamine avaient mis en évidence des énergies d’adhésion allant de 0,1 a 0,8 mJ/m?
(Marra, 1985).

Lorsque les groupements NTA sont fonctionnalisés par des ions nickel, I’énergie
d’adhésion diminue considérablement pour passer de 4 mJ/m® 4 1 mJ/m”. Dans ce cas,
les trois liaisons O-H terminales sont remplacées par trois liaisons O-Ni et il ne peut
plus se former de liaisons hydrogéne entre les groupements NTA. Ceci prouve que
I’énergie d’adhésion mesurée entre deux monocouches de lipide NTA est bien due aux
liaisons hydrogéne qui se forment entre les groupes carboxyle COOH.

Dans le cas des lipides A, T et MeT nous savions déja, d’apres de précédentes études,
que les énergies d’adhésion mesurées ¢taient dues aux liaisons hydrogéne qui se
forment entre les nucléosides (Tinoco, 1973 — Saenger, 1984 — Pincet, 1994).

D’autres expériences SFA impliquant des lipides dont la téte hydrophile contenait une
glycine, qui est capable de former des liaisons hydrogene, avaient également mis en

évidence de tres grandes forces de séparation entre les monocouches (Schneider, 1998).

Tous ces résultats montrent que des groupes polaires qui sont capables de former des
liaisons hydrogéne, préfeérent former ces liaisons hydrogéne entre eux plutdt qu’avec les

molécules d’eau.

2-5. Estimation de I’énergie d’une liaison hydrogéne

Le but de ce paragraphe est d’obtenir une estimation de 1’énergie associée a la rupture
d’une liaison hydrogéne dans 1’eau pure. Pour y parvenir, nous allons utiliser les
énergies d’adhésion macroscopiques que nous avons mesurées en SFA entre des
monocouches de lipide NTA ainsi que celles qui avaient ét¢ mesurées entre des
monocouches des lipides A, T et MeT. Ce travail nécessite la connaissance préalable du
nombre de sites donneurs et accepteurs de liaisons hydrogene qui sont effectivement
présents au sein des tétes hydrophiles des lipides étudiés et qui contribuent aux énergies

d’adhésion mesurées.
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Le premier parametre a déterminer est 1’état d’ionisation des tétes hydrophiles. On se
heurte alors au difficile probléeme qui est de connaitre le pK, effectif d’une espece au
sein d’une monocouche compacte.

Dans le cas des monocouches de lipide NTA, on peut considérer I’ensemble formé par
les tétes hydrophiles comme une assemblée compacte de groupements R-COOH, ou R =
CH ou CH;. Le pK, de ces groupements en solution est approximativement égal a celui
de I’acide acétique CH3COOH, c’est-a-dire 4,8. Mais en surface il faut tenir compte des
effets coopératifs entre les différentes molécules. Lorsque les groupements R-COOH
sont trés proches les uns des autres, certains atomes d’hydrogéne se retrouvent bloqués
entre deux atomes d’oxygéne (figure III-11), ce qui a pour conséquence de rendre
énergétiquement moins favorable 1’ionisation des groupes carboxyle et donc
d’augmenter la valeur effective de leur pK,. Ces liaisons peuvent se former au sein d’un
méme groupement NTA (liaisons intramoléculaires) mais également — puisque les
monocouches de lipide NTA sont compactes — entre deux groupements NTA voisins au

sein d’'une méme monocouche (liaisons intermoléculaires).

0
CH,— €
0
H
0
CH,— cf
OH

Figure III-11 : Liaisons hydrogéne pouvant se former entre deux groupes carboxyle au sein d’un
méme groupement NTA (liaisons intramoléculaires) ou entre deux groupes carboxyle appartenant a

des groupements NTA voisins au sein d’une méme monocouche compacte (liaisons intermoléculaires).

D’une maniére générale, lorsque des molécules se trouvent en surface, 1’équilibre acido-
basique est toujours déplacé dans le sens de la formation des espéces neutres, dont
I’énergie libre de surface est plus basse que celle des especes ionisées. Des mesures
comparant les pK, en solution aux pK, de surface ont déja été effectuées sur des
monocouches d’acides faibles et de bases faibles (Payens, 1955 — Betts, 1956 — Zhao,

1993 — Vezenov, 1997). Toutes ces études ont révélé que le pK, de surface était
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supérieur au pK, de volume dans le cas des acides faibles et qu’il lui était inférieur dans

le cas des bases faibles ; la différence a été estimée a 1 unité de pK (entre 0,7 et 1,3).

L’équation de dissociation des groupements R-COOH s’écrit :

R-COOH +H,0 §>R—-C0OO0- +H;0* (111-12)
Ou:
_[R-COO-][H30] 113
*~ [R-COOH] (II-13)
D’ou:
[R-COO-] . o
[R-COOm] ! (m-14)

Or, les expériences ont été réalisées dans I’eau pure dont le pH fluctue entre 5,3 et 5,7
en raison de la dissociation du dioxyde de carbone de 1’air. Par ailleurs, d’apres les
résultats obtenus avec les monocouches d’acides faibles et de bases faibles, nous
pouvons estimer que le pK, de surface des groupes R-COOH est d’environ 5,8.

On en déduit donc :

[R-COO-]
[R-COOH]

1N

1 (II-15)

Nous estimerons donc que la moiti¢ des groupes carboxyle des monocouches de lipide
NTA sont dissociés dans 1’eau pure et qu’ils perdent par conséquent leur fonction

donneur de liaison hydrogene.

Remarque — Neutralité électrique des monocouches de lipide NTA et NTA-Ni

On peut s’étonner de ne pas avoir observé de répulsion électrostatique double-couche
dans les profils de force obtenus entre les monocouches de lipide NTA ou NTA-Ni. Le
lipide NTA-Ni est en effet supposé porter une charge globale négative (figure II-12).
Quant au lipide NTA, nous venons de voir qu’il portait au moins 1 charge négative dans
I’eau pure (chaque lipide contient trois groupes carboxyle). La neutralité électrique des
monocouches de lipide NTA ou NTA-Ni peut s’expliquer par le fait que, méme dans

I’eau pure, une grande quantité de contre-ions peut venir s’adsorber sur les surfaces
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(Marra, 1986). Ces contre-ions proviennent de certaines parties de I’appareil SFA (inox,

téflon, verre,..) et de la dissociation, dans 1’eau, du dioxide de carbone de I’air.

Les liaisons hydrogene qui se forment entre les groupes carboxyle au sein d’un méme
groupement NTA (liaisons intramoléculaires) ainsi que celles qui se forment entre deux
groupements NTA voisins au sein d’une méme monocouche compacte (liaisons
intermoléculaires) ne contribuent pas a 1’énergie d’adhésion que nous avons mesurée en
SFA entre les deux monocouches de lipide NTA. Les seules liaisons hydrogene qui
contribuent a 1’énergie d’adhésion mesurée sont celles qui se forment entre deux
surfaces différentes (liaisons hydrogeéne “inter-couches”). Nous devons donc estimer a
présent la proportion de ces liaisons hydrogene “inter-couches”.

Reprenons 1’idée d’une assemblée compacte de groupements R-COOH et modélisons
ces groupements par des sphéres afin de pouvoir visualiser leur organisation lors du
contact des deux monocouches. La fagon la plus compacte de disposer des spheres dans
un plan correspond a I’organisation hexagonale (figure III-12a) ; nous considérerons
que telle est Dl’organisation des groupements R-COOH au sein d’une méme
monocouche. Lorsque les deux monocouches de lipide NTA sont en contact, les
groupements R-COOH d’une surface ont également pour voisins immédiats les
groupements R-COOH de I’autre surface, avec lesquels ils forment aussi une “structure”
compacte. La fagon la plus compacte d’empiler deux couches de sphéres correspond a la
situation ou les sphéres de la deuxiéme couche s’emboitent dans les creux de la

premicere (figure I1I-12b).

(a) b

Figure I11-12 : Empilement compact de sphéres dans un plan (a) et

empilement compact de deux plans de sphéres (b).
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Dans une telle configuration chaque groupement R-COOH posséde alors 6 voisins
immédiats au sein de la méme monocouche et 3 voisins immédiats au sein de 1’autre
monocouche. Sur 9 liaisons hydrogene potentielles, 3 seulement seront donc formées
avec des groupements appartenant a 1’autre monocouche autrement dit seulement 1/3

des liaisons hydrogéne seront des liaisons hydrogéne “inter-couches”.

Nous avons vu par ailleurs que la moitié des groupes carboxyle étaient ionisés dans
I’eau pure et qu’il ne restait par conséquent, en moyenne, par groupe carboxyle, qu’un
seul site capable de participer a la formation d’une liaison hydrogéne (un groupe
carboxyle non ionisé possede un site donneur et un site accepteur de liaison hydrogéne).
Comme seulement 1/3 des liaisons hydrogeéne formées sont des liaisons hydrogéne
“inter-couches”, nous en déduisons que seulement 1/6 des sites hydrogene (sites
donneurs ou accepteurs de liaisons hydrogeéne) forment des liaisons hydrogéne “inter-

couches” et contribuent ainsi a I’énergie d’adhésion mesurée.

Dans le cas des lipides A, T et MeT les énergies d’adhésion moléculaires mesurées
correspondent a celles qui avaient été obtenues par des méthodes thermodynamiques et
par des calculs de mécanique quantique (Pullman, 1969 — Tinoco, 1973 — Kudritskaya,
1976). On peut donc en déduire que la totalité¢ des sites hydrogeéne participent a la
formation de liaisons hydrogene “inter-couches”.

Ceci est cohérent avec les valeurs de pK, connues pour les groupements A et T en
solution aqueuse (figure I11-13). De plus, les liaisons hydrogeéne au sein d’une méme
monocouche peuvent effectivement étre négligées dans le cas des lipides nucléosides.
En effet, il a ét¢ montré par des expériences de diffractions de rayons X menées sur des
monocouches de lipide A et T que les tétes hydrophiles avaient tendance a s’associer en
mettant leurs plans paralleles les uns aux autres (Perez, 1998). Ce phénomene, appelé
“stacking”, empéche la formation de liaisons hydrogeéne au sein d’une méme

monocouche.
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Figure III-13 : Valeurs de pK, en solution aqueuse des groupements adénosine (a) et thymidine (b).

Nous connaissons maintenant, pour chaque groupement fonctionnel, la proportion des
sites hydrogéne qui contribuent aux énergies d’adhésion mesurées. Nous allons pouvoir
en déduire une estimation de 1’énergie des liaisons hydrogeéne impliquées dans chaque
systeme ¢tudié. Chaque groupement NTA possede trois groupes carboxyle qui peuvent
former chacun deux liaisons hydrogéne (figure III-14a) ; il existe donc six sites
hydrogeéne par téte NTA. Etant donné que seulement 1/6 de ces sites contribuent a
I’énergie d’adhésion mesurée, nous en déduisons que les groupements NTA forment en
moyenne | liaison hydrogéne “inter-couches”. Dans le cas des lipides A, T et MeT, tous
les sites hydrogeéne participent a la formation de liaisons “inter-couches” ; les
groupements A et T forment donc en moyenne 2 liaisons hydrogene “inter-couches” et

les groupements MeT 1 liaison hydrogeéne “inter-couches” (figures I11-14b a I1I-14f).
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Figure III-14 : Liaisons hydrogéne pouvant se former dans les différents systémes etudiés. Dans le cas
du lipide NTA (a), chaque téte hydrophile posséde trois groupes carboxyle et chaque groupe carboxyle

est capable de former deux liaisons hydrogéne.
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L’¢énergie d’adhésion macroscopique Ej entre deux monocouches est reliée a 1’énergie
moyenne ey d’une liaison hydrogeéne par I’équation :

Eo =2H1 CH (IH—16)
Ou : Xy, est la densité surfacique des sites hydrogene liés.

Une statistique de type Boltzmann considérant que chaque site peut étre li¢ ou non lié

permet de relier Xy, a Xy, la densité surfacique totale des sites hydrogene.
La fonction de partition du systeme formé d’un site hydrogene s’écrit :
Z=1+exp(ey) (IT1-17)

Ou : ey est donnée en unité kgT ; dans cette expression ey correspond a la valeur
absolue de I’énergie de liaison, ce qui explique 1’absence du signe négatif.

La probabilité¢ de former une liaison hydrogene par site s’écrit :

P:%GH) (1I1-18)
Z
D’ou:
Sy =5y 2Pl (IT1-19)

"Mt expley)
La densité surfacique totale des sites hydrogéne est elle-méme reliée a 1’aire occupée
par chaque groupement fonctionnel (NTA, A, T ou MeT) au sein de la monocouche,
c’est-a-dire a I’aire moléculaire o des lipides ¢tudiés (dans nos systeémes, I’aire
moléculaire des lipides est en effet déterminée par I’aire occupée par leur téte polaire

puisque cette derniére est plus grosse que la partie hydrophobe) :

sz%g (I11-20)

Ou : ny est le nombre de sites hydrogéne liés par groupement fonctionnel.

On en déduit :

_ny CH -
Eo= o l+exp(-en) (I1-21)

Ou : Ej est également donnée en unité kgT.
Dans le cas des configurations non-symétriques (MeT/T, MeT/A et A/T), 1’aire
moléculaire pertinente est la plus grande des deux.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau II1-3.
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NTA/NTA | MeT/T | MeT/A | A/A /T A/T
Eo 4 5,9 4,7 10,6 9,1 23,3
(mJ/m ) > ’ ) .
(ommolécule)| 6 0,56 0,63 0,63 056 | 0,63
ny 1 1 1 2 ) 2
o 0.8 1,1 1 1,1 0.9 2
(kgT/liaison) ’ ’ > >
CH
(keal/mol) 0,5 0,6 0,6 0.6 0,5 12

Tableau I11-3 : Valeurs des énergies d’adhésion macroscopiques E, mesurées entre les différentes
monocouches lipidiques étudiées et valeurs des énergies ey associées a la rupture d’une liaison
hydrogéne dans ’eau pure ; ey est calculée a partir de I’équation II1-21 connaissant ’aire par téte

Dpolaire G et le nombre de sites hydrogene liés ny.

Pour le systéeme A/T, nous avons considéré que les liaisons hydrogene de type NH---O
et NH---N possédaient la méme énergie. La force d’une liaison hydrogeéne dépend en
effet essentiellement de [1’¢électronégativit¢ du donneur (chapitre 1-2-4-1).
L’approximation a été validée a posteriori puisque nous avons trouvé la méme valeur
d’énergie pour les liaisons hydrogeéne des systemes MeT/T, MeT/A et T/T (NH---O) et
pour celles du systétme A/A (NH---N). Par ailleurs, nous avons mesuré des énergies
égales pour les liaisons hydrogéne dont le donneur est un atome d’azote (cas des
groupes amine des nucléosides : liaisons NH---O et NH---N) et pour celles dont le
donneur est un atome d’oxygeéne (cas des groupes carboxyle du groupement NTA :
liaisons OH---O). Excepté pour le systtme A/T, nous avons donc trouvé des valeurs
¢gales (a la barre d’erreur pres) pour les €nergies des liaisons hydrogéne impliquées
dans les différents systemes étudiés : de ’ordre de 1 kgT (0,6 kcal/mol). On peut
expliquer la plus grande énergie mesurée dans le cas A/T par une meilleure
configuration géométrique de la liaison formée (angles et distances optimaux) et par
I’existence éventuelle d’une troisieme liaison hydrogéne partielle entre les groupements

A et T (représentée par les petits points dans la figure I11-14f).
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3. Conclusion

Les mesures de forces réalisées dans 1’eau pure entre diverses monocouches lipidiques
capables de former des liaisons hydrogéne (monocouches des lipides NTA, A, T et
MeT) ont conduit a une valeur reproductible de 1’énergie d’une liaison hydrogene, a
savoir 1 kgT (0,6 kcal/mol). Cette énergie était indépendante de la nature de 1’atome
donneur (N ou O). Ces mesures de forces prouvent par ailleurs qu’il est
énergétiquement plus favorable pour les tétes polaires de former des liaisons hydrogene
entre elles plutdét qu’avec les molécules d’eau. Ce résultat est cohérent avec de
précédentes études réalisées sur la stabilité des protéines, qui montraient que les liaisons
hydrogéne intramoléculaires au sein d’une protéine repliée étaient énergétiquement plus
favorables que les liaisons hydrogene avec les molécules d’eau au sein d’une protéine
dépliée ; la contribution des liaisons hydrogeéne a la stabilisation des protéines
globulaires avait alors été estimée a 1 kcal/mol par liaison intramoléculaire formée.
Mais dans nos expériences, les liaisons hydrogeéne sont bien isolées et leur énergie de
liaison est directement mesurée, ce qui n’est pas le cas dans les expériences impliquant
des protéines, dont la structure est bien plus complexe. Ces nouveaux résultats donnent
donc une estimation plus précise de la contribution énergétique des liaisons hydrogene
au phénomeéne de repliement des protéines. Cette approche pourrait étre complémentaire
d’autres méthodes a savoir les simulations sur des composés modeles et les études de
mutagénese dirigée sur site. Elle pourrait également étre utilisée pour d’autres systémes
présentant des liaisons hydrogéne comme les acides nucléiques ou certains systémes

colloidaux.
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Chapitre IV : Mesure d’une Liaison par
Chélation

Les méthodes de purification et d’analyse structurale des protéines nécessitent que ces
dernicres soient préalablement immobilisées sur un support solide ou a I’interface eau-
air. Une technique d’ancrage trés utilisée consiste @ mettre a profit la forte affinité
existant entre la molécule d’histidine et I’ion nickel. Il est en effet possible, par
manipulation génétique, de modifier la séquence de certaines protéines dont on a
identifi¢ le géne en ajoutant a leur extrémité N- ou C-terminale une ou plusieurs
molécules d’histidine ; on parle alors de protéine “his-taguée”. L’utilisation d’un
support fonctionnalis¢ au nickel permet alors 1I’immobilisation de ces protéines “his-
taguées”. La capacité qu’ont les groupements nitrilotriacétate (NTA) a chélater des ions
métalliques comme le nickel a été a cet égard tres largement mise a profit. Des supports
solides comprenant des complexes NTA-Ni ont ainsi déja été utilisés dans de nombreux
problémes de purification de protéines par chromatographie d’affinité (stratégie IMAC
pour “Immobilized Metal Affinity Chromatography”’). En utilisant des monocouches de
lipide dont la téte hydrophile contient un complexe NTA-Ni, il a également été possible
d’utiliser la reconnaissance histidine-nickel pour produire des cristallisations
bidimensionnelles de protéines a 1’interface eau-air.

Sur le plan chimique, 1’1on nickel est alors partagé entre le groupement NTA et les deux
motifs imidazole présents sur la chaine latérale des molécules d’histidine (figure 1I-13).
Mais la manipulation génétique qui consiste a ajouter des molécules d’histidine a la
séquence des protéines s’est avérée Etre parfois trés délicate voire impossible. De plus,
la méthode n’est applicable qu’aux protéines dont le géne a été préalablement identifi¢
et cloné. Une alternative a cette méthode consiste a utiliser le ligand de la protéine
comme outil de greffage. Cette nouvelle stratégie permettrait de travailler sur des
protéines dans leur état naturel et de s’affranchir des lourdes étapes de manipulation
génétique. Elle consiste a utiliser un ligand naturel de la protéine sur lequel on aurait
greffé un motif capable d’interagir avec le support (figure IV-1) ; ce nouveau composé
jouerait ainsi un rdle de relais entre la protéine et le support sur lequel on souhaite

I’immobiliser.
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Figure IV-1 : Utilisation d’un ligand relais pour I’immobilisation des protéines.

Le choix du motif a greffer sur le ligand naturel s’est encore une fois porté sur un
composé capable de chélater des ions métalliques. Ce type de composé devrait en effet
pouvoir se lier a un composé homologue par partage de 1’ion métallique. Des études
préliminaires de spectrométrie de masse et de microscopie ¢électronique (Laboratoire de
Synthése Bioorganique a Strasbourg) effectuées sur des groupements NTA ont montré
que ces composés avaient effectivement tendance a former des diméres en présence
d’un défaut d’ion nickel. La stratégie consisterait donc a greffer un groupement
chélatant a I’extrémité du ligand et a fonctionnaliser le support avec le groupement

homologue complex¢é avec 1’ion métallique (figure IV-2).

0] (0]
o (0]
10 H 7,8 10 20
N\:"'",\—o H + HO Nnsvligand p—) N\l‘ii/o
-0 ~0~ > -3 H,0 o- NI~y
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H._Q o)
H-A 5

Figure IV-2 : Fixation par dimérisation de composés chélatants.

Afin que cette méthode soit efficace, il est nécessaire que la liaison entre les deux
groupements chélatants soit suffisamment forte. C’est pourquoi nous avons voulu
mesurer 1’énergie de liaison entre deux groupements NTA se partageant un ion nickel.
Cette mesure contribuera a la validation de la méthode et permettra d’obtenir une borne
inférieure a 1’énergie de chélation de I’ion nickel par un groupement NTA.

L’estimation de I’énergie associée au phénomene de chélation présente également un
intérét sur le plan fondamental. Les liaisons par chélation interviennent par exemple lors
de certains phénoménes de reconnaissance entre macromolécules biologiques : lors du
mécanisme de réplication génétique, la liaison des récepteurs a 1’élément de réponse de

I’ADN se fait par I’intermédiaire d’une structure en “doigts de zinc” de la surface du
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récepteur qui vient s’incruster dans les sillons de la molécule d’ADN (chapitre 1-3-2-1).
Cette structure en “doigts de zinc” est stabilisée par une liaison par chélation. De méme
I’absorption des minéraux par I’organisme ne peut se faire que si ces derniers se sont
préalablement liés par chélation a des acides aminés particuliers capables d’assurer leur
transport. La chélation est également mise a profit a des fins thérapeutiques ou
environnementales dans le but d’extraire les ions toxiques de certains organismes ou
environnements contamings.

Les mesures d’énergie d’adhésion ont été¢ réalisées en SFA et par la technique des
vésicules micromanipulées. La téte hydrophile des lipides utilisés était constituée d’un
groupement NTA complexé ou non avec un ion nickel (figures II-11 et 1I-12). Afin
d’obtenir un pH équivalent au pH physiologique, nous avons utilis¢ dans toutes nos
expériences une solution aqueuse du tampon tris(hydroxyméthyl)aminométhane de
concentration 10 mM. Cette solution a été purifiée au laboratoire ; nous I’appellerons
plus simplement “Tris” dans le reste du manuscrit.

Aprées avoir vérifié que les lipides NTA et NTA-Ni peuvent former des couches stables
dans le Tris, nous présenterons les résultats obtenus en SFA. Les profils de force seront
ajustés a I’aide de fonctions exponentielles et polynomiales, qui permettront d’obtenir
une moyenne statistique des comportements observés. Nous présenterons ensuite les
résultats obtenus par la technique des vésicules micromanipulées. Pour chaque approche
expérimentale, un modele statistique simple sera développé afin d’obtenir une valeur de

I’énergie associée a la liaison entre deux groupements NTA par partage d’un ion nickel.

1. Isothermes et stabilité des lipides NTA et NTA-Ni dans le

Tris

Cette premicre partie présente les expériences préliminaires qui ont permis de s’assurer
que des mesures de forces pouvaient étre réalisées dans le Tris avec les lipides NTA et
NTA-Ni. Notamment il fallait déterminer la pression de collapse des monocouches
qu’ils forment a I’interface Tris-air et également vérifier la stabilit¢ des bicouches
DMPE/NTA et DMPE/NTA-NIi lorsqu’elles sont plongées dans le Tris. Ces expériences

sont identiques a celles qui avaient été réalisées dans 1’eau pure. Aussi nous
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présenterons essentiellement ici les résultats obtenus ; le lecteur pourra trouver le détail

des protocoles expérimentaux suivis dans le chapitre I1I-1-1.

1-1. Isothermes des lipides NTA et NTA-Ni a Pinterface Tris-air

Au début de chaque expérience, la solution de Tris était filtrée a 0,22 pm puis dégazée
pendant 30 minutes par sonication et aspiration par une trompe a eau. Cette solution
¢tait ensuite versée dans la cuve de Langmuir et les lipides étaient déposés a I’interface
Tris-air. On attendait alors 20 minutes afin que le chloroforme s’évapore puis on langait

les mesures isothermes (figure IV-3).
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Figure IV-3 : Isothermes des lipides NTA (triangles pleins) et NTA-Ni (triangles vides) déposés a
Dinterface Tris-air. Les courbes obtenues sont caractéristiques de lipides se trouvant en phase fluide.

Les pressions de collapse des lipides NTA et NTA-Ni valent respectivement 36 mN/m et 42 mN/m.

Les isothermes obtenues pour les lipides NTA et NTA-Ni sur le Tris ne présentent pas
de plateau caractéristique d’un changement de phase et sont donc représentatives de
lipides se trouvant en phase fluide. Les lipides pourront donc diffuser librement au sein
de leur monocouche et choisir ainsi une position optimale pour interagir avec les lipides
de ’autre monocouche. On observe a nouveau que la monocouche de lipide NTA se
compacte davantage, au niveau des petites aires moléculaires, que la monocouche de

lipide NTA-Ni et que sa pression de collapse est plus basse (chapitre III-1-1). Lors des
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mesures de forces, on dépose a la pression de surface la plus grande possible en faisant
en sorte de choisir la méme pour les deux lipides. On se placera donc juste en dessous
de la pression de collapse du lipide NTA, c’est-a-dire & 35 mN/m. A cette pression,
d’apres les isothermes obtenues, les aires moléculaires des lipides NTA et NTA-Ni sont
respectivement :
onta = 0,53 nm’ (IV-1)
Et:
onTANi = 0,58 nm? (IV-2)

1-2. Stabilité des monocouches NTA et NTA-Ni a ’interface Tris-air

Nous avons formé des monocouches de lipide NTA et NTA-Ni a I'interface Tris-air et
nous les avons soumises a une pression de surface de 35 mN/m pendant 6 heures, qui
est la durée typique d’une expérience SFA. Le systeme d’asservissement en pression
permettait de conserver une aire moléculaire constante durant tout le déroulement de
I’expérience. Si I’on note X et X; les positions respectives du piston mobile au début de
I’expérience et au bout du temps t, la proportion de lipides ayant quitté I’interface Tris-

air au bout du temps t s’écrit :

Pt :1—)’2—; (IV-3)
Nous avons obtenu :
P .-y (NTA)=0,05+0,02 (IV-4)
Et:
P -y (NTA-Ni)=0,06+0,02 (IV-5)

Les lipides NTA et NTA-Ni peuvent donc étre considérés comme étant insolubles

lorsqu’ils sont déposés a I’interface Tris-air.
1-3. Rapports de prélevement et stabilité des bicouches dans le Tris
La cinétique de désorption des monocouches NTA et NTA-Ni n’est pas forcément la

méme lorsqu’elles sont déposées a une interface entre un milieu aqueux et air et

lorsqu’elles sont fixées sur un substrat solide. Lors des expériences SFA, ces
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monocouches sont déposées, par la technique de Langmuir-Blodgett, sur des
monocouches de DMPE, elles-mémes déposées sur une surface de mica. Pour analyser
les mesures de forces en SFA, nous avons besoin de connaitre la densité des lipides au
sein des surfaces d’étude et également de nous assurer de la stabilité des bicouches

formées.
Rapports de prélevement

Les lipides ont été déposés sur une grande plaque de mica (environ 20 cm?®) dans les
mémes conditions que lors du protocole suivi en SFA (chapitre [V-2-1) : la monocouche
de DMPE a été déposée a I’interface eau-air puis transférée, a la pression de 38 mN/m,
sur le mica et la monocouche de NTA ou NTA-Ni a été déposée a I’interface Tris-air
puis transférée, a la pression de 35 mN/m, sur la monocouche de DMPE.

Le rapport de prélévement du lipide DMPE a déja été calculé dans le chapitre I11-1-3-1
et vaut :

IDMPE = iﬂ =1 ,03 + 0,05 (IV—6)

mica

Pour les lipides NTA et NTA-Ni, nous avons mesuré :

AA .
INTA et NTA-Ni = I;Tﬁ NTAND — 0,96+0,03 (Iv-7)

mica
Ou : AApmpe, AAnTa €t AAnTanNi sont les aires qu’occupaient les monocouches de
DMPE, NTA et NTA-Ni a I’interface Tris-air et Ap;ca st 1’aire de la plaque de mica (les
monocouches occupent ’aire 2Apic, sur la plaque de mica).

On constate donc que les monocouches de lipide NTA ou NTA-Ni ont tendance a se
dilater lorsqu’elles quittent 1’interface Tris-air pour aller se fixer sur les chaines du
DMPE.

On en déduit donc I’aire moléculaire des lipides NTA et NTA-Ni lorsqu’ils sont

déposés a la surface du mica :

ONTAMmica = —NA = 0,55 nm? (IV-8)
INTA
Et:
O NTA-Ni/mica =—NANL — () 60 nm? (IV-9)

I'NTA-Ni
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Ou : onTa €t ONTA-NG SONt les aires moléculaires des lipides NTA et NTA-Ni a I’interface

Tris-air dans les conditions du dépdt de Langmuir-Blodgett (équation IV-1 et [V-2).

Stabilite des bicouches dans le Tris

La stabilité des bicouches supportées DMPE/NTA et DMPE/NTA-Ni a également pu
étre vérifiée dans le Tris. L’expérience, identique a celle qui avait été réalisée dans I’eau

pure, a mis en évidence une perte d’environ 1% de lipide par heure.

Les résultats obtenus lors de ces différentes expériences préliminaires sont sensiblement
identiques a ceux qui avaient été obtenus dans ’eau pure. Nous avons pu vérifier la
fluidité des lipides NTA et NTA-Ni et la stabilit¢ des monocouches qu’ils peuvent
former a ’interface Tris-air ou sur une monocouche de DMPE, elle-méme déposée sur
du mica. Les rapports de prélévement mesurés sont proches de 1, ce qui nous assure que

les lipides formeront des monocouches bien compactes a la surface du mica.

2. Mesures de forces dans le Tris

Toutes les mesures de forces présentées ici ont été réalisées dans une solution aqueuse
du tampon Tris, dégazée, de concentration 10 mM et de pH 8. La monocouche utilisée
afin de rendre le mica hydrophobe était constituée du lipide DMPE, déposé a 38 mN/m.
La deuxiéme monocouche était constituée soit du lipide NTA soit du lipide NTA-Ni,
tous deux déposés a 35 mN/m. Les dépots de Langmuir-Blodgett ont été effectués dans
I’eau pure pour la monocouche de DMPE et dans le Tris pour les monocouches de NTA
et NTA-Ni. Trois configurations expérimentales distinctes ont été utilisées afin
d’évaluer I’énergie de liaison entre deux groupements NTA par partage d’un ion nickel.
Elles différaient par la nature complexée ou non au nickel des deux surfaces mises en
vis-a-vis. Nous avons donc étudié les trois configurations : NTA/NTA, NTA/NTA-Ni et
NTA-Ni/NTA-Ni (figure IV-4).



Chapitre IV : Mesure d’une Liaison par Chélation 119

gg”é’é’é&"gg”'gg”g”’é%z;“%% éféég”g”g/%’g;”'gg“g”%%zg“%% ééés%’%’z%zs”zz”'zzg”ss”%%”é“aﬁ
NTA / NTA NTA Ni [ NTA- N1 NTA -Ni
Ty | aneartiseems | spetttiones

i Wi 7| %8 i 2|98 i 7

Figure IV-4 : Configurations expérimentales utilisées afin d’évaluer I’énergie de liaison entre deux
groupements NTA par partage d’un ion nickel. La premiére monocouche est constituée du lipide
DMPE, déposé en phase solide a 38 mN/m et la deuxiéme monocouche est constituée des lipides NTA

ou NTA-Ni, tous deux déposés en phase fluide a 35 mN/m.

2-1. Profils de force NTA/NTA, NTA/NTA-Ni et NTA-Ni/NTA-Ni

Pour chaque configuration expérimentale, I’expérience a été répétée pour au moins trois
couples de bicouches différents. A chaque fois au moins deux positions différentes ont
été testées et pour chaque position au moins trois allers-retours successifs ont été
réalisés. Un résultat type obtenu pour chaque configuration expérimentale est donnée
dans la figure IV-5. Les courbes représentent le rapport de la force F mesurée entre les
deux surfaces au rayon de courbure R de ces surfaces ; ce rapport est proportionnel a
I’énergie d’interaction entre deux plans (chapitre 11-2-5). L’origine de la distance (D =
0) correspond a la situation de contact hydrophobe entre les chaines du lipide DMPE.
Les mesures étaient commencées a partir d’une distance D = 200 nm. Lorsqu’une force
est détectée au dela de 200 nm, il s’agit d’'une contamination et I’expérience doit étre
recommencée. Pour plus de clarté nous n’avons représenté les mesures qu’a partir d’une

distance de 100 nm.
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Figure IV-5 : Profils de force obtenus dans le Tris pour les configurations NTA/NTA (a),
NTA/NTA-Ni (b) et NTA-Ni/NTA-Ni (c). Rapprochement des surfaces : triangles pleins,

séparation des surfaces : triangles vides.
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Pour les trois systémes aucune force n’est détectée entre 200 nm et 20 nm environ. A
partir de 20 nm une force de nature répulsive apparait. Cette force correspond a la
répulsion électrostatique entre les tétes hydrophiles chargées des lipides. Aux alentours
de 8-9 nm vient s’ajouter a la répulsion électrostatique une répulsion de nature stérique
liée a la mobilité des tétes hydrophiles, qui sont accrochées aux chaines hydrophobes
via un bras espaceur flexible. Le contact entre les deux monocouches est obtenu pour
une distance de 6 nm. Cette distance correspond a 1’épaisseur de deux monocouches
compactes de lipide NTA ou NTA-Ni dont les tétes hydrophiles sont habillées de
molécules d’eau et éventuellement de certains des contre-ions présents en solution : ions
de I’¢électrolyte, ions provenant de certaines parties de 1’appareil (verre, téflon, inox,
etc.). Au début de la phase retour la distance ne varie quasiment pas jusqu’a ce qu’une
force suffisamment importante soit appliquée entre les deux surfaces. La distance
augmente alors a nouveau légérement sur une échelle de 1 a 2 nm puis les surfaces se
séparent brusquement et se retrouvent loin 1’une de I’autre (saut adhésif). Ce saut est la
marque d’un phénomene d’adhésion entre les deux surfaces ; la force a laquelle le saut
adhésif a lieu est appelée force de séparation et est notée Fy. L’augmentation de la
distance lors de la phase retour, juste avant le saut adhésif, est liée a I’extension des
chaines hydrophobes et du bras espaceur des lipides. Selon I’importance de 1’énergie
d’adhésion entre les deux surfaces, le saut s’effectue sur une distance plus ou moins
grande. Ainsi, dans le cas du systtme NTA-Ni/NTA-Ni, le saut a lieu jusqu’a une

distance d’environ 250 nm et n’est pas visible a I’échelle de la figure I[V-5c.

Le profil de force obtenu dans le cas de la configuration NTA/NTA montre qu’il
subsiste encore des liaisons hydrogene entre les groupements carboxyle (chapitre II1). A
pH 8, on s’attendait a ce qu’ils soient tous ionisés mais si tel avait été le cas, la seule
contribution a I’énergie d’adhésion aurait été celle des forces de van der Waals et le saut
adhésif n’aurait pas été aussi important. Ce point sera précisé dans le chapitre IV-2-3-4
lorsque nous calculerons la force de séparation effective entre les deux surfaces, c’est-a-
dire la force de séparation tenant compte des répulsions observées a I’aller.

Lorsque I'une des deux monocouches est fonctionnalisée avec du nickel, on mesure une
énergie d’adhésion plus grande. C’est la preuve expérimentale qu’il existe une nouvelle

source de liaison entre les deux surfaces. Ces liaisons sont des liaisons par chélation se



122 Chapitre IV : Mesure d’une Liaison par Chélation

formant entre I’ion nickel d’un groupement NTA-Ni d’une surface et un groupement
NTA de I’autre surface ; I’ion nickel est alors partagé par deux groupements NTA
distincts. Ces liaisons ont pu étre observées également dans 1’eau pure comme

I’explique la remarque ci-dessous.

Remarque — Chélation dans I’eau pure

Des mesures de forces ont également été réalisées dans 1’eau pure entre une
monocouche de lipide NTA et une monocouche de lipide NTA-Ni ; elles ont conduit a
une ¢énergie d’adhésion du méme ordre de grandeur que celle mesurée entre deux
monocouches de lipide NTA (figures I1I-6a et IV-6). Or, les groupements NTA-Ni ne
possédant plus la fonction donneur de liaison hydrogéne, nous nous attendions a
mesurer une énergie d’adhésion plus faible lorsque I'une des deux monocouches était
fonctionnalisée au nickel. Le nombre réduit de liaisons hydrogeéne a en fait été
compensé¢ par 1’existence de liaisons par chélation entre les groupements NTA-Ni et les

groupements NTA (figure IV-7).
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Figure IV-6 : Profil de force obtenu dans I’eau pure entre une monocouche de lipide NTA et une
monocouche de lipide NTA-Ni. L’énergie d’adhésion est du méme ordre de grandeur que celle qui
avait été obtenue entre deux monocouches de lipide NTA (figure I11-6a). Cette adhésion est due au

partage des ions nickel par les groupements NTA des deux surfaces. Triangles pleins : rapprochement

des surfaces, triangles vides : séparation des surfaces.
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Figure IV-7 : Représentation schématique de la liaison par partage des ions nickels entre une
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monocouche de lipide NTA et une monocouche de lipide NTA-Ni (cas de I’eau pure).

Lorsque les deux monocouches sont fonctionnalisées avec du nickel, on mesure
I’énergie d’adhésion la plus grande des trois configurations expérimentales étudiées. Le
comportement est donc différent de celui qui avait ét¢ obtenu dans I’eau pure ou les
liaisons hydrogene étaient bloquées par la présence de I’ion nickel dans la cage NTA. 11
semblerait donc qu’en présence de Tris une grande proportion des groupements NTA-
Ni perdent leur ion nickel et que I’on mesure ainsi une énergie d’adhésion due a I’effet
combiné des liaisons hydrogeéne (entre deux groupements NTA) et des liaisons par
chélation (entre un groupement NTA-Ni et un groupement NTA). La constante de
complexation du Tris aux ions métalliques en général, et aux ions nickel en particulier,
est censée Etre relativement faible mais tout se passe comme si le Tris pouvait fixer

I’ion nickel et se placer ainsi en compétiteur vis-a-vis du groupement NTA.

Remarque — “Refonctionnalisation” des lipides NTA-Ni

Nous avons tenté de “refonctionnaliser” les monocouches de lipide NTA-Ni en injectant
du chlorure de nickel NiCl, directement dans la cuve du SFA, a proximité des deux
surfaces d’étude. Mais cette opération s’est révélée infructueuse ; de plus, les ions issus
de la décomposition de ce sel, et notamment les ions chlorure, avaient tendance a

apporter des contaminations a la solution.

Les ¢énergies d’adhésion mesurées entre deux monocouches de NTA sont donc dues aux

seuls liaisons hydrogéne alors que celles mesurées entre une monocouche NTA et une



124 Chapitre IV : Mesure d’une Liaison par Chélation

monocouche NTA-Ni ou entre deux monocouches de NTA-Ni sont dues aux liaisons
hydrogéne et aux liaisons par chélation. Afin d’obtenir une valeur de 1I’énergie associée
au phénomeéne de chélation, nous devrons déduire la contribution des liaisons
hydrogeéne. Nous devrons également prendre en compte la contribution des différentes
forces répulsives observées a I’aller (€lectrostatiques et stériques) et qui sont

indépendantes du phénomene de chélation.

2-2. Répulsion électrostatique double-couche et répulsion stérique

Cette partie a pour objectif de présenter un peu plus en détail mais d’une facon
relativement qualitative les différentes répulsions observées lors du rapprochement des
monocouches dans le Tris. Les phénoménes seront illustrés a partir d’'un comportement
type obtenu pour le systtme NTA-Ni/NTA-Ni. Un traitement statistique (et donc plus
quantitatif) des résultats obtenus pour les trois systémes sera présenté dans le chapitre
IV-2-3 ; ce traitement statistique permettra de déterminer I’énergie associée aux liaisons

se formant entre les surfaces.

2-2-1. Répulsion électrostatique double-couche

La répulsion électrostatique entre les bicouches apparait, pour les trois configurations,
aux alentours de 20 nm. Son effet se fait sentir jusqu’a la situation de contact entre les
tétes hydrophiles et dure pendant toute la phase de séparation, jusqu’au moment du saut
adhésif. A son effet vient s’ajouter aux environs de 8-9 nm celui d’une répulsion de
nature stérique entre les tétes hydrophiles mobiles des lipides. Le moment ou la
répulsion de nature stérique commence a intervenir est visible sur les courbes
expérimentales de la phase de rapprochement par 1’apparition d’une rupture de pente
dans le profil de force. La figure IV-8 donne un profil répulsif type obtenu pour la
configuration NTA-Ni/NTA-Ni. La partie de la courbe comprise entre 20 nm et 8-9 nm
présente un profil exponentiel caractéristique d’une interaction électrostatique double-
couche entre deux bicouches chargées. La longueur de décroissance obtenue (environ 4
nm) est tout a fait compatible avec la concentration de I’¢électrolyte ; nous en reparlerons

dans le chapitre IV-2-3-1.
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Figure IV-8 : Force de répulsion électrostatique double-couche (triangles pleins) et

force de répulsion stérique (cercles vides) entre deux monocouches de lipide NTA-Ni.

2-2-2. Répulsion stérique

La partie de la courbe comprise entre 8-9 nm et 6 nm comprend la superposition de
I’interaction électrostatique double-couche et de I’interaction de nature stérique. Afin de
connaitre la contribution de la répulsion de nature stérique, nous avons appliqué la
fonction représentative du profil exponentiel caractérisant la répulsion électrostatique
aux valeurs de distances expérimentales comprises entre 9 nm et 6 nm. Les résultats
obtenus ont ensuite été soustraits aux valeurs de force mesurées a ces distances. Le
profil de force résultant est exponentiel avec une longueur de décroissance de 0,8 nm
(figure IV-9). Le méme travail a été réalisé sur différentes courbes expérimentales et
pour les trois configurations étudiées. Nous avons obtenu a chaque fois un profil

exponentiel ayant une longueur de décroissance de 1’ordre de 0,8 nm.

Remarque — Les lipides a téte flexible traités comme des polymeres

Un modele permettant de comprendre I’origine de cette répulsion consiste a assimiler

I’ensemble constitué du bras espaceur et de la téte hydrophile a un polymere flexible.

Afin d’estimer le rayon de Flory de ce polymeére, on calcule celui du bras espaceur
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auquel on ajoute la taille de la téte hydrophile, que 1’on considére comme étant un objet
rigide. Le bras espaceur est constitué¢ d’un enchainement de 9 liaisons : 5 liaisons C-C, 2
liaisons C-O et 2 liaisons C-N. Chacune de ces liaisons posséde une longueur d’environ
0,15 nm. Une estimation du rayon de Flory du bras espaceur est donc donnée par
(chapitre [-2-2-4) :

Rr=0,15%(9)*°= 0,6 nm (IV-10)
La téte NTA mesure quant a elle environ 0,6 nm. Le rayon de Flory R’r de I’ensemble
vaut donc environ 1,2 nm. Pour deux surfaces recouvertes d’une brosse de polymeres,
on attend un profil d’interaction exponentiel ayant une longueur de décroissance :

%2% SR (IV-11)

Ou : s est la distance moyenne séparant les sites de fixation des bras espaceurs sur les
chaines hydrophobes.
Le paramétre s est tres difficile a estimer. On connait néanmoins 1’aire moléculaire des
lipides NTA et NTA-Ni, qui est de I’ordre de 0,6 nm”. On peut donc estimer la longueur
s par :

$24/0,6 20,8 nm (IV-12)
On s’attend donc a trouver une longueur de décroissance :

L.
_—

%(0,8)—2/3 (1,2)53=0,5nm (IV-13)

Expérimentalement nous avons trouvé une longueur de décroissance un peu plus grande
mais qui est néanmoins du méme ordre de grandeur. Il aurait fallu avoir plus de points
expérimentaux dans la région correspondant au phénomene de répulsion stérique afin de
pouvoir mieux ajuster les courbes expérimentales et ainsi obtenir un meilleur accord

avec le modele théorique.
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Figure IV-9 : Contribution de la répulsion de nature stérique a l’énergie d’interaction

dans le Tris entre deux monocouches de lipide NTA-Ni.

2-3. Traitement statistique des courbes expérimentales

La répulsion ¢lectrostatique entre les bicouches s’est avérée étre d’autant plus
importante qu’il y avait moins d’ions nickel sur les surfaces (figure IV-5). Afin de
pouvoir comparer les énergies d’adhésion mesurées pour les différents systemes étudiés,
il faudra tenir compte de la contribution de cette répulsion lors de la phase de séparation
entre les surfaces menant jusqu’au saut adhésif.

Un traitement statistique des résultats expérimentaux a été réalisé afin d’obtenir un
comportement moyen pour chacune des trois configurations étudiées. Nous vérifierons
dans cette partie que les profils issus de ce traitement statistique sont compatibles avec
la composition de 1’électrolyte utilis¢é et nous déterminerons 1’état de charge des
surfaces. Nous estimerons ensuite a partir de ces profils, et pour chaque configuration
expérimentale, la contribution des liaisons (hydrogeéne et chélation) aux énergies

d’adhésion mesurées entre les surfaces.
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2-3-1. Comportement moyen pour chaque configuration expérimentale

La partie de chaque courbe expérimentale correspondant a la répulsion électrostatique a
¢été ajustée par une courbe exponentielle. Pour chaque configuration expérimentale, nous
avons ensuite effectué une moyenne des différents comportements exponentiels obtenus
et déduit ainsi un comportement moyen pour la répulsion électrostatique. Le méme
travail a été réalisé pour la phase de séparation entre les surfaces. Cette fois les courbes
expérimentales ont ¢été ajustées par des courbes polynomiales. Ces fonctions
polynomiales n’avaient pas de sens sur le plan physique mais elles ont permis d’obtenir
une bonne estimation de I’énergie a laquelle les sauts adhésifs avaient lieu (figure IV-

10).
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Figure IV-10 : Comportement moyen obtenu pour ’interaction électrostatique double-couche et pour
la phase de séparation entre les surfaces dans les différentes configurations étudiées (bleu : NTA/NTA,
rouge : NTA/NTA-Ni, vert : NTA-Ni/NTA-Ni). Les traits pointillés correspondent a I’extrapolation de

la répulsion électrostatique dans le domaine des distances ou la répulsion stérique intervient.

2-3-2. Longueur de Debye

Les trois systémes présentent un profil de répulsion électrostatique dont la longueur de
décroissance est de I’ordre de 4 nm. Nous allons vérifier que ce résultat est en accord

avec la composition de 1’¢lectrolyte utilisé.
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Les expériences ont été réalisées dans une solution de Tris de pH 8 et de concentration
10 mM. Les ions présents en solution sont : les ions hydronium (H;O") et les ions
chlorure (CI') tous deux issus de la décomposition de 1’acide chlorhydrique (HCI) ainsi
que les ions (HOCH,);=CNH;" issus de la décomposition du Tris ((HOCH,);=CNH,).

La réaction de décomposition du Tris s’écrit :

(HOCH, ),=CNH; +H,0 < (HOCH; ),=CNHj +OH- (IV-14)
Ou:
Ky = [(H[(()gg&)fg (IJ{EI]}[I?]H] (IV-15)
Or:
pKy =14-pK, =14-8,1=14—pH=pOH (IV-16)
Et:

pK, =—log[(HOCH; );=CNH3]+pOH +log[(HOCH; ),=CNH,]  (IV-17)

A I’état d’équilibre, on a donc, en symbolisant les états initiaux et finaux par les lettres 1

etf:
[(HOCH, ),=CNH,]; = [(HOCH ),=CNH4]; (IV-18)
D’ou:
[(HOCH, ),=CNH{]; ;% [(HOCH, ),=CNH,]; =5mM (IV-19)
La relation d’¢électroneutralité de la solution d’¢lectrolyte s’€crit par ailleurs :
[(HOCH, ),=CNH{]; +[H30*]¢ =[Cl-]; (IV-20)
Or:
[H30%]; =10 =108M (IV-21)
D’ou:
[(HOCH, ),=CNH{]; =[Cl-]¢ (IV-22)

Le couple ((HOCH,);=CNH;", CI') peut donc étre traité comme un électrolyte 1:1 dont
la longueur de Debye est donnée par (chapitre 1-2-1) :

0,304 = 0304 L4 3im (IV-23)

\/[(HOCHz ,=CNHi]; ~,/5.10°3
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Cette longueur de Debye est bien en accord avec les résultats expérimentaux obtenus.
2-3-3. Densités de charge des surfaces

Les profils issus du traitement statistique nous permettent également de déterminer
I’état de charge des surfaces étudiées. La théorie prévoit en effet pour 1’interaction

¢lectrostatique double-couche un profil de la forme (chapitre 1-2-1) :

_4mp3? exp[_(D_6)} (1V-24)

F
R €0 &; AD

Ou : g = 8,854.10"* C2.J"'.m™ (permittivité du vide) et & = 78,4 (en admettant que la
permittivité relative du milieu soit égale a celle de I’eau) et ou X est la densité de charge
des surfaces.

L’origine des distances a ¢été¢ décalée de 6 nm afin de tenir compte du fait que les
mesures de distances comprennent la taille des deux monocouches de lipide NTA ou
NTA-Ni (dans I’expression théorique, la distance correspond a celle séparant les tétes
hydrophiles des deux monocouches).

L’extrapolation des courbes moyennes de répulsion électrostatique dans la région ou la
répulsion stérique intervient (traits pointillés de la figure IV-10) permet de connaitre la
force d’interaction électrostatique au contact (D = 6 nm) et donc de déduire la densité de

charge des surfaces (tableau IV-1) :

€0E, %(D:6nm)
- 4z A

(IV-25)
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NTA/NTA NTA/NTA-Ni NTA-Ni/NTA-Ni
F
F (D=6
g (D=6nm) 215 18.0 12,1
(mN/m)
z 1.7.102 1.6.10> 1.3.102
(C/m ) 9 b b
Nombre de charges 6,5.10 6,0.10 4,7.107
par molécule

Tableau IV-1 : Densités de charge X des surfaces calculées a partir de la force électrostatique au
contact F(D = 6 nm)/R. Le nombre de charges par molécule est calculé a partir de la densité

de charge X des surfaces connaissant ’aire moléculaire o des lipides.

Les résultats obtenus sont assez surprenants : seule 1 molécule sur 20 est chargée, alors
que les tétes NTA-Ni portent une charge globale négative (figure 1I-12) et qu’a pH 8
une grande proportion des groupes COOH des tétes NTA devraient se trouver sous la
forme ionisée COO". Le phénomene avait déja été observé lors des expériences réalisées
dans I’eau pure (chapitre III) et avait été attribué a une adsorption, sur les tétes
hydrophiles, de contre-ions provenant de certaines parties de 1’appareil (verre, téflon,
nox, etc.). Cet effet est toujours présent dans le Tris ou il faut en plus tenir compte de

’adsorption des cations (HOCH,);=CNH;" issus de la décomposition du Tris.

2-3-4. Forces de séparation effectives

La force nécessaire pour séparer deux surfaces en contact adhésif dépend de I’intensité
des liaisons qui se sont créées entre les groupes fonctionnels présents sur ces surfaces
mais également des différentes forces répulsives existant entre les deux surfaces. Les
systémes que nous avons étudiés étaient soumis a des forces de répulsion de nature
¢lectrostatique et stérique. Les forces stériques étaient indépendantes de la configuration

¢tudiée mais les forces ¢électrostatiques variaient d’une configuration a 1’autre (chapitre
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IV-2-2 et figure 1V-10). Afin de pouvoir comparer entre elles les différentes forces de
séparation mesurees, il est donc nécessaire de prendre en compte la contribution de la
répulsion électrostatique. Cette contribution favorise la séparation des deux surfaces ;
elle doit donc étre ajoutée a la force de séparation mesurée afin d’obtenir une force de
séparation effective Fo.s/R (force de séparation que I’on aurait mesurée entre les deux
surfaces si la répulsion ¢électrostatique avait été absente). Les sauts adhésifs ayant lieu
en moyenne a 8,5 nm, la contribution de la répulsion électrostatique est évaluée a cette
distance. Dans le cas de la configuration NTA/NTA, le saut adhésif a lieu dans la région
des forces positives, ce qui explique le signe négatif devant la valeur de la force de

séparation (tableau IV-2).

NTA/NTA NTA/NTA-Ni NTA-Ni/NTA-Ni
Fo oy
g (D=8,5nm) 11 4+1 17+ 1
(mN/m)
Fe
Ep=gs
R (P=835n0m) 12+1 9+ 1 7+1
(mN/m)
Foerr _ (F_o +F_ej
R (R R 1142 1342 24 +2
(mN/m)

Tableau IV-2 : Forces de séparation effectives Fy /R entre les deux surfaces calculées en ajoutant la
contribution de la répulsion électrostatique F/R a la force de séparation mesurée FyR. FyR et F/R
ont été évaluées a la distance D = 8,5 nm (distance moyenne a laquelle les sauts adhésifs avaient lieu)

a partir des courbes moyennes de la figure IV-10.

La force de séparation effective mesurée entre deux monocouches de lipide NTA dans
le Tris est environ deux fois plus faible que celle qui avait ét¢ mesurée dans 1’eau pure
mais reste néanmoins relativement grande. Cette force de séparation ne peut pas €tre
attribuée aux scules forces de van der Waals dont la contribution, dans les conditions de

I’expérience, n’est pas aussi importante. Dans le cas du lipide DMPE, pour lequel les
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forces de van der Waals sont importantes, nous avons mesuré¢ en effet dans le Tris une
force de séparation effective de ’ordre de 2 mN/m (figures IV-11 et IV-12 et tableau
IV-3).
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Figure IV-11 : Profil de force obtenu dans le Tris entre deux monocouches de DMPE.

Triangles pleins : rapprochement des surfaces, triangles vides : séparation des surfaces.
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Figure IV-12 : Force de répulsion électrostatique double-couche entre deux

monocouches de DMPE plongées dans le Tris.



134 Chapitre IV : Mesure d’une Liaison par Chélation

DMPE/DMPE

Fo o

R (D=6nm) 0.6
(mN/m)

Fe p_

K(D—6nm) 1.4
(mN/m)

Foer _ (Fe n Fo

R (R R 2

(mN/m)

Tableau 1V-3 : Force de séparation effective Fy,/R entre deux monocouches de DMPE calculée en
ajoutant la contribution de la répulsion électrostatique F/R a la force de séparation mesurée Fy/R.

FyR et F /R ont été évaluées a la distance D = 6 nm (distance a laquelle le saut adhésif avait lieu).

Nous en déduisons donc qu’il se forme toujours des liaisons hydrogéne, méme dans le
Tris, entre deux monocouches de lipide NTA. Le nombre de ces liaisons a bien diminué
comme prévu par la valeur de pK, des groupes carboxyle mais reste néanmoins
é¢tonnamment grand. A pH 8, on s’attendait en effet a avoir seulement 1 groupe
carboxyle sur 100 qui n’était pas ionisé. Nous devrons donc inévitablement prendre en
compte la contribution de ces liaisons hydrogéne aux énergies d’adhésion mesurées
dans les configurations NTA/NTA-Ni et NTA-Ni/NTA-Ni.

Lorsque I'une des deux surfaces est recouverte de nickel, la force de séparation effective
est légerement plus grande que pour la configuration NTA/NTA mais reste néanmoins
du méme ordre de grandeur. Etant donné que dans le Tris une certaine proportion des
groupements NTA-Ni perdent leur ion nickel, 1’énergie mesurée comprend une
contribution des liaisons hydrogéne et une contribution des liaisons par chélation.
Lorsque les deux surfaces sont recouvertes de nickel, on mesure la force de séparation
effective la plus grande des trois configurations étudiées. Cette force comprend toujours
une contribution des liaisons hydrogeéne et une contribution des liaisons par chélation.
Les résultats obtenus montrent de plus que la proportion des groupements NTA-Ni qui
ont perdu leur ion nickel est supérieure a 50% ; la configuration NTA-Ni/NTA-Ni offre

en effet la combinaison de liaisons hydrogene et de liaisons par chélation la plus
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favorable. Ce résultat sera confirmé a partir du modéle statistique développé dans le

chapitre suivant.

2-4, Estimation de I’énergie d’une liaison par chélation

Nous allons évaluer ici, a I’aide d’un modele statistique simple, 1’énergie de liaison ec
entre deux groupements NTA se partageant un ion nickel (liaison par chélation entre un
groupement NTA-Ni et un groupement NTA). La valeur obtenue fournira une borne

inférieure a 1’énergie de chélation d’un ion nickel par un groupement NTA.

Ce modgele nécessite plusieurs hypothéses :

(1) Tous les groupements NTA ne sont pas ionisés dans le Tris. Il peut donc encore
se former des liaisons hydrogene entre deux groupements NTA.

(i)  Un certain pourcentage de groupements NTA-Ni perdent leur ion nickel
lorsqu’ils sont plongés dans le Tris. Soit pni la proportion des groupements
NTA-Ni qui possédent toujours leur ion nickel.

(ii1)) Il ne peut se former en méme temps une liaison par chélation et une liaison
hydrogene entre un groupement NTA et un groupement NTA-Ni.

(iv)  La contribution de I’énergie d’interaction entre deux groupements NTA-Ni a
I’énergie d’adhésion mesurée peut étre négligée.

(v) Tous les groupements NTA, quel que soit leur état d’ionisation, peuvent former

des liaisons par chélation avec un ion nickel.
Munis de ces hypothéses, nous pouvons écrire les énergies d’adhésion mesurées pour
les différents systemes étudiés comme la somme de deux contributions, 1’une
correspondant aux liaisons hydrogéne et I’autre associée aux liaisons par chélation.
Eo(NTA/NTA)=Ey (IV-26)

E()(NTA/NTA—NI)=(1—pN1)EH +PnNi Ec (IV-27)

E()(NTA—NI/NTA—NI) =(1_pNi)2 EH + 2pNi (l_pNi) EC (IV-28)
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Ou : I’écriture Ey rappelle que I’énergie d’adhésion mesurée entre deux monocouches
de lipide NTA est due essentiellement aux liaisons hydrogéne (la contribution des
forces de van der Waals est du méme ordre de grandeur que I’erreur expérimentale sur
la mesure de 1’énergie d’adhésion) et ou E¢ correspond a I’énergie d’adhésion que 1’on
mesurerait dans le Tris entre une monocouche de lipide NTA et une monocouche de
lipide NTA-Ni si tous les groupements NTA-Ni possédaient leur ion nickel.

Pour mieux visualiser ces différentes contributions, on peut se référer a la figure IV-13.

Q
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Figure IV-13 : Schéma illustrant la proportion de liaisons par chélation pouvant se former dans la
configuration NTA/NTA-Ni (ions nickel symbolisés par les billes grises) et dans la configuration NTA-
Ni/NTA-Ni (ions nickel symbolisés par les billes noires ou grises) dans le cas ou 50% des groupements

NTA-Ni possédent toujours leur ion nickel (py; = 73). Dans le cas NTA/NTA-Ni, il se forme 2 liaisons

hydrogéne et 2 liaisons par chélation (1-py; = pni = 72) 5 dans le cas NTA-Ni/NTA-Ni, il se forme 1

liaison hydrogéne et 2 liaisons par chélation (1-px)’ = %, 2pnxi(1-pri) = %).

Les énergies d’adhésion des différents systemes se déduisent des forces de séparation

effectives (tableau IV-2) par la relation (chapitre I1-2-5) :

_ 1 Foefr ;
Eo= 7 R (IV-29)

L’énergie macroscopique Ec est par ailleurs reliée a 1’énergie microscopique ec par
I’équation :

EC :ZCI €c (IV-30)
Ou : X, est la densité surfacique des sites chélateurs liés.

Une statistique de type Boltzmann partant de I’hypotheése que chaque site chélateur peut

étre lié ou non lié permet par ailleurs de relier ¢, a Zc, la densité surfacique totale des
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sites chélateurs (raisonnement similaire a celui qui avait été¢ développé au chapitre I11-2-

5 pour les sites hydrogene) :

_ exp(ec) _
ZCI_ZC—1+exp(eC) (Iv-31)

Comme nous sommes partis de I’hypotheése que chaque groupement NTA pouvait
former des liaisons par chélation, la densité surfacique totale des sites chélateurs est
reliée a ’aire occupée par un groupement NTA, c’est-a-dire a 1’aire moléculaire des

lipides NTA, par I’équation :

To=—1 (IV-32)

ONTA

On en déduit :

1 €c
Ec = 1V-33
¢ onta 1+exp(-ec) ( )

Afin de calculer ec, on résout donc tout d’abord le systéme formé par les deux équations
(IV-27) et (IV-28). On obtient alors Ec et pnj ; ec est ensuite calculée a partir de la
relation (IV-33).
Le calcul conduit a :
pni =0,15£0,05 (IV-34)
Et:
ec=(2,0+£0,5kgT (IV-35)

Remarque — Limites du modele

Les calculs conduisant aux relations (IV-34) et (IV-35) ont nécessité de “jouer” sur les
barres d’erreur des résultats expérimentaux afin d’obtenir des valeurs physiquement
acceptables pour py; et ec et les résultats obtenus ne donnent donc qu’une estimation de
ces valeurs. Le modéle n’est évidemment pas sans faille et notamment nous avons
considéré qu’il ne pouvait pas se former simultanément, sur un méme groupement
NTA, une liaison hydrogéne et une liaison par chélation. En réalité, il est probable
qu’une certaine proportion des groupements NTA forment les deux types de liaison en

méme temps et il faudrait alors élaborer un modele plus compliqué.
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Le modele présenté dans ce chapitre a donc permis d’obtenir une estimation de 1’énergie
associée a la liaison entre deux groupements NTA par partage d’un ion nickel (liaison
par chélation entre un groupement NTA-Ni et un groupement NTA) ; elle est de 1’ordre
de 2 kgT. Il a aussi confirmé le fait que, dans le Tris et dans les conditions de nos
expériences SFA, une grande proportion des groupements NTA-Ni perdent leur ion
nickel. La proportion des groupements NTA-Ni qui possédent toujours leur ion nickel a

été estimée a environ 15%.

3. Mesures par la technique des vésicules micromanipulées

En complément des mesures de forces réalisées par la technique SFA, nous avons
effectu¢ des mesures d’adhésion entre des vésicules fonctionnalisées avec les lipides
NTA ou NTA-Ni. Les expériences ont également été réalisées dans une solution
aqueuse de Tris de pH 8. Les vésicules étaient composées d’un mélange du lipide SOPC

et des lipides NTA ou NTA-Ni (figure IV-14).
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Figure IV-14 : Configuration expérimentale utilisée pour les mesures d’adhésion par

micromanipulation de vésicules fonctionnalisées. Cas du systeme NTA/NTA-Ni.

3-1. Préparation des vésicules

Des essais avaient été réalisés dans le but de concevoir des vésicules composées a 100%
des lipides NTA ou NTA-Ni mais de tels objets n’étaient pas stables en solution
aqueuse. Au microscope optique nous avions observé essentiellement des agrégats de
lipides de taille variable. Ceci est tres certainement di a la géométrie des lipides NTA
ou NTA-Ni dont la téte est trop grosse pour leur permettre une association stable sous la
forme de bicouches sphériques. En diluant les lipides NTA et NTA-Ni dans une
solution de lipide SOPC, dans un rapport moléculaire d’environ 1/10, on est parvenu a

obtenir des composés tres stables avec un bon rendement.

Lors des mesures d’adhésion, un deuxiéme probléme est apparu, lié¢ a I’état de charge

des lipides NTA et NTA-Ni. En effet, lorsque la surface des vésicules est trop chargée
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on ne parvient pas a mesurer d’adhésion parce que celle-ci est masquée par le
phénomene de répulsion électrostatique. Ainsi, lorsque la proportion moléculaire des
lipides NTA ou NTA-Ni était supérieure a 9%, I’adhésion était masquée. Nous avons
donc travaill¢ avec des mélanges a 8% en lipide NTA ou NTA-Ni. On déposait sur les
pastilles en téflon 30 pl d’un mélange SOPC/NTA ou SOPC/NTA-Ni compos¢ a 92%
du lipide SOPC. La phase de croissance des vésicules avait lieu dans une solution de
saccharose d’osmolarité 190 mOsm (180 mM). Les observations sous microscope visant
a sélectionner le couple de vésicules a étudier se faisaient dans une solution de glucose
d’osmolarité 200 mOsm (190 mM). Les mesures étaient ensuite réalisées dans un
mélange Tris/NaCl d’osmolarit¢ 230 mOsm (190 mM). L’utilisation de solutions de
glucose et de Tris ayant une osmolarité supérieure a celle du saccharose (qui constitue le
milieu interne des vésicules) permet de rendre les vésicules flasques et donc aisément

micromanipulables.

3-2. Energies d’adhésion macroscopiques

Les mesures d’adhésion consistent a rapprocher deux wvésicules, maintenues par
aspiration dans des micropipettes, jusqu’a ce que leurs membranes entrent en contact.
L’une des deux vésicules est fortement aspirée et reste soumise a une pression
d’aspiration constante durant tout le déroulement de I’expérience ; c’est la vésicule
tendue. L’autre vésicule est soumise a une pression d’aspiration plus faible dont on
modifie la valeur au cours de I’expérience ; c’est la vésicule flasque. Lorsque les
membranes des deux vésicules entrent en contact et qu’un phénomene d’adhésion
apparait, la vésicule flasque se déforme et épouse le contour de la vésicule tendue. Les
paramétres géométriques associés a cette déformation permettent de remonter a

I’énergie d’adhésion (chapitre I1-3-2).

En pratique, on commence toujours par faire une photo du systéme lorsque les deux
vésicules sont ¢loignées I'une de 1’autre (figure IV-15a), ce qui permet de connaitre
leurs caractéristiques géométriques initiales. On met alors les membranes des deux
vésicules en contact tout en imposant une pression d’aspiration AP, relativement €levée

a la vésicule flasque (figure IV-15b). On diminue ensuite progressivement la pression
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d’aspiration et on note le déplacement correspondant pour la langue de la vésicule
flasque (partie de la vésicule se trouvant dans la micropipette — figure IV-15c). Avant
que la vésicule flasque ne ressorte complétement de sa micropipette, on augmente a
nouveau progressivement la pression d’aspiration jusqu’a retrouver la valeur initiale
APy. Une photo du systéme est prise pour chaque valeur de la pression d’aspiration.
Cette série de mesures est répétée au moins 5 fois pour chaque couple de vésicule testé
et la méme expérience est reproduite pour d’autres couples de vésicules. On peut alors
tracer le graphe représentant la pression d’aspiration AP de la vésicule flasque en
fonction du facteur géométrique G défini par (chapitre 11-3-2) :

- pune,
Ou : R est le rayon de la micropipette, c est la courbure moyenne de la vésicule flasque
et 0 est 'angle de contact entre les deux vésicules (c et 6 sont calculés a partir du
déplacement de la langue AL).

La pente des droites obtenues correspond a I’énergie d’adhésion E, entre les deux

vésicules (figure [V-16).
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Figure IV-15 : Mesures d’adhésion entre deux vésicules dont la membrane est composée d’un mélange
des lipides SOPC et NTA. La premiére photo (a) permet de déterminer les caractéristiques
géométriques initiales des deux vésicules. Les deux vésicules sont ensuite mises en contact et sous
Deffet de I’adhésion la vésicule flasque se déforme (b). Si l’on reldche la pression d’aspiration, la

déformation de la vésicule flasque s’accentue et la langue ressort un peu de la micropipette (c).
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Facteur géométrique G (um!)

1,5

Figure IV-16 : Courbes d’adhésions obtenues entre deux vésicules NTA (bleu), entre une vésicule

NTA et une vésicule NTA-Ni (rouge) et entre deux vésicules NTA-Ni (vert). La pente des droites

correspond a I’énergie d’adhésion entre les deux vésicules (tableau IV-4). Triangles pleins : pressions

d’aspiration décroissantes, triangles vides : pressions d’aspiration croissantes.

NTA/NTA

NTA/NTA-Ni

NTA-Ni/NTA-Ni

Eo

72+£6

99+ 6

Tableau IV-4 : Energies d’adhésion mesurées dans le Tris entre deux vésicules NTA,

entre une vésicule NTA et une vésicule NTA-Ni et entre deux vesicules NTA-Ni.

On retrouve donc a travers les résultats obtenus par la technique des vésicules

micromanipulées un comportement similaire, sur le plan qualitatif, a celui qui avait été

observé lors des expériences SFA. Les énergies d’adhésion mesurées vont en effet dans

le sens d’une augmentation lorsque les groupements NTA sont fonctionnalisés par un

ion nickel. De plus, le fait que la configuration NTA-Ni/NTA-Ni présente a nouveau

I’énergie d’adhésion la plus grande prouve qu’une certaine proportion des groupements

NTA-Ni n’ont plus leur ion nickel. Tout ceci va étre précisé grace au modele statistique

développé dans le chapitre suivant.
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3-3. Estimation de I’énergie d’une liaison par chélation

Cette partie a pour objectif d’évaluer 1’énergie d’adhésion moléculaire ec entre un
groupement NTA-Ni et un groupement NTA (énergie de liaison entre deux
groupements NTA par partage d’un ion nickel). Pour y parvenir, nous allons développer
un modele statistique qui permettra de déduire ec des énergies d’adhésion
macroscopiques E( des différents systémes étudiés. Les hypothéses dont nous partons
afin d’¢élaborer ce mod¢le sont les mémes que celles présentées dans le chapitre [V-2-4 ;
les relations (IV-26) a (IV-28) sont donc toujours valables. Cependant nous devrons
retrancher ici aux énergies d’adhésion la contribution des forces de van der Waals entre
les bicouches de SOPC. Cette contribution ne peut, en effet, plus étre négligée étant
donné que I’on travaille avec des bicouches ne contenant que 8% de lipides NTA ou
NTA-Ni et conduisant, de ce fait, a des énergies d’adhésion plus faibles. Les relations

deviennent donc :

Eo(NTA/NTA)-E, (SOPC/SOPC)=Ey (IV-37)

Eo(NTA/NTA-Ni)-E, (SOPC/SOPC)=(1-pxi)Ex +pni Ec~ (IV-38)

Eo(NTA—Ni/NTA-Ni)—Eq (SOPC/SOPC)=(1-pxi)? Ex +2pni (1-pni) Ec  (IV-39)

Une mesure de 1’énergie d’adhésion entre deux vésicules de SOPC a déja été réalisée au
laboratoire dans les mémes conditions que celles de nos expériences (et notamment a
concentration de sel équivalent) et a donné :

Eo (SOPC/SOPC) =12 uJ.m2 (IV-40)

Afin de relier Ec a ec, nous allons utiliser un autre modéle que celui présenté dans les
chapitres II1-2-5 et IV-2-4. Ce modgc¢le tient compte du fait que les lipides NTA et NTA-
Ni sont libres de diffuser au sein de la membrane de chaque vésicule et qu’ils sont
attirés par la zone de contact entre les deux vésicules. La conséquence est une
augmentation de leur densité au niveau de la zone de contact ; on parle d’enrichissement

local en sites fonctionnels. Une relation traduisant cet enrichissement a été écrite pour la
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premiére fois dans le cas de molécules faisant des liaisons fortes (Bell, 1984 — Evans',
1985) :

Ec=Xz-2Zuz)ksT (Iv-41)
Ou : X7 est la densité des sites fonctionnels au niveau de la zone de contact et Xyz est
leur densité hors de la zone de contact.
Une description microcanonique a permis d’étendre le résultat au cas de molécules
établissant des liaisons faibles et réversibles et 1’expression obtenue a pu étre vérifiée
expérimentalement (Pincet, 2001). En appliquant le résultat obtenu par ces auteurs au

cas de notre systéme, nous arrivons a la relation :

~ 1 exp(ec)—1 i
Ec_ch (—2 jkBT (Iv-42)

Ou : X¢ est la densité des sites chélateurs a la surface des vésicules et ou le facteur 1/10
traduit le fait qu'un groupement NTA situé sur 'une des deux vésicules a environ 1
chance sur 10 de se trouver en face d’un groupement NTA-Ni de I’autre vésicule ; le
terme de probabilité li¢ a 1’état fonctionnalisé ou non du groupement NTA-Ni est, quant
a lui, d¢ja inclu dans les expressions (IV-38) et (IV-39).

Afin d’estimer la densité surfacique des sites chélateurs, il faut tenir compte de la
dilution des lipides NTA dans la bicouche de SOPC. Dans une vésicule de SOPC, ’aire
occupée par chaque lipide est d’environ 0,65 nm” (Rand, 1989), ce qui correspond pour
une monocouche de SOPC a une pression de surface de 1’ordre de 20 mN/m. Sur
I’isotherme des lipides NTA et NTA-Ni, on peut voir que cette pression est associée a
une aire moléculaire d’environ 0,7 nm”. Nous considérerons que telle est 1’aire
moléculaire des lipides NTA et NTA-Ni au sein des vésicules de SOPC. Sachant que les
vésicules SOPC/NTA et SOPC/NTA-Ni sont composées a 92% de lipide SOPC, nous

en déduisons la densité des groupements NTA et NTA-Ni a la surface des vésicules :

— - 8 ~ A -2 -
ZNTA —ZNTA—Nl = 8x0.70+92x0.65 _0,12molecule.nm (IV 43)

Puisque nous partons de I’hypothése que tous les groupements NTA peuvent former des
liaisons par chélation, cette densité est également la densité des sites chélateurs a la
surface des vésicules :

2 =0,12 molécules.nm—2 (IV-44)
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Afin d’obtenir ec, on calcule tout d’abord Ec a partir des valeurs d’adhésions
macroscopiques expérimentales et des équations (IV-37) a (IV-39) ; ceci nous permet
¢galement de connaitre pyi. On déduit ensuite ec de la relation (IV-42).
On obtient :
pni =0,25£0,10 (IV-45)
Et:
ec=(2,5£0,5)ksT (IV-46)

On vérifie donc bien que certains groupements NTA-Ni ont perdu leur ion nickel dans
le Tris. La proportion des groupements NTA-Ni qui possédent toujours leur ion nickel
est ici 1égerement supérieure a celle qui avait été estimée lors des expériences SFA. On
mesure par ailleurs une énergie de chélation ec du méme ordre de grandeur que celle

mesurée en SFA.

4. Conclusion

Les mesures d’adhésion réalisées en SFA et par la technique des vésicules
micromanipulées ont montré que deux groupements NTA pouvaient se lier par mise en
commun d’un ion nickel. Nous avons obtenu une estimation de 1’énergie associée a
cette liaison par chélation ; elle est de I’ordre de 2 kgT. Cette énergie fournit une borne
inférieure a I’énergie de chélation d’un ion nickel par un groupement NTA. Nous avons
¢galement observé que plus de la moitié des groupements NTA-Ni perdaient leur ion
nickel lorsqu’ils étaient plongés dans le Tris (environ 15% lors des expériences SFA et
environ 25% lors des expériences avec les vésicules micromanipulées). Aucune
explication n’a pu étre donnée a ce phénomeéne hormis que le Tris puissent faire des
liaisons avec le nickel et se placer ainsi en compétiteur vis-a-vis du groupement NTA.

La capacité qu’ont les ions nickel a pouvoir se lier simultanément a deux groupements
NTA pourrait étre mise a profit dans 1’élaboration de nouvelles techniques d’ancrage
des protéines aux interfaces. L’utilisation d’un ligand relais auquel on aurait ajouté un
groupement NTA et d’une surface possédant le groupement complémentaire NTA-Ni

permettrait la fixation de protéines par I’intermédiaire de la reconnaissance ligand-
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protéine ; on s’affranchirait ainsi des étapes de manipulation génétique des protéines
que nécessitent les techniques actuelles.

L’¢étude réalisée dans ce chapitre a de plus permis de comparer des résultats issus de
deux nanotechniques différentes : la technique SFA et la technique des vésicules
micromanipulées. Nous avons utilis¢é pour chaque technique un modele statistique
permettant de relier les énergies d’adhésion macroscopiques aux énergies de liaison a

I’échelle moléculaire. L’accord obtenu entre les deux approches est tres satisfaisant.



148

Chapitre V : Mesures de Forces Impliquant des
Rétinoides

Les cellules disposent de véritables “laboratoires moléculaires” qui assurent leur survie
et qui leur permettent de communiquer les unes avec les autres (Alberts, 1998). Elles
sont en permanence le si¢ge d’assemblages et de désassemblages entre diverses
macromolécules provenant du milieu extérieur ou présentes au cceur méme de la cellule.
Ces interactions permettent le déclenchement de nombreux événements sans cesse
présents au sein des cellules et qui influencent leur métabolisme. La liaison entre un
récepteur (une protéine) et son ligand est un outil de reconnaissance trés largement mis
a profit par la cellule lors de ces différents événements. Il s’agit d’une interaction
spécifique, c’est-a-dire qu’une protéine ne peut interagir qu’avec un seul ligand ou un
seul groupe de ligands (la liaison se forme sur une région particuliére de la protéine dont
la structure est complémentaire de celle du ligand). Les cellules possédant de nombreux
ligands différents, cette spécificité n’autorise les protéines a s’associer qu’avec le ligand
approprié, qui déclenchera le signal li¢ a leur fonction. Il s’agit également d’une
interaction réversible, ce qui permet de libérer le récepteur une fois que le signal a été
transmis et de le rendre ainsi disponible pour interagir avec d’autres ligands. On
distingue deux grands groupes de récepteurs : les récepteurs membranaires qui sont
situés dans la membrane plasmique des cellules et les récepteurs nucléaires qui se
trouvent dans le noyau et dont le ligand est capable de pénétrer librement dans la
cellule. Les principaux ligands des récepteurs nucléaires sont : les hormones stéroides,
les hormones thyroidiennes, 1’acide rétinoique et la vitamine D;. En se liant a leurs
ligands, les récepteurs nucléaires acquieérent une forte affinité pour des régions
particulieres de I’ADN contenant le code génétique de certaines protéines et participent
ainsi a la transduction du signal génétique. A I’heure actuelle, on connait trés peu de
choses concernant la nature et le mode d’action des forces qui sont impliquées dans le
mécanisme de reconnaissance d’un ligand par son récepteur. Une meilleure
connaissance des mécanismes physico-chimiques impliqués permettrait de mieux
comprendre le mode d’action des récepteurs nucléaires et pourrait contribuer au

développement de composés pharmacologiques.
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Récemment, certaines techniques a champ proche ont rendu possible 1’étude des
énergies d’interaction entre des molécules d’intérét biologique (Helm, 1991 — Pincet,
1994 — Wong, 1999 — Leckband, 2000b — Sivasankar, 2001). Nous avons utilisé
I’appareil a force entre surfaces pour tenter de mesurer les énergies d’interaction
impliquées lors du mode d’action des rétinoides (chapitre I-3). Les différentes étapes de
I’action des rétinoides sont successivement : la fixation de I’acide rétinoique a ses
récepteurs, la dimérisation des récepteurs (pour former des homodiméres ou des
hétérodimeres) et la fixation du complexe a 1’élément de réponse de I’ADN a ’acide
rétinoique (chapitre 1-3-1-2). Nous avions donc pour objectif de mesurer les énergies
d’interaction associées a la reconnaissance de 1’acide rétinoique par ses récepteurs et a
la dimérisation des récepteurs.

Ce travail a nécessité 1’utilisation d’outils moléculaires permettant de coupler les
molécules biologiques aux surfaces d’étude du SFA et de les rendre parfaitement
accessibles lors des mesures de forces (chapitre 1I-4). Ceci a été rendu possible grace a
une collaboration avec des équipes de biologistes (H. Gronemeyer et J. Iyer) et de
chimistes (C. Mioskowski, L. Lebeau et F. Balavoine). Un lipide dont la téte hydrophile
contenait un ligand synthétique spécifique des RXR (lipide rétinoide — figure II-15) a
été synthétisé par 1’équipe des chimistes alors que les biologistes nous ont fourni des
récepteurs RAR et RXR portant une étiquette histidine. Ces récepteurs ont pu étre fixés
sur une monocouche de lipide NTA-Ni grace a la forte affinité existant entre la
molécule d’histidine et 1’ion nickel.

Avant de réaliser toute mesure de forces entre les récepteurs ou entre le ligand et son
récepteur, il était nécessaire de s’assurer que le lipide NTA-Ni utilisé était effectivement
capable de fixer une séquence de plusieurs molécules d’histidine. Des expériences
préliminaires ont donc été réalisées et seront présentées dans la premicre partie de ce
chapitre. Seront présentées ensuite les mesures de forces qui ont été réalisées entre les
récepteurs des rétinoides. Deux modes de fixation ont été utilisés : celui mettant a profit
I’affinité entre I’ion nickel et la molécule d’histidine et celui utilisant la liaison du
ligand a son récepteur. Nous donnerons ensuite un premier résultat obtenu pour
I’énergie d’interaction entre une monocouche du lipide rétinoide et une monocouche du
lipide NTA-Ni sur laquelle ont été greffés des récepteurs RXR. Dans un dernier

paragraphe, nous présenterons les profils de force obtenus dans I’eau pure entre deux
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monocouches du lipide rétinoide. Ces mesures se situent hors du contexte de
I’interaction récepteur-ligand mais présentent 1’intérét sur le plan physico-chimique de

mettre en jeu simultanément des forces hydrophobes et des liaisons hydrogene.

1. Tests d’affinité entre la molécule d’hexahistidine et le lipide

NTA-Ni

Deux expériences différentes ont ét¢ menées dans le but de tester la capacité d’une
molécule d’hexahistidine (6His) a se fixer sur le lipide NTA-Ni dont nous disposions.
La premicre a été réalisée sur la balance de Langmuir et la deuxiéme était basée sur des

mesures de fluorescence effectuées sur des vésicules fonctionnalisées.
1-1. Mesures de pressions de surface

Le but de cette premiere expérience était de former une monocouche de lipide NTA-Ni
a l’interface Tris-air et de mesurer la variation de pression de surface de cette
monocouche suite a I’injection en sous-phase (sous la monocouche) de molécules

contenant une étiquette histidine.
1-1-1. Mesures a aire moléculaire fixée

Les molécules “his-taguées™ utilisées étaient des molécules de FITC-6His de masse
molaire 1301 g/mol (le caractére fluorescent n’était d’aucune utilit¢ dans cette
expérience mais nous disposions de ces molécules au laboratoire dans le but de réaliser
¢galement des mesures en microscopie de fluorescence, comme nous le verrons dans le
chapitre V-1-2). Les molécules de FITC-6His étaient solubilisées au début de chaque
expérience dans 3 ml de Tris 10 mM de maniére a obtenir une solution de FITC-6His a
0,15 mM. La cuve de Langmuir était remplie de Tris 10 mM dégazé et une monocouche
de lipide NTA-Ni était déposée a ’interface Tris-air. La monocouche était comprimée
jusqu’a une pression de surface de 1I’ordre de 30 mN/m, pour laquelle elle se trouve dans

un état compact (aire moléculaire de 0,62 nm?) ; on injectait ensuite en sous-phase les 3
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ml de la solution de FITC-6His. Pour rendre 1’injection la plus homogene que possible,
nous avons injecté cette solution en différents endroits, a gauche et a droite de la
monocouche, c’est-a-dire a gauche du flotteur et a droite de la barriere mobile (figure II-
1). On laissait alors diffuser environ 30 minutes et on mesurait la nouvelle pression de
surface.

Toutes les expériences réalisées ont mis en évidence une augmentation de la pression de
surface suite a I’injection de FITC-6His ; cette augmentation était de (3 £ 1) mN/m,
pour une aire moléculaire initiale au sein de la monocouche NTA-Ni de 0,62 nm”. Or
dans I’hypothése d’une fixation des molécules de FITC-6His sur le lipide NTA-Ni, les
tétes hydrophiles deviennent plus grosses et les répulsions stériques au sein de la
monocouche augmentent ; il en résulte donc une augmentation de la pression de surface.
Il semblerait donc que les molécules injectées en sous-phase viennent bien s’adsorber
sur les tétes hydrophiles du lipide NTA-Ni. Il reste cependant a vérifier qu’il s’agit bien
d’une adsorption spécifique, c’est-a-dire se faisant par I’intermédiaire de la liaison entre
I’hexahistidine et le nickel.

Nous avons donc effectué¢ la méme expérience sur des monocouches de lipide NTA.
Aucune variation significative de la pression de surface n’a alors été¢ observée apres
I’injection en sous phase de molécules de FITC-6His. L’augmentation obtenue avec les
monocouches de lipide NTA-Ni était donc bien due a une fixation des molécules de

FITC-6His sur les tétes hydrophiles du lipide NTA-Ni (figure V-1).

Air

Tris

Figure V-1 : Monocouche de lipide NTA-Ni mise en présence de molécules de FITC-6His. La fixation
des molécules via I’étiquette histidine augmente ’aire des tétes hydrophiles et par conséquent les
répulsions stériques au sein de la monocouche. L’effet est observable a travers ’augmentation de la
pression de surface qui en résulte et qui a été estimée a environ 3 mN/m lorsque la monocouche était

dans un état compact (aire moléculaire initiale de 0,62 nm’).
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1-1-2. Mesures d’isothermes

Nous avons également souhaité observer I’effet de 1’injection de FITC-6His en sous-
phase sur les courbes isothermes du lipide NTA-Ni, c’est-a-dire a aire moléculaire
variable. Le protocole suivi était le méme que celui décrit au chapitre V-1-1-1 mais
cette fois nous mesurions une courbe isotherme du lipide NTA-Ni avant et apres
I’injection des molécules de FITC-6His. Une augmentation de la pression de surface a
encore une fois été observée (figure V-2a) mais elle devenait moins importante au
niveau des petites aires moléculaires pour disparaitre complétement lorsque la
monocouche se trouvait dans son état compact (figure V-2b). Ceci peut s’expliquer par
les effets combinés de deux phénomenes. D’une part, une rupture des liaisons
hexahistidine-nickel provoquée par les perturbations générées lors de la compression de
la monocouche. D’autre part, une désorption des complexes lipide NTA-Ni/FITC-6His
au cours de la compression (le complexe NTA-Ni/FITC-6His est plus hydrophile que le
groupement NTA-Ni seul) qui entraine une sous-estimation de ’aire moléculaire de la

monocouche lors des mesures isothermes.

Remarque — Stabilité de la liaison histidine-nickel

Si une nouvelle mesure d’isotherme était réalisée juste apres le cycle de compression-
décompression (les mesures ne sont prises que lors de la phase de compression), la
courbe obtenue ne se superposait pas a la premiere (figure V-2b). Si I’on attendait 20 a
30 minutes avant de réaliser la deuxiéme isotherme, on remarquait que la pression de
surface augmentait & nouveau et on obtenait une isotherme relativement similaire a la
premicre (compte-tenu des désorptions ayant eu lieu lors de la premiére compression).
Les molécules de FITC-6His avaient alors certainement eu le temps de se fixer a
nouveau au lipide NTA-Ni. Il semblerait donc que la liaison histidine-nickel soit assez

sensible a la dynamique du systéme.

Le résultat a retenir de cette série d’expériences réalisées sur la balance de Langmuir est

que I’injection de molécules portant une étiquette histidine sous une monocouche de
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lipide NTA-Ni a conduit a une augmentation de la pression de surface, ce qui est
révélateur d’une fixation des molécules “his-taguées” sur les tétes hydrophiles du

lipide ; la spécificité de cette liaison a de plus été démontrée par une expérience témoin

faite avec les mémes lipides mais sans nickel.
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Figure V-2 : Effet de ’injection de FITC-6His sous une monocouche de lipide NTA-Ni. Ronds
blancs : isotherme du lipide NTA-Ni. Ronds gris : premiére isotherme mesurée apreés l’injection de
FITC-6His. Ronds noirs : deuxieme isotherme mesurée apres l’injection de FITC-6His. Les deux

figures (a) et (b) sont issues de la méme expérience, seule I’échelle a été modifiée.
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1-2. Mesures de fluorescence

(En collaboration avec Pierre-Henri Puech de 1’équipe Surfaces Douces a I’Institut

Curie, Paris)

L’objectif de cette expérience était de visualiser le signal de fluorescence de la
membrane d’une vésicule contenant du lipide NTA-Ni lorsqu’elle était mise en présence

de molécules d’hexahistidine fluorescentes.

Les vésicules étaient constituées d’un mélange du lipide DOPC et du lipide NTA-Ni, a
10% en molécules de lipide NTA-Ni. Elles ont ét¢ formées par “électroformation”
(Angelova, 1992) dans un mélange glucose/saccharose a 300 mOsm. Deux techniques
expérimentales distinctes ont été utilisées : la microscopie de fluorescence classique et
la microscopie a deux photons. Pour chaque technique expérimentale, nous avons fait
usage de deux molécules fluorescentes différentes : la FITC-6His et la GFP-6His.

On prélevait au début des expériences 100 ul de la suspension de vésicules que 1’on
laissait sédimenter 30 minutes dans 400 pl d’un mélange Tris/glucose a 300 mOsm (pH
8,1). On enlevait alors le surnageant en ne laissant que 50 pl de la solution puis on
injectait 100 pl d’une solution de molécules fluorescentes (FITC-6His ou GFP-6His).
Les vésicules incubaient alors pendant 1 heure en présence de FITC-6His (a 5 uM) ou
de GFP-6His (a 10 uM) ; 5 ul de la solution non rincée étaient alors introduits dans une

cellule d’observation de 50 ul remplie du mélange Tris/glucose a 300 mOsm.

1-2-1. Mesures par microscopie de fluorescence classique

Aprés incubation dans une solution de FITC-6His, aucun signal significatif n’a été
observé sur la membrane des vésicules. En réalit¢ le signal détecté¢ se confondait
pratiquement avec le signal observable en solution et provenant des molécules de FITC-
6His libres. La suspension de vésicules n’avait en effet pas été rincée afin d’écarter tout
risque de décrochage du fluorochrome durant une telle manipulation. Il est probable que
le microscope optique utilisé ne soit pas appropri¢ a des mesures avec cette molécule

fluorescente, dont il a été observé que le signal s’atténuait tres vite dans les conditions
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de P’expérience (a pH 8,1 la quasi-totalit¢ du signal disparait au bout d’environ 1
minute).

Les observations réalisées apres incubation dans une solution de GFP-6His se sont
révélées plus fructueuses puisqu’un signal de membrane, méme s’il était relativement
faible, a été détecté (figure V-3). Ceci constituait une premicre preuve de 1’accrochage
de I’hexahistidine sur le groupement NTA-Ni mais il était nécessaire de réaliser une
deuxiéme mesure qui vienne confirmer ce fait. Des observations ont donc été effectuées
par microscopie a deux photons et en utilisant seulement la molécule de GFP-6His, qui

s’est montrée plus efficace en microscopie de fluorescence classique.

Figure V-3 : Signal de membrane obtenu en microscopie de fluorescence classique pour une vésicule
DOPC/NTA-Ni (10:1) ayant incubé dans une solution a 10 \M de GFP-6His. Le signal de

fluorescence est faible mais observable.

1-2-2. Mesures par microscopie a deux photons

Les expériences menées sur le microscope a deux photons ont mis en évidence un signal
de fluorescence de la membrane qui était bien plus important que celui obtenu en
microscopie de fluorescence classique. La technique a permis en effet de s’affranchir du
bruit de fond di aux GFP-6His se trouvant en solution et a ainsi offert une meilleure

définition du signal de la membrane (figure V-4).
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Figure V-4 : Image obtenue en microscopie a deux photons pour une vésicule DOPC/NTA-Ni (10:1)
apres incubation dans une solution a 10 uM de GFP-6His. La technique a permis d’observer un signal

de fluorescence trés bien défini sur la membrane de la vésicule.

1-2-3. Spécificité de la liaison de la GFP-6His au lipide NTA-Ni

Deux expériences ont été entreprises dans le but de s’assurer que la liaison de la GFP-
6His au lipide NTA-Ni se faisait bien via 1’étiquette histidine et n’était donc pas due a
une interaction non-spécifique.

La premicre a consisté a refaire les mesures de fluorescence a deux photons avec un
lipide non fonctionnalisé au nickel. Ces mesures ont été réalisées sur des vésicules
composées d’un mélange du lipide DOPC et du lipide DOGS-NTA (10:1) apres qu’elles
aient été mises en présence de GFP-6His ; le lipide DOGS-NTA est le lipide
commercialisé par “Avanti Polar Lipids” qui ne différe de notre lipide NTA (figure II-
11) que par la structure de son bras espaceur, qui est un peu plus long. Sur les images
obtenues, la membrane présentait un signal de fluorescence bien plus faible que celui
obtenu avec le lipide NTA-Ni (figure V-5). Ceci montre qu’il existe une petite
adsorption non spécifique de la molécule de GFP-6His sur la membrane de la vésicule
mais que cette adsorption est négligeable devant la fixation spécifique de la molécule au

lipide NTA-Ni.
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Figure V-5 : Image obtenue en microscopie a deux photons pour une vésicule DOPC/DOGS-NTA
(10:1) (donc sans ion nickel) ayant incubé dans 10 uM de GFP-6His. Le signal obtenu est beaucoup
Pplus faible que celui qui avait été obtenu avec les vésicules DOPC/NTA-Ni (10:1) (figure V-4) ; il est

dii a une adsorption non-spécifique de la GFP-6His sur la membrane de la vésicule.

Une deuxieme preuve de la spécificité de la liaison est donnée par la structure méme de
la molécule de GFP-6His utilisée. En effet, on connait dans cette molécule 1’orientation
du groupe fluorescent par rapport a ’axe principal de la molécule : il lui est
perpendiculaire. L’étiquette histidine est quant a elle fixée a la partie COOH terminale
de la molécule de GFP. On peut donc, par analyse de la polarisation du signal de
fluorescence émis, avoir une information sur 1’orientation de la molécule et donc en

déduire son mode d’accrochage a la membrane de la vésicule (figure V-6).

<:::> Groupe fluorescent
GFP
Etiquette histidine n

Lipide NTA-Ni

Figure V-6 : Représentation schématique du complexe lipide NTA-Ni/GFP-6His. Le groupe
fluorescent de la GFP-6His (symbolisée par un cylindre) est perpendiculaire a I’axe principal de la

molécule. L’étiquette histidine est fixée a une extrémité de la molécule de GFP.

Des mesures de fluorescence a deux photons ont été réalisées en excitant la cellule

(remplie de vésicules DOPC/NTA-Ni (10:1) ayant incubé dans 10 uM de GFP-6His) a
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I’aide d’un faisceau laser de polarisation connue et en placant un analyseur sur le
chemin du signal de fluorescence émis (L. Moreaux, ESPCI, Paris et F. Amblard,
Institut Curie, Paris). Le signal présentait bien la bonne polarisation, ce qui a permis de
conclure que la molécule de GFP-6His se fixait effectivement au lipide NTA-Ni par
I’intermédiaire de son étiquette histidine et qu’elle s’orientait perpendiculairement a la

membrane de la vésicule.
Remarque — Proportion des lipides NTA-Ni fonctionnalisés

La méme étude que celle présentée précédemment avait été réalisée sur les lipides
DOGS-NTA-Ni commercialisés par “Avanti Polar Lipids” (P.H. Puech, Institut Curie,
Paris). Les signaux de fluorescence obtenus étaient légerement plus marqués, ce qui
laissait a penser que le taux de fonctionnalisation de ces lipides au nickel était plus
important que celui de nos lipides DOGA-NTA-Ni. Des mesures de forces ont donc été
entreprises en SFA sur des monocouches du lipide DOGS-NTA-Ni, qui aurait peut-étre
pu constituer un meilleur outil de fixation pour les récepteurs des rétinoides. Mais ces
lipides se sont révélés étre relativement instables puisqu’un phénoméne de déplétion des
monocouches a ¢été détecté deés la deuxieme mise en contact. L’instabilité¢ des
monocouches de lipide DOGS-NTA-Ni avait déja été observée par D. Leckband lors

d’essais sur la balance de Langmuir.

2. Mesures de forces entre deux couches de récepteurs des

rétinoides

Les récepteurs de 1’acide rétinoique ont pu étre fixés sur des monocouches lipidiques
par deux méthodes différentes. La premicre utilisait la reconnaissance entre 1’étiquette
histidine présente a I’extrémité des récepteurs et 1’ion nickel des lipides NTA-Ni (figure
II-12) et la deuxiéme mettait a profit 1’affinité du récepteur pour un ligand synthétique
incorporé¢ dans une structure lipidique (figure II-15). Ces méthodes ont été utilisées afin

de tenter de mesurer I’énergie associée au phénomene de dimérisation des récepteurs.
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2-1. Fixation des récepteurs sur des monocouches de lipide NTA-Ni

Cette premicre expérience consistait a réaliser une mesure de forces entre deux
monocouches de lipide NTA-Ni en 1’absence puis en présence des récepteurs RAR ou
RXR. Les récepteurs étaient injectés directement dans la cuve du SFA, a proximité des
deux surfaces d’étude (figure V-7).

L’appareil dont nous disposons au laboratoire est muni d’une petite cuve (d’environ 10
ml) qui permet de plonger les deux surfaces d’étude dans un volume plus petit que celui
de la cuve principale (d’environ 300 ml). On peut ainsi modifier facilement
I’environnement des monocouches (en I’occurrence en les mettant en présence des
récepteurs RAR ou RXR) sans avoir a injecter de trop grandes quantités de produits. De
plus, cette cuve est amovible et donc facile a nettoyer, ce qui est essentiel lorsque 1’on

travaille avec des protéines.

Bicouche
DMPE / NTA-Ni

<— Récepteurs
// RAR ou RXR

Récepteurs

Sainaee
T e

Figure V-7 : Fonctionnalisation des monocouches de lipide NTA-Ni. Les récepteurs RAR ou RXR

sont injectés directement dans la petite cuve du SFA, a proximité des deux surfaces d’étude.

Apres que les mesures de forces aient été réalisées entre les deux monocouches en
I’absence de récepteur, les surfaces étaient séparées au moteur pas a pas jusqu’a une
distance d’environ 0,5 mm et la cuve principale du SFA était vidée. Les deux surfaces
d’¢étude restaient, elles, immergées dans la petite cuve.

On diluait alors 150 pl d’une solution mere de récepteur a 2 g/l (Mrar = Mrxr = 3.10*
g/mol) dans 1 ml de Tris et on filtrait la nouvelle solution a I’aide d’un filtre a 0,1 pm.

On prélevait 1 ml de la solution de Tris contenue dans la petite cuve que I’on remplacait
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par 1 ml de la solution de récepteur ; la concentration des récepteurs dans la petite cuve
était alors d’environ 1 uM. Juste aprés avoir injecté les récepteurs et pour homogénéiser
au maximum le mélange, on prélevait avec la méme seringue 1 ml de solution de la
petite cuve que I’on ré-injectait immédiatement apreés ; ’opération était répétée au
moins 3 fois de suite. On rapprochait ensuite les deux surfaces, a I’aide du moteur pas a
pas, jusqu’a une distance d’environ 50 um puis on les séparait immédiatement apres
jusqu’a une distance d’environ 0,5 mm ; ’opération était également répétée au moins
trois fois de suite. La solution pouvait alors étre considérée comme homogene. On
laissait finalement diffuser les récepteurs pendant 30 minutes, les deux surfaces restant a
0,5 mm I"une de I’autre. On pouvait alors réaliser une nouvelle mesure de forces entre

les deux surfaces d’étude. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure V-8.

Les expériences menées avec les deux récepteurs RAR ou RXR ont donné les mémes
résultats. En 1’absence de récepteur, on observait un comportement adhésif entre les
deux surfaces. Apres I’injection des récepteurs, la distance de contact augmentait de 10
nm et le phénoméne adhésif disparaissait. Ceci est révélateur d’une adsorption des
récepteurs sur les monocouches de lipide NTA-Ni. Le décalage observé est compatible
avec la taille des récepteurs. Cette taille a en effet été estimée a environ 5 nm par
I’équipe des biologistes. Une augmentation de la distance de contact de 10 nm est donc
en accord avec la fixation d’une couche relativement compacte de récepteurs sur chaque
monocouche de lipide NTA-Ni. En revanche, aucune adhésion n’a pu étre mesurée entre
ces deux couches de récepteur : le profil de force obtenu au retour se superposait
pratiquement a celui observé a l’aller. On peut noter que la force a la séparation
diminuait trés progressivement pour atteindre la ligne de base (force nulle). La
dimérisation des récepteurs n’a donc pas pu €tre observée a travers les mesures de
forces réalisées ici. Une rupture du contact au niveau de la liaison histidine-nickel n’est
bien sir pas exclue. Mais quel que soit le phénoméne concerné, I’énergie impliquée
n’était pas suffisamment importante pour compenser 1’effet des forces répulsives

(électrostatiques et stériques) observées a 1’aller.
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Figure V-8 : Mesures de forces dans le Tris entre deux monocouches de lipide NTA-Ni en ’absence
(triangles) puis en présence (ronds) de récepteurs RAR (a) ou RXR (b). Rapprochement des surfaces :

symboles pleins, séparation des surfaces : symboles vides.
2-2. Fixation des récepteurs sur des monocouches de lipide rétinoide

Une deuxieéme méthode a été utilisée afin de tenter de mesurer 1’énergie associée au
phénomeéne de dimérisation des récepteurs. Elle consistait a fixer ces récepteurs sur une

monocouche du lipide rétinoide (figure II-15). Ce lipide a donc fait 1’objet d’une étude
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préalable afin de vérifier qu’il pouvait bien étre utilisé pour des mesures de forces en
SFA.

2-2-1. Isotherme et stabilité du lipide rétinoide dans le Tris
Afin de connaitre la pression maximale a laquelle nous pouvions déposer le lipide

rétinoide sur les chaines du lipide DMPE, nous devions tout d’abord connaitre son

isotherme de compression a I’interface Tris-air (figure V-9).
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Figure V-9 : Isotherme du lipide rétinoide a interface Tris-air. Le collapse est atteint pour une

o . \ o g o 2
pression de surface de 38 mN/m, ce qui correspond a une aire moléculaire de 0,8 nm".

L’isotherme obtenue est caractéristique d’un lipide se trouvant en phase fluide, comme
prévu par la structure ramifiée de sa chaine hydrophobe (chapitre 11-4-3). Le collapse de
la monocouche est atteint pour une pression de surface de 38 mN/m et une aire
moléculaire de 0,8 nm?. Les dép6ts de Langmuir-Blodgett pourront donc étre réalisés a

35 mN/m, comme pour le lipide NTA-Ni.

La stabilité de la monocouche a I’interface Tris-air a également pu étre vérifiée par une
mesure de désorption. Le lipide s’est révélé étre tres stable puisque seulement 4% des

molécules avaient désorbé au bout de 6 heures :

Pt=6h (rétinoide)=0,04+0,02 (V-1)
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Ou I’on utilise les mémes notations qu’aux chapitres II1-1-2 et [V-1-2.

Une grande plaque de mica a également été utilisée afin de mesurer le rapport de
prélevement lors du transfert d’une monocouche du lipide rétinoide de I’interface Tris-
air vers une monocouche de DMPE (chapitres I1I-1-3 et [V-1-3). Nous avons trouvé :

r =0,98+0,03 (V-2)

rétinoide
Le lipide rétinoide formera donc des monocouches bien compactes a la surface du mica
(rapport de prélévement proche de 1).

Pour une pression de dépdt de 35 mN/m, son aire moléculaire a I’interface Tris-air est

de 0,87 nm?. A la surface du mica, elle deviendra donc :

O rétinoid
O rétinoide/mica = —— oo :0989 nm? (V'3)
rétinoide

Quant aux mesures de stabilité de la bicouche DMPE/rétinoide déposée sur la plaque de
mica et plongée dans une solution de Tris, elles ont mis en évidence une perte d’environ
1,5% de lipide par heure. C’est un peu plus que ce qui avait été mesuré pour les lipides
NTA et NTA-Ni (chapitre IV-1-3) mais ceci assure néanmoins que les bicouches seront

stables a 1’échelle d’une expérience SFA.
2-2-2. Profils de force récepteurs/récepteurs

Le protocole suivi lors de ces nouvelles mesures était en tout point identique a celui
présenté dans le chapitre V-2-1. Nous commencions par étudier le profil de force entre
deux monocouches du lipide rétinoide plongées dans le Tris puis étudiions 1’effet de
I’injection des récepteurs, a proximité des deux surfaces d’étude, sur ce profil de force.

Les résultats obtenus sont présentés dans la figure V-10.
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Figure V-10 : Mesures de forces dans le Tris entre deux monocouches de lipide rétinoide en ’absence
(triangles) puis en présence (ronds) des récepteurs RAR (a) ou RXR (b). Rapprochement des surfaces :

symboles pleins, séparation des surfaces : symboles vides.

Comme dans le cas des monocouches NTA-Ni, les expériences menées avec les
récepteurs RAR ou RXR ont conduit aux mémes résultats. En I’absence de récepteur, la
distance de contact était de 6 nm et on mesurait une force de séparation de 1’ordre de 10
mN/m entre les deux surfaces. Aprés I’injection des récepteurs, la distance de contact
augmentait de 10 nm et nous n’observions plus d’adhésion. Cette augmentation de la

distance de contact est compatible avec la taille des récepteurs (5 nm) dans une
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configuration ou une seule couche de récepteur se fixe sur chaque monocouche de lipide
rétinoide.

La spécificité supposée du ligand synthétique pour le récepteur RXR n’a donc pas été
vérifiée puisque les récepteurs RAR se fixaient également sur les monocouches de
lipide rétinoide. L’affinité du ligand pour le récepteur RAR ne semble donc pas trés
différente de son affinité pour le récepteur RXR (dans les deux cas le ligand vient
s’insérer dans la poche hydrophobe du récepteur).

Le profil de force obtenu lors de la séparation des surfaces ne se superposait pas
exactement a celui observé a l’aller. Cette différence est simplement due a une
diminution de la taille des récepteurs résultant de leur compression lors de la phase de
rapprochement. Mais la force mesurée lors de la séparation diminuait encore
progressivement jusqu’a atteindre la ligne de base (force nulle). Aucune adhésion liée a

la dimérisation des récepteurs n’a donc été observée ici.

Les mesures de forces réalisées entre des monocouches du lipide NTA-Ni ou du lipide
rétinoide mises en présence des récepteurs RAR ou RXR ont révélé que les protéines se
fixaient bien sur les surfaces mais la dimérisation des récepteurs n’a pas pu étre
observée a travers les profils obtenus. Deux explications peuvent €tre données a ce
résultat : soit les récepteurs n’avaient pas la bonne orientation, soit ils s’absorbaient déja
sous la forme de diméres. Dans ce dernier cas, étant donné la distance de contact

mesurée, ces diméres devaient étre couchés sur la monocouche.

3. Mesures de forces entre une monocouche de lipide rétinoide

et une couche de récepteurs RXR

Dans cette partie nous présentons les premicres mesures de forces obtenues entre une
monocouche de lipide rétinoide et une monocouche de lipide NTA-Ni recouverte de
récepteurs RXR. Le lipide rétinoide et le lipide NTA-Ni étaient tous les deux déposés a
la pression de 35 mN/m et les expériences étaient réalisées dans une solution de Tris 10
mM. Ici, nous ne pouvions pas utiliser le méme protocole expérimental afin de
fonctionnaliser les monocouches de lipide NTA-Ni. En effet, en injectant le récepteur

directement dans la cuve du SFA, on risquait de le voir venir s’accrocher également sur
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la monocouche de lipide rétinoide, ce qui aurait rendu impossible la mesure de forces
entre le récepteur et son ligand. Nous avons donc préféré laisser incuber la lentille sur
laquelle la bicouche DMPE/NTA-Ni avait ét¢ déposée dans un petit “bécher” de 5 ml
contenant une solution du récepteur RXR a 1 uM (75 pul d’une solution mére de
récepteur RXR a 2 g/l avait été préalablement diluée dans 5 ml de Tris et cette solution
avait été filtrée a 0,1 um). Nous laissions diffuser le récepteur pendant environ 1 heure
puis nous rincions la lentille en la plongeant dans un grand “bécher” de 100 ml. La
lentille était alors fixée comme d’habitude dans la cuve du SFA et les mesures étaient

entreprises.

Les mesures de forces ont été réalisées en différents endroits de la monocouche. Selon
la position choisie et selon le temps d’attente avant le lancement des mesures, deux
profils de force différents ont été obtenus. Pour chaque position testée on réalisait
plusieurs allers-retours successifs en pressant a chaque fois un peu plus les deux
surfaces 1’une contre 1’autre. Sur la premicre mesure réalisée (triangles de la figure V-
11), la distance de contact correspondait a 2 tailles de récepteur (plus celle des deux
monocouches de lipide rétinoide et NTA-Ni), c’est-a-dire environ 15 nm. Contrairement
a ce qui avait été observé entre des monocouches recouvertes de récepteurs, la cinétique
de séparation des surfaces a mis ici en évidence un phénomene adhésif. La force
mesurée lors de la séparation diminuait progressivement au début mais rejoignait la
ligne de base (force nulle) par un saut d’environ 20 nm (saut adhésif). La constante de
raideur du ressort utilisé étant de 1680 N/m et les surfaces d’étude ayant un rayon de
courbure de 2 cm, ceci correspond a une force de séparation de I’ordre de 2 mN/m. Pour
confirmer ce résultat nous devrons travailler avec un ressort de constante de raideur plus
faible et essayer d’obtenir davantage de points dans la région des distances proches du
saut adhésif, c’est-a-dire entre 20 et 40 nm.

Sur les mesures suivantes, lorsque la force maximale imposée dépassait 20 mN/m, la
distance de contact diminuait. Les récepteurs étaient alors expulsés hors de la zone de
contact entre les deux surfaces.

Si nous testions une nouvelle position sur la monocouche immédiatement apres, sans
laisser le temps aux récepteurs de se réorganiser, la distance de contact correspondait

plutdt a 1 taille de récepteur (plus celle des deux monocouches), soit environ 10 nm
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(ronds de la figure V-10). Nous observions également dans ce cas un petit saut adhésif
de I’ordre de 20 nm.

Si nous attendions environ 30 min aprés avoir changé de position et avant de lancer une
nouvelle mesure, nous retrouvions la distance de contact initiale, ¢’est-a-dire 15 nm

(courbe équivalente a celle symbolisée par les triangles de la figure V-11).
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Figure V-11 : Mesures de forces dans le Tris entre une monocouche de lipide rétinoide et une
monocouche de lipide NTA-Ni recouverte de récepteurs RXR. Les deux profils (triangles et ronds) sont
issus de la méme expérience. Dans le cas du profil symbolisé par les triangles, la monocouche de lipide
NTA-Ni est recouverte de diméres des récepteurs RXR et dans le cas du profil symbolisé par les ronds,

elle est recouverte de monomeéres. Rapprochement des surfaces : symboles pleins, séparation des

surfaces : symboles vides.

Il semblerait donc que les monocouches de lipide NTA-Ni soient initialement
recouvertes de dimeres des récepteurs (figure V-12a) puis que la série de mesures
réalisée perturbe cette organisation pour ne laisser qu’une seule couche de récepteur a la
surface des monocouches (figure V-12b). En attendant plus longtemps avant de lancer
une nouvelle série de mesures, on laisse le temps aux récepteurs de se réorganiser et on

retrouve I’organisation en dimeres.

Une petite adhésion a donc pu étre observée entre le récepteur RXR et son ligand. Le

saut hors du contact (saut adhésif) était de I’ordre de 20 nm, ce qui correspond, compte
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tenu de la raideur du ressort utilisé, a une force de séparation de I’ordre de 2 mN/m. Ce
résultat nécessite d’étre confirmé et notamment il faudra réaliser une étude plus fine de
la phase de séparation entre les deux surfaces. La prochaine mesure sera donc réalisée
avec un ressort ayant une constante de raideur 10 fois plus faible et tentera de faire

apparaitre davantage de points expérimentaux dans la région proche du saut adhésif.

Lipide rétinoide RXR Lipide NTA-Ni

(@)
(b

Figure V-12 : Configurations expérimentales supposées lors des mesures de forces entre une

2ed

Xy

SRR
Ll

monocouche de lipide rétinoide et une monocouche de lipide NTA-Ni recouverte de récepteurs RXR.
Apreés réorganisation, les récepteurs se fixent sous la forme de diméres (a). Les perturbations générées
par la série de mesures de forces peuvent détruire cette organisation en ne laissant qu’une seule

couche de récepteurs en surface (b).

4. Mesures de forces dans I’eau pure entre deux monocouches
de lipide rétinoide : un exemple d’interaction entre deux

surfaces hydrophobes

De part sa structure chimique, le lipide rétinoide s’est révélé étre également un outil de
choix pour des mesures de forces impliquant a la fois des interactions hydrophobes et

des liaisons hydrogéne. Sa téte polaire est en effet constituée de deux cycles
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aromatiques hydrophobes (un cycle benzénique et un cycle tétrahydronaphtalénique) et

d’un groupe carboxyle capable de former des liaisons hydrogene (figure V-13).

o_ O

‘O

H_JH_}

Cycle Cycle
tétrahydronaphtalénique benzénique

Figure V-13 : Structure chimique de la téte polaire du lipide rétinoide. Les deux cycles aromatiques
apporte un comportement hydrophobe alors que la fonction carboxyle est polaire et peut former

des liaisons hydrogéne.

Des mesures de forces ont été réalisées entre deux bicouches DMPE/rétinoide
supportées par des surfaces de mica. Le lipide DMPE était déposé sur le mica a 38
mN/m et le lipide rétinoide était déposé sur les chaines du lipide DMPE a 35 mN/m. Les
dépots de Langmuir-Blodgett ainsi que les mesures de forces étaient réalisés dans une

eau ultra-pure et dégazée.

Un profil de force type obtenu entre deux monocouches de lipide rétinoide plongées
dans I’eau pure est présenté dans la figure V-14. Aucune force n’a été détectée entre 200
nm et 100 nm. Nous n’avons pas observé non plus de répulsion électrostatique entre les
deux surfaces. Ceci nous permet de conclure que les deux monocouches de lipide
rétinoide sont électriquement neutres dans 1’eau pure. Cette électroneutralité peut
s’expliquer par le fait que, méme dans 1’eau pure, une grande proportion de contre-ions
peuvent venir d’adsorber sur les surfaces et les rendre ainsi électriquement neutres
(chapitre III-2-5). Aux alentours de 100 nm, il apparaissait une force attractive qui
augmentait lorsque I’on rapprochait les deux surfaces 1’une de 1’autre (insert de la figure
V-14). L’origine de cette force est inconnue mais elle pourrait étre liée a une tendance
des cycles aromatiques a s’organiser en mettant leurs plans paralléles les uns aux autres,
comme il avait déja été observé pour les lipides nucléosides (Perez, 1998). Lorsque le

gradient de la force s’exercant entre les deux surfaces devenait supérieur a la constante
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de raideur du ressort, les deux surfaces sautaient au contact. Une répulsion de nature
stérique apparaissait alors sur une échelle de 0,5 a 1 nm. Si I’on continuait de
rapprocher les deux surfaces 1’'une de I’autre, on atteignait rapidement 1’état de
compactage théorique maximum des deux monocouches de lipide rétinoide (Do de
I’ordre de 6 nm). Les franges d’interférence avaient alors une forme aplatie, ce qui est
caractéristique de deux surfaces en fort contact adhésif (chapitre 11-2-5). Au début de la
phase de séparation, la distance ne variait pratiquement pas puis, lorsque la force
appliquée devenait suffisamment grande, elle augmentait a nouveau pour retrouver la
valeur obtenue aprés le saut au contact. Les deux surfaces se séparaient alors

brusquement (saut adhésif) et se retrouvaient a 500 nm 1’une de I’autre.
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Figure V-14 : Mesures de forces dans ’eau pure entre deux monocouches de lipide rétinoide. En
insert, on peut visualiser la force attractive qui s’exercait a longue distance lors du rapprochement des

deux surfaces. Rapprochement des surfaces : triangles pleins, séparation des surfaces : triangles vides.

L’expérience a mis en évidence une trés grande force de séparation entre les deux
surfaces (de I'ordre de 40 mN/m). Cette force comprend une contribution des liaisons
hydrogéne qui peuvent se former entre les groupes carboxyle et une contribution des
forces hydrophobes existant entre les cycles aromatiques. De la force de séparation Fy,
on peut déduire 1’énergie d’adhésion macroscopique entre les deux surfaces. Le contact

entre ces deux surfaces étant plat, nous appliquons pour cela la théorie JKR :
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—LF_Oz 2 -
Eo =32 R ~8,9mJ/m (V-4)

Nous allons a présent tenter de donner une premiére estimation de la contribution des
forces hydrophobes a 1’énergie d’adhésion mesurée au niveau macroscopique puis a
I’échelle des tétes polaires des lipides rétinoide (tétes rétinoide). Pour cela nous allons
partir de I’hypothése que les tétes des lipides ne forment pas de liaisons hydrogéne
“intra-couche”. Il est en effet fort probable qu’a I’instar des bases de ’ADN, les cycles
aromatiques s’organisent en mettant leurs plans paralleles les uns aux autres, ce qui a
pour conséquence d’empécher toute formation de liaisons hydrogéne au sein d’une
méme monocouche. Par ailleurs, nous avons vu au chapitre I11-2-5 que la moiti¢ des
groupes carboxyle étaient ionisés dans I’eau pure. Nous en déduisons donc qu’il se
forme en moyenne 1 liaison hydrogéne par téte rétinoide. D’apres 1’expression I11-21
donnant I’énergie d’adhésion macroscopique entre deux surfaces portant des sites
hydrogéne, nous en déduisons que la contribution des liaisons hydrogéne a 1’énergie
mesurée entre les deux monocouches de lipide rétinoide s’écrit :

kBT CH
1+exp(-en)

E i (rétinoide/rétinoide) = (V-5)

Ou : o est donnée par 1’équation (V-3) et ou ey est I’énergie moyenne d’une liaison
hydrogeéne dans 1’eau pure (de I’ordre de 1 kgT).
On obtient :
Ex (rétinoide/rétinoide) = 3,3 mJ/m’ (V-6)

D’ou:

Enydrophobe (rétinoide/rétinoide) = Eq - Ey (rétinoide/rétinoide) = 5,6 mJ/m’> (V-7)
Ce qui correspond a une contribution moyenne des forces hydrophobes au niveau
moléculaire de :

6 E iydrophobe (rétinoide/rétinoide)
kgT

€ Hydrophobe(T€tinoide/rétinoide) = =1,2kgT (V-8)

La contribution des forces hydrophobes a I’énergie d’adhésion entre deux tétes rétinoide

serait donc du méme ordre de grandeur que celle des liaisons hydrogéne.
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Remarque — Comparaison avec les mesures de forces réalisées dans le Tris

Les profils de force obtenus dans le Tris entre deux monocouches de lipide rétinoide
(figure V-10) ont mis en évidence des forces de séparation moins importantes (de
I’ordre de 10 mN/m). Mais dans ces conditions la plupart des groupes carboxyle sont
ionisés et il ne se forme plus de liaison hydrogéne. Le pK, des groupes carboxyle se
trouvant en surface est en effet de 5,8 (chapitre I1I-2-5) ce qui ne laisse qu’l groupe
carboxyle sur 100 non ionisé¢ dans les conditions de 1’expérience. On mesure donc
uniquement une énergie d’adhésion due aux forces hydrophobes entre les tétes
rétinoide. Afin d’estimer cette énergie d’adhésion, il faut calculer la force de séparation
effective entre les deux surfaces, c’est-a-dire ajouter a la force de séparation mesurée la
contribution de la force de répulsion électrostatique (chapitre IV-2-3-4). Cette force de
séparation effective est de I'ordre de 20 mN/m, ce qui correspond a une énergie
d’adhésion macroscopique de I’ordre de 4 mJ/m” et & une énergie d’adhésion moyenne
par téte rétinoide de I’ordre de 0,9 kgT. On retrouve bien ’ordre de grandeur calculé

dans I’eau pure.

5. Conclusion

Des mesures de pressions de surface sur la balance de Langmuir ainsi que des mesures
en microscopie de fluorescence ont permis de vérifier qu'une séquence de six molécules
d’histidine s’accrochait bien de facon spécifique, c’est-a-dire par I’intermédiaire de la
reconnaissance histidine-nickel, sur le lipide NTA-Ni. Deux outils différents pouvaient
donc étre utilisés afin de fixer des récepteurs de I’acide rétinoique portant une étiquette
histidine : des monocouches de lipide NTA-Ni (fixation par I’intermédiaire de la liaison
histidine-nickel) ou des monocouches de lipide rétinoide (fixation par I’intermédiaire de
la liaison récepteur-ligand). Dans les deux cas, les mesures de forces ont bien fait
apparaitre la fixation des récepteurs sur les monocouches. En revanche, 1’adhésion liée a
la dimérisation des récepteurs n’a pas ¢été observée dans les conditions de nos
expériences. Ceci implique que les récepteurs n’avaient peut-&tre pas la bonne
orientation sur les surfaces ou qu’ils s’étaient dé¢ja adsorbés sous la forme de dimeéres.

Des mesures de forces réalisées entre une monocouche de lipide rétinoide et une
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monocouche de lipide NTA-Ni recouverte de récepteurs RXR ont révélé une faible
force de séparation, de I’ordre de 2 mN/m ; le résultat est a confirmer. En effectuant des
mesures de forces entre deux monocouches de lipide rétinoide dans I’eau pure, nous
avons mis en évidence une forte énergie d’adhésion attribuée aux forces hydrophobes et
aux liaisons hydrogene. Les contributions des forces hydrophobes et des liaisons
hydrogéne a I’énergie d’adhésion entre deux tétes rétinoide se sont avérées étre du

méme ordre de grandeur, soit environ 1 kgT.
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Conclusion

La mise en commun des compétences actuelles en syntheéses chimiques, en biologie
moléculaire et en physique de I’adhésion nous a offert la possibilité d’isoler des groupes
fonctionnels de leur environnement naturel pour obtenir, par mesure directe, leurs
énergies de liaison. Les chimistes et les biologistes produisent des outils moléculaires
incluant ou mimant certaines fonctions du milieu vivant, ce qui permet aux physiciens
de mesurer, grace aux nanotechniques récemment maitrisées, des énergies d’adhésion

au niveau moléculaire.

Un lipide synthétique dont la téte polaire était constituée d’un groupement
nitrilotriacétate (lipide NTA) ainsi que sa forme complexée par un ion nickel (lipide
NTA-Ni) ont été impliqués dans un certain nombre d’expériences de mesures de forces
dans le but de quantifier I’énergie de différentes liaisons : liaison hydrogene, liaison par
chélation et liaison récepteur-ligand. Les mesures ont été principalement réalisées a
I’aide de I’appareil de mesure de forces entre surfaces (SFA) et certaines ont été
complétées et confirmées par la technique des vésicules micromanipulées. Dans les

deux expériences les lipides étaient incorporés dans des structures en bicouche.

Les mesures de forces réalisées dans 1’eau pure sur le lipide NTA ont mis en évidence
des énergies d’adhésion bien plus grandes que celles généralement observées entre des
phospholipides ne formant pas de liaisons hydrogeéne. Une description statistique simple
nous a permis d’en déduire I’énergie d’une liaison hydrogeéne entre deux fonctions
carboxyle dont I’atome donneur de liaisons hydrogéne est un atome d’oxygene (liaison
de type OH---O). Le mode¢le statistique a également été appliqué a des mesures
d’énergies d’adhésion entre des lipides dont la téte polaire était constituée de bases
modifiées de I’ADN. Ces tétes polaires contenaient des fonctions amine dont 1’atome
donneur de liaisons hydrogene est un atome d’azote (liaisons de type NH---O et NH---
N). Le résultat inattendu est que les énergies obtenues pour ces liaisons hydrogene
étaient égales (aux incertitudes pres) a celles mesurées entre les fonctions carboxyle.

Ceci nous a donc permis d’estimer I’énergie moyenne d’une liaison hydrogéne dans
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I’eau pure : environ 1 kgT (ou 0,6 kcal/mol). Ce résultat peut étre utile a la
compréhension de certains phénomenes faisant intervenir les liaisons hydrogéne comme
le repliement des protéines ou la reconnaissance entre les acides nucléiques.

Les mesures de forces réalisées dans 1’eau pure sur le lipide NTA-Ni ont révélé une
énergiec d’adhésion comparable a celles généralement observées entre des
phospholipides classiques. Cette adhésion était beaucoup plus faible que celle obtenue
avec le lipide NTA. Les groupements NTA-Ni étaient donc tous fonctionnalisés au

nickel dans I’eau pure et les liaisons hydrogéne étaient bloquées.

Les mesures d’adhésion réalisées dans le Tris (pH 8) ont utilisé les deux techniques
expérimentales : SFA et vésicules micromanipulées. Durant cette étude, nous nous
sommes heurtés a un probléme de taille : les lipides NTA-Ni n’étaient que partiellement
fonctionnalisés au nickel ! Une image claire des phénoménes observés a néanmoins pu
ressortir grace a un trés bon accord entre les résultats obtenus a 1’aide des deux
techniques expérimentales. Il a été estimé que seulement 20% des lipides NTA-Ni
possédaient toujours leur ion nickel durant ces expériences. Cette perte en ions nickel
pourrait étre due a leur fixation par le Tris. Les résultats ont montré qu’un ion nickel
pouvait étre partagé par deux groupements NTA distincts (un groupement NTA
initialement fonctionnalisé au nickel et un groupement NTA initialement vacant). Pour
chaque technique expérimentale, un modele statistique a été utilisé afin d’obtenir une
estimation de 1’énergie de chélation de I’ion nickel par le groupement NTA initialement
vacant. Les deux approches ont conduit a une méme valeur pour I’énergie de liaison
entre deux groupements NTA par partage d’un ion nickel : environ 2 kgT. Ce résultat
constitue la premi¢re mesure directe de I’énergie d’une liaison par chélation. Etant
donné la somme des phénoménes faisant intervenir la chélation d’un ion métallique par
une molécule organique, la connaissance de 1’énergie impliquée pourra intéresser
d’autres domaines de la recherche scientifique : recherche médicale, recherche
environnementale, efc. Le résultat ouvre de plus la voie & de nouvelles techniques
d’ancrage des protéines aux interfaces, qui pourront utiliser un ligand relais et

s’affranchir ainsi des lourdes étapes de manipulation génétique actuellement utilisées.
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Le lipide NTA-Ni a également été¢ utilis€ comme un outil permettant de coupler des
récepteurs de ’acide rétinoique portant une étiquette histidine aux surfaces d’étude du
SFA. Un lipide dont la téte polaire était constituée d’un ligand synthétique des
récepteurs RXR (lipide rétinoide) a permis d’effectuer une mesure de forces entre une
monocouche de ligands et une monocouche recouverte de récepteurs. Une faible force
de séparation, de I’ordre de 2 mN/m, a ét¢ mesurée. Les mesures ayant été réalisées en
différents endroits de la bicouche mais pour un seul couple de bicouches, ce résultat
reste a confirmer. Des mesures de forces ont également été réalisées entre deux couches
de récepteurs et en utilisant deux modes d’ancrage différents : la liaison histidine-nickel
et la liaison récepteur-ligand. L’accrochage était effectif mais aucune adhésion associée
au phénoméne de dimérisation n’a été observée. Dans les conditions de 1’expérience, les
récepteurs n’avaient visiblement pas la bonne orientation ou peut-&tre s’étaient-ils déja

adsorbés sur les monocouches sous la forme de diméres.

Le lipide rétinoide a également permis d’effectuer des mesures de forces tout a fait
originales entre deux bicouches a fort caractére hydrophobe. Les mesures de forces sont
en effet habituellement réalisées soit entre les tétes polaires hydrophiles de deux
bicouches soit entre les chaines hydrophobes de deux monocouches. Nous avions ici
une situation nouvelle ou les tétes étaient a la fois polaires et hydrophobes. En effet, la
téte du lipide rétinoide est constituée d’un groupement carboxyle polaire et de deux
cycles aromatiques hydrophobes. Les expériences ont été réalisées dans différentes
conditions physico-chimiques. Dans 1’eau pure (pH 5-6), les mesures ont mis en
évidence une tres forte énergie d’adhésion due a I’effet combiné des liaisons hydrogene
et des forces hydrophobes. Dans le Tris (pH 8), I’énergie d’adhésion était plus faible :
les groupes carboxyle étaient ionisés et 1’adhésion n’était due qu’aux forces
hydrophobes. La contribution des forces hydrophobes a I’énergie d’adhésion moyenne
entre deux tétes rétinoide a pu étre évaluée : environ 1 kgT. Le lipide rétinoide peut étre
vu comme un composé¢ modele permettant de reproduire certaines des interactions
présentes au sein des protéines et qui assurent la stabilit¢é de leurs structures

tridimensionnelles (forces hydrophobes et liaisons hydrogene).
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